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Epidemiyoloji

Epidemiyolojik çalışmalar, İngiltere'de scrapie'li koyunların rendering materyalinde kullanılması sonucu sığır populasyonunun, et-kemik unu şeklinde ruminant orijinli protein kapsayan yemler vasıtasıyla scrapie benzeri bir ajana maruz kaldığını ve bu maruz kalışın 1981-1982 yılında başladığını göstermiştir. Proteinden zengin bir suplement olan et-kemik unu, konsantre yemlere katılarak yıllarca sığırlara yedirilmiştir. Yemin kontaminasyonu da et-kemik ununun imalatında, scrapie ajanını tahrip etmeyen modern sakatat işleme uygulamalarından kaynaklanmıştır. 1972-1988 arasındaki periyodda ticari amaçlarla sakatat işleme yöntemlerinde yapılan değişiklikler, BSE epidemisinin başlamasında temel bir faktör olarak görülmüştür. Bu değişiklikler, scrapie ajanlarının total inaktivasyonu için gerekenden çok daha düşük sıcaklıkların kullanımını ve donyağı verimini arttırmak için kullanılan solvent ekstraksiyonunun kesilmesini kapsar. İngiltere'de, yaklaşık 3 yüzyıldır diğer ülkelere göre daha yüksek bir seviyede endemik seyreden scrapie' li büyük bir koyun populasyonunun bulunması ve yem suplementi olarak et-kemik ununun kullanımı, BSE için gerekli ön koşulları oluşturmuştur. Scrapie'nin BSE'nin kaynağı olduğu varsayıldığında; total koyun populasyonunda ve scrapie insidansındaki artış, scrapie'yle enfekte koyun rendering materyalinde de artışa yol açmıştır. Daha sonra enfekte sığır materyalinin, sığır populasyonu içinde et ve kemik unu yoluyla dolaşması, epidemiği genişletmiş ve özellikle Haziran 1989'dan sonra insidanstaki artış buna bağlanmıştır.

Epidemiyolojik bulgulara göre BSE'nin inkübasyon periyodu, 2 yıldan 8 yıla kadar değişebilir. En yüksek yaş insidansı 3-5 yaş arasındadır. Kaydedilen en yaşlı vaka 15 yaşında ve en genç vaka 22 aylıktır. Altı yaşından sonra insidansta belirgin bir düşme vardır. Olayların çoğu Holstein-Friesian ırkı süt ineklerinde gözlenmiştir. Sütçü sürülerdeki hastalık insidansının etçi sürülere göre daha büyük olmasının nedeni, sütçü sürülerde buzağıların yaşamın ilk 6 ayı süresince et-kemik unu kapsayan konsantre yemlerle beslenmesidir. BSE'den etkilenen sürülerin insidansı, sürü büyüklüğüyle orantılı olarak artar. Sürü ne kadar büyükse o kadar daha fazla yem gereklidir ve enfekte hayvanları satın alma şansı da o kadar artar. Tüm etkilenen sürülerin %50'sinden fazlası sadece tek bir olaya, %20'si iki olaya sahiptir. Her iki gözlemde sığır populasyonu dışında bir enfeksiyon kaynağına düşük maruz kalışı işaret etmiştir.

BSE olaylarının saptandığı çiftliklerin %50'sinde koyunların bulunmaması, scrapie ajanının koyunlardan sığırlara direkt ya da indirekt temas yoluyla bulaşamayacağını göstermiştir. Her olay primer bir olaydır. Enfeksiyonun sığırdan sığıra ve diğer türlere yatay bulaşma bulgusu yoktur. İngiltere Tarım Bakanlığının araştırma sonuçları, BSE'de maternal bulaşmanın olabileceğini göstermiştir. Bu sonuçlar, sadece enfeksiyonun son 6 ayındaki ineklerin BSE'yi yavrularına bulaştırabileceğini göstermiştir. Bu bulgunun, genetik faktörlerin mi ya da gerçek bulaşmanın mı sonucu olduğu açık değildir. 60 ayın üstündeki bir inkübasyon periyodu baz alındığında ortalama maternal bulaşma oranının %1 kadar düşük olduğu hesaplanmıştır. Ancak bu seviyede oluşan bir maternal bulaşmanın, tek başına epidemiyi sürdüremeyeceğine işaret edilmiştir.

Çeşitli aşılar, hormonlar, antelmentikler, herbisitler, pestisitler gibi çeşitli farmasötik ürünlerin ya da tarımsal kimyasalların kullanımı yoluyla da bulaşma bildirilmemiştir. Ayrıca BSE'nin çıkışı ile sürüler arsındaki hayvan hareketi ya da sığır ithalatı arasında da bir ilişki kurulamamıştır.

BSE deneysel olarak aktarılabilen bir hastalıktır. Histopatolojik BSE tanısı konan olgulardan alınan beyin ve serebrospinal sıvı kapsayan diyetle beslenen farelere oral yolla ve parenteral olarak bulaştırılabilmiştir. BSE olaylarından homojenize edilen beyin steminin %10'luk süspansiyonu, 4-5 aylık buzağılara intraserebral ve intravenöz yollarla verildiğinde de hastalık oluşturulmuş, ancak inkübasyon periyodu, saha olaylarına kıyasla daha az (en kısa yaklaşık 132 hafta) olmuştur. Günümüzde BSE; sığır, fare, koyun ve keçilere oral yolla ve inokülasyon ile, domuz ve marmoset maymunlarına sadece inokülasyon ile bulaştırılmıştır. Yemde et-kemik unu bulunmasına getirilen gıda yasağından sonra doğmuş ineklerde 18.000'nin üstünde BSE olayı tespit edilmiştir. Sığırların direkt olarak yedikleri gıdadan mı ya da asemptomatik analardan mı enfekte olduğu henüz açıklık kazanmamıştır. Nitekim hamster scrapie prionlarının (Sc237) klinik hastalığa sebep olmaksızın fare beyinlerinde yüksek seviyelere kadar replike olabildiği gösterilmiştir. Ayrıca koyunlarda deneysel BSE enfeksiyonunun semptomsuz fazı süresince, koyundan alınan kanın diğer bir koyuna transfüzyonuyla BSE'yi bulaştırmak mümkün olmuştur. Kanı alan koyunlarda, beyin ve periferde yaygın PrPSC depolandığı gözlenmiştir.

Klinik Bulgular

BSE olayları, nörolojik ve genel bulguların bir kombinasyonunu kapsar. Nörolojik bulgular, 3 kategoride toplanır.

Davranış ya da huy değişiklikleri; ençok korku ve sinirlilik hali olarak gözlenir. Hayvanlar genellikle ürkek ve tedirgin görünürler. Hayvan kendisine yaklaşıldığında ya da bir yere sıkıştırıldığında hemen reaksiyon gösterir. Sağım odasına girmeye ve kapı aralarından geçmeye isteksizdirler. Bazı hayvanlar toprağı eşeler ya da sürekli olarak burun deliklerini yalarlar. Bazen kulaklar da sürekli hareket halindedir. Diş gıcırdatma görülebilir. Ancak, davranış ve huydaki değişiklikler olaydan olaya farklılık gösterebilir. 

Duruş ve yürüyüş anormallikleri; ençok arka bacak ataksisi, tremorlar ve düşme gözlenir. Başlangıçta farkedilmeyen yürüyüş anomalileri giderek belirginleşir. Çoğu olaylarda normal yatış pozisyonundan kalkmadaki güçlük, görülen ilk bulgudur ve daima arka bacakların ataksisi ile ilgilidir. Ataksi, hayvan hızlı yürütüldüğünde belirginleşir ve yürüyüş sallantılıdır. Bazen arka bacak eklemlerinde gelişen hiperfleksiyon, hayvan yürütüldüğünde arka bacakların sürüklenmesine ve inkoordinasyona sebep olur. Bu yürüyüş anormallikleri, hayvan her iki yönde dairesel bir tarzda döndürüldüğünde şiddetlenir. Topuklara vurulduğunda sendeleme hatta düşme meydana gelebilir. 

Duyumdaki değişiklikler; sese ve dokunmaya karşı reaksiyon gözlenir. Özellikle baş bölgesindeki muayene girişimleri hayvanı şiddetli kızdırır. Sağımda da dokunmaya karşı şiddetli tekmeleme eğilimi gösterebilirler. Bazen sinekler ve hayvana yular takma girişimleri de güçlü kuyruk hareketleri ve böğürmenin yanısıra şiddetli baş silkme ve toslama gibi kızgın bir davranışı uyarabilir. 

Bir grup içindeki hasta hayvanlar, kavisli bir sırt ve yana açılmış bacaklarla karakterize olup, oldukça kabarık bir kıl örtüsüne sahiptirler ve aşırı sinirli halleriyle dikkat çekerler.

BSE'li sığırlarda en sık görülen genel klinik bulgular; kilo kaybı ve süt veriminin düşmesidir. Ancak çoğu hayvanda iştiha iyidir. Patolojik olarak doğrulanmış hiçbir olay sadece genel bulguları göstermemiştir, daima nörolojik bir bulgu mevcuttur. Haftalar süren bir periyod boyunca klinik bulgular giderek kötüleşir. Sonunda hastalık, uzanıp yatma ve ölümle sonuçlanır. İlk bulgulardan ölüme ya da kesime kadar klinik hastalığın süresi, 2 haftadan 6 aya kadar değişebilir.

BSE' nin Önlenmesi ve Kontrolü

Sığırlar için BSE enfeksiyonunun bilinen tek kaynağı, süt sığırı rasyonlarına katılan kontamine et ve kemik unudur. Enfeksiyonun bu yolu, İngiltere'de Temmuz 1988'de sığır ve diğer ruminantların yemlerine ruminant orijinli protein katılmasını yasaklayarak etkili şekilde kesilmiştir. Ekstra bir önlem olarak da klinik hasta sığırların karkasları yakılmıştır. 1990 yılında tüm hayvan ve kanatlı yemlerinde, spesifik sığır organlarının ya da bunlardan orijin alan proteinin kullanılmasını önleyen özelleşmiş bir sığır sakatatları yasağı konulmuştur. Özelleşmiş sığır sakatatları, 6 aylığın üzerindeki tüm sığırlarda beyin, spinal kord, timus, dalak, tonsiller ve Peyer plaklarının bulunmasından dolayı bağırsakları kapsamıştır. Bu tedbirlerin bilimsel temeli, scrapie'li koyunlarda yapılan enfektivite çalışmalarının sonuçlarına dayanmıştır. Altı aylığın altındaki buzağılara ait materyaller, az ya da hiç tayin edilebilir hiçbir enfektivite kapsamayacağı düşüncesiyle yasak içine alınmamıştır. İnsanlar için başlıca sağlık riski, BSE ile enfekte sığırlardan hazırlanan gıda ürünleri olduğundan, insan gıda zincirinden yüksek enfektivite seviyelerine sahip sığır sakatatlarını uzaklaştırmak amacıyla bu yasak bir yıl önce çıkarılmış ve hasta hayvanlardan elde edilen süt dahil ürünler ile daha sonra sağlıklı hayvanlardan alınan materyal de dahil özelleşmiş sığır sakatatlarını, büyük lenf düğümlerini ve sinirleri kapsamıştır. Bu koşullar altında, İngiltere'den Avrupa Komisyonunun diğer üye ülkelerine et ihracatına izin verilmiştir (EC-European Commission Decision June 1990; 90/261). Ancak 1990 yılının ilk yarısında Almanya, İtalya ve Fransa, Avrupa Birliği içinde kabul edilen ticaret kurallarının aksine tüm İngiliz kökenli et ve canlı sığırların ithalatını tek yanlı olarak yasaklamıştır. 1996 yılından başlayarak İngiltere'den diğer ülkelere sığır eti kapsayan gıda ve gıda ürünlerinin satışı ile sığır dokularından orijin alan kuyruk yağı ve jelatin gibi ürünlerin satışı yasaklanmıştır. Ancak 1999 yılında Avrupa Birliği, özel şartları yerine getiren etlerin yasağını kaldırmıştır (örn. hiçbir BSE olayının görülmediği ve 30 aylık yaştan küçük hayvanların kesildiği çiftliklerden kemiksiz sığır eti vs.). İngiltere'de diğer bir tedbir olarak hastalık, Haziran 1988'de şüpheli hayvanların zorunlu kesimini gerektiren şekilde ihbarı mecburi yapılmıştır. Başlangıçta hayvanın pazar değerinin %50'si, tazminat olarak ödenirken şubat 1990'dan itibaren bu değer, %100'e çıkarılmıştır. İrlanda Cumhuriyeti, daha ciddi önlemler alarak tek bir BSE olayının görüldüğü tüm sürüleri imha etmiştir.

BSE'nin görülmediği ülkeler, hastalığı canlı hayvanların ya da kontamine et ve kemik ununun ithalatıyla kazanabilirler. Avrupa Komisyonu, İngiltere'den diğer üye devletlere gıda yasağının etkili olduğu tarih olan Haziran 1988'den sonra doğan hayvanlara kadar canlı sığırların ithalatını sınırlamıştır (EC-European Commission Decision July 1989; 89/469). Daha sonra 6 aylık yaştan önce kesilmeleri kaydıyla sadece besi buzağılarının ithalatına izin verilmiştir (EC-European Commission Decision March 1990; 90/134). BSE ile mücadelede Office International des Epizooties (OIE) tarafından ileri sürülen uluslararası tavsiyelere göre bir ülkenin BSE durumu sadece devamlı surveylans ve izlemeyle tayin edilebilir. Avrupa Komisyonu, Nisan 1990'dan itibaren de BSE'yi ihbarı mecburi bir hastalık yapmıştır. Bu tarihten beri birçok ülke, ulusal sürülerinde BSE bulgusunu aramak için surveylans programları başlatmıştır. Böyle bir program için başlangıç noktası, kuduz şüpheli olaylar dahil sinirsel bulgular gösteren ergin sığırların beyinlerinin histolojik muayenesidir. Etkili bir surveylans için minimum şartlara sahip olunmalıdır. Bunlar;

Hastalığın ihbarı mecburi yapılmasını ve şüpheli klinik olayların araştırılmasını, laboratuvar muayenesini, araştırma sayılarının ve doğrulanmış olayların kaydedilmesini kapsar. 

OIE'ye göre; ülkeler, aşağıdaki iki koşuldan birinin özelliklerini taşıması halinde "BSE'siz" olarak kabul edilebilir.

Hastalık ihbarı mecburi yapılmış, etkili ve devamlı bir surveylans ve izleme sistemi uygulanmış ve hiçbir klinik BSE olayı bildirilmemişse ya da, hastalık ihbarı mecburi yapılmış, etkili ve devamlı bir surveylans ve izleme sistemi uygulanmış ve tüm BSE olaylarının direkt olarak, BSE'nin bildirildiği ve şüpheli hayvanların kesildiği, araştırıldığı ve doğrulandığı takdirde imha edildiği ülkelerden canlı sığırların ithalatı ile kaynaklandığı açıkça gösterilmişse, OIE, düşük BSE insidansına sahip ülkelerden yapılacak hayvan ve hayvansal ürünlerin ithalat koşullarını da açıklamıştır. Sığır embriyo ve yumurtaları kadar, taze et ve et ürünlerinin ithalatı için genel kurallar (A) ve ilave kurallar (B-D) getirilmiştir.

Genel kurallar;

Düşük BSE insidansına sahip bir ülkeden ithalatta;

- BSE'nin ihbarı mecburi olduğunu,

- Etkilenen sığırların kesildiği ve tamamen imha edildiğini,

- Etkili ve devamlı bir surveylans ve izleme sisteminin uygulandığını gösteren uluslararası bir hayvan sağlığı sertifikası sunulmalıdır. 

Sığırlara uygulanan diğer önlemler

- Buzağılamaya yakın şüpheli düve ya da inekler izole edilmelidir.

- Ruminantlara, ruminant orijinli et-kemik ununun beslenmesi konusunda bir yasak etkili şekilde uygulanmalıdır.

- Sığırlar, orijin aldığı sürü ve anaya kadar geriye doğru izlenebilmelidir.

- İthalatı istenen sığırlar, BSE şüpheli ya da doğrulanmış ineklerin yavrusu olmamalıdır. 

Sığırlardan taze et ve et ürünleri için ilave önlemler

- Tüm sığırların antemortem inspeksiyonu,

- Et ürünleri, gıda yasağı uygulanmadan önce doğan 6 aylık yaşın üstündeki sığırlardan alınan beyin, gözler, spinal kord ve distal ileumu kapsamamalıdır. 

Sığır embriyo ve yumurtaları için ilave tavsiyeler

- Buzağılamaya yakın şüpheli düve ya da inekler izole edilir.

- Ruminantlara, ruminant orijinli et-kemik ununun beslenmesi konusunda bir yasak etkili şekilde uygulanır.

- Embriyo/yumurta ithalatı, BSE'den etkilenmeyen ve BSE'den etkilenen hayvanların ya da "toplama sırasında" şüpheli hayvanların yavrusu olmayan dişilerden yapılır. 

Et-kemik unu için tavsiyeler 

- Et-kemik unu, ruminant beslemede kullanılmamalıdır.

- Diğer kullanım amaçları için et-kemik unu, hayvan transmissible spongiform encephalopathy ajanlarının inaktivasyon işlemi için etkili olduğu saptanan parametreleri sağlayabilen fabrikalarda işlenmiş olmalıdır. 

Gıda yasağından önce doğan sığırlardan ve 6 aylığın üstündeki sığırlardan beyin, gözler, spinal kord, tonsiller, timus, dalak ve distal ileum ve onların protein ürünleri için tavsiyeler. 

- Et-kemik unu için gereken şartlar (E) sağlanmadıkça bu dokular, alınmamalıdır. 

Yüksek BSE insidansına sahip ülkelerden ithalat 

Böyle bir ithalat için, bu sığırların bakım koşullarının dikkate alınması 

gibi ilave tedbirler alınmak zorundadır. İthalatı istenen hayvanlar ile ithalatı istenen etin orijin aldığı hayvanlar, gıda yasağından sonra doğmuş olmalı ya da BSE olayına sahip olmayan ve ruminant orijinli et-kemik unu beslenmemiş bir sürüden olmalıdır. Beyin, gözler, spinal kord, tonsiller, timus, dalak ve distal ileum tüm sığırlardan uzaklaştırılmalı ve imha edilmelidir. Bu ülkelerden et-kemik unu alınmamalıdır. İthalatı istenen 

embriyo ve yumurtalar için, dişiler gıda yasağından sonra doğmuş olmalıdır. Jelatin, kollagen, donyağı gibi ürünler ile semen, süt, süt ürünleri ve deri için hiçbir kısıtlama yoktur. Dünya Sağlık Örgütü (WHO)' ne göre yüksek BSE insidansına sahip ülkelerde bile süt ve süt ürünleri emniyetli kabul edilir. 

Creutzfeld-Jakob'un yeni formunun (vCJD) ortaya çıkışından sonra bir diğer bulaşma riski, prionlar ile enfekte bireylerden alınan kan ve plazma ürünleri vasıtasıyla enfeksiyon olasılığıdır. Bu nedenle İngiltere Sağlık Bakanlığı, İngiliz vericilerden alınan kanların, farmasötik ürünler için kullanılmayacağını bildirmiştir. Bazı ülkeler de İngiltere'de 6 aydan fazla ya da bir yıldır oturan kişilerden kan alınmasını yasaklamışlardır.

BSE ajanına maruz kalışı azaltmak için Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tavsiyeleri aşağıda belirtilmiştir:

Tüm ülkeler, ruminant yeminde ruminant dokularının kullanımını yasaklamalıdır ve hayvan ya da insan gıda zincirinde, BSE ajanını kapsaması muhtemel olan dokuları kabul etmemelidir.

Tüm ülkeler, koyun ve keçi varlığında BSE yönünden risk altında olup olmadıklarını tayin etmek için risk değerlendirmeleri yapmaya teşvik edilir.

İskelet kası dokusunda enfektivite henüz tayin edilmemiştir. Bu konuda güven, etten görülebilen sinir ve lenfatik dokunun uzaklaştırılmasıyla sağlanabilir.

Süt ve süt ürünlerinin emniyetli olduğu 

düşünülmektedir. Kuyruk yağı ve jelatinin, transmissible ajanı inaktive 

ettiği deneysel olarak gösterilmiş olan bir imalat işlemiyle hazırlandığı 

taktirde emniyetli olduğu düşünülür. 

Sığır materyallerinden hazırlanan insan ve veteriner aşıları, hayvan Transmissible Spongiform Encephalopathy ajanlarının bulaşma riskini taşıyabilir. Farmasötik endüstri, ideal olarak sığır materyalleri ile Transmissible Spongiform Encephalopathy' lerin doğal olarak oluştuğu diğer hayvan türlerine ait materyallerinin kullanımından kaçınmalıdır. Mutlaka gerekli ise, sığır materyalleri BSE yönünden bir surveylans sistemine sahip ve hiç ya da sadece sporadik BSE olaylarını bildiren ülkelerden temin edilmelidir. Bu önlemler kozmetiklerin imalatına da uygulanır.

Ayrıntılar

Günümüzde "Deli inek hastalığı" olarak da bilinen Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE), ergin sığırların merkezi sinir sistemini etkileyen yavaş seyirli, ilerleyici ve öldürücü nörodejeneratif bir hastalığıdır. Hastalık, ilk kez İngiltere'de Kasım 1986'da hasta sığırlara ait beyinlerin histopatolojik muayenesiyle tanımlanmıştır. Bugüne kadar İngiltere'de yaklaşık 180.000 olay bildirilmiştir. BSE raporlarının sayısı, 1992 yılında azalmaya başlamış ve o tarihten beri yıldan yıla sürekli olarak sayı düşmüştür. Az sayıda BSE olayları (yaklaşık 1500 olay), İngiltere dışında Belçika, Danimarka, Fransa, Almanya, İrlanda Cumhuriyeti, İtalya, Liechtenstein, Lüksemburg, Hollanda, Portekiz, İspanya ve İsviçre'de yerli sığırlarda görülmüştür. Kanada, Falkland Adaları ve Umman'da ise sadece İngiltere'den ithal edilen sığırlarda çok az sayıda olay bildirilmiştir.

Merkezi sinir sistemindeki lezyonlar, beyin steminin gri maddesindeki nöyronal perikaryonlarda ve nöyropilde iki yanlı, simetrik ve yangısal olmayan vakuollerin oluşmasıyla karakterizedir. Benzer histopatoloji, koyunların scrapie hastalığı ile insan ve bazı hayvanların scrapie'ye benzer bir grup hastalıklarının da klasik tablosudur. Bu sebeple BSE terimi, bir yandan sığırlarda morfolojik olarak beynin, vakuoler değişikliklerle ilgili süngerimsi görünüşünü ifade eder diğer yandan da bu değişikliklerin scrapie ve scrapie benzeri hastalıklara olan yakın benzerliğini vurgular. Scrapie ve scrapie benzeri hastalıklar, uzun bir inkübasyon süresine sahip olmaları ve hastalığın enfekte sinir dokularının alımı yoluyla başka bir canlıya bulaştırılabilmesi nedeniyle "Transmissible Spongiform Encephalopathy" ler adıyla da anılırlar. BSE de Transmissible Spongiform Encephalopathy'ler olarak bilinen bu öldürücü nöyrodejeneratif hastalıklar grubunda yer alır (Tablo 1).

İnsan ve hayvanlarda transmissible spongiform encephalopathy'lere neden olan ajanların yapısı hakkındaki bilgilerin çoğu, koyunların scrapie hastalığıyla ilgili olarak yapılan çalışmalardan elde edilmiştir. Bu ajanlar, filtrelerden geçebilir ve en küçük viruslardan 100 kat daha küçüktürler. Boyutlarıyla ilgili en büyük değerler, onları küçük virus partikülleri sınıflaması içine sokar. Virusların aksine bu ajanların enfektivitesi; formaldehid, b-propiolaktan, proteazlar, nukleazlar ve ısı gibi birçok fizikokimyasal muamelelere, iyonize ve ultraviyole radyasyona ve virus ya da bakterileri normalde inaktive eden dezenfektanlara oldukça dirençlidir. Transmissible Spongiform Encephalopatilere sebep olan ajanları inaktive eden işlemler, enfeksiyon riskinin azalmasına katkıda bulunur. Aşağıda belirtilen işlemlerden ilk 3 metod, diğerlerine kıyasla önemli ölçüde daha etkindir.

Uygun koşullarda otoklavlama (tavsiye edilen parametreler; porous yüklü otoklavlama için en az 18 dak. süre ile 134-138 C'de ve gravity-displacement otoklavlama için 1 saat süre ile 132 C'de), 

Sodyum hidroksit ile muamele (tercihen 1 N solüsyon, en az 1 saat süre ile 20 C'de), 

Sodyum hipoklorit ile muamele (tercihen en az %2 mevcut klorin kapsayan solüsyon, en az 1 saat süre ile 20 C'de), 

Yukarıda belirtilenlerden daha kısa zaman ve/veya daha düşük sıcaklıklarda otoklavlama, 

Organik solventlerle ekstraksiyon, presipitasyon ile proteinin ortadan kaldırılması, ultrasentrifugasyon ya da absorpsiyon, 

10 nm lik filtrelerden pasajla filtratların hazırlanması, 

Uygun kromatografik kolonlar içinden geçiş ( işlem kolonlarını yeniden kullanmadan önce en az 0.1 N sodyum hidroksit ile 4 saat süre ile muamele), 

6 M urea ile muamele. 

Bu ajanlar, konakçıda spesifik bir immun ya da yangısal cevaba neden olmazlar. Bu yüzden canlı hayvanlarda serolojik tekniklerle bu ajanların varlığını saptamak mümkün değildir. Enfekte hayvanlar, sadece klinik hastalığı geliştirdiklerinde teşhis edilebilirler.

Ajanların yapısı konusunda 3 temel teori ileri sürülmüştür:

Prion ya da nükleik asitten yoksun ve hücrenin daha anormal bir protein oluşturmasına sebep olabilen "proteinaz K'ya kısmen dirençli anormal bir protein", 

Alışılmamış bir virus, 

Virino ya da konakçı proteinleri tarafından korunan çıplak nukleik asitten oluşmuş "tam olmayan bir virus". 

Ancak son 10 yıl boyunca elde edilen bulgular, prion teorisini desteklemiştir. Scrapie ve benzeri hastalıklarda; enfeksiyöz ajanın nükleik asitleri yıkıma uğrattığı bilinen işlemler ile enfektivitesini kaybetmemesi, araştırıcıları etiyolojik ajanın, genetik materyal kapsayan bir virus ya da bilinen diğer bir ajan tipinde olmadığı düşüncesine itmiştir. Sadece proteinleri denatüre eden işlemler enfektiviteyi düşürdüğünden, proteinin ajanın esas komponenti olduğu teorisi benimsenmiş ve "prion" terimi ile adlandırılmıştır. Prion "nükleik asitleri modifiye eden uygulamalarda inaktivasyona dirençli olan küçük protein yapısında enfeksiyöz partiküller" olarak tanımlanır. Bu hastalık sınıfını, virus, bakteri, mantar ve bilinen diğer patojenlerden ileri gelen hastalıklardan ayırmak için de "Prion hastalıkları" terimi kullanılmıştır.

Prion protein (PrP), vücutta birçok dokuda ve özellikle beyinde bulunan normal bir membran glikoproteinidir. Bu normal proteine, selüler prion protein (kısaca PrPC) denir. Proteaza dirençli enfeksiyöz forma ise scrapie prion protein (kısaca PrPSC) denir. PrPSC, insan ve hayvanlarda tüm prion hastalıklarının patojen komponentidir ve normal prion proteinden (PrPC) köken alır. PrPSC, sindirim enzimleri ile yıkıma dirençli olduğu halde PrPC, sindirim enzimleri ile muamele edildiğinde tamamen yıkıma uğrar. Normal bir hücreye giren bir molekül PrPSC, bir molekül PrPC ile temas eder ve kimyasal ya da şekilsel modifikasyon gösterebilen ve henüz tam olarak bilinmeyen moleküler bir mekanizma ile onun PrPSC yapısına dönüşmesine yol açar.

Tablo 1. İnsan ve Hayvanların Transmissible Spongiform Encephalopathy'leri 

 Tablo 1. İnsan ve Hayvanların Transmissible Spongiform Encephalopathy'leri 

 Hastalığın Adı Bulaşma Konakçı Türü 

 Scrapie Doğal bulaşma yolu bilinmemektedir. Koyun, keçi 

 Transmissible Mink Encephalopathy (TME) Scrapie ile enfekte koyun sakatatı ya da karkas materyali ile besleme Mink 

 Chronic Wasting Disease (CWD) Bulaşma yolu bilinmemektedir. Geyik ve elk 

 Spongiform Encephalopathy (SE) BSE ajanı ile kontamine et-kemik unu Diğer ekzotik çift tırnaklılar (gemsbok, eland, Arabian oryx, nyala, greater kudu, cheetah, puma,ocelot) 

 Bovine Spongiform Encephalophalopathy (BSE) Scrapie'li koyun ya da BSE'li sığır materyali ile kontamine et-kemik unu Sığır 

 Feline Spongiform Encephalopathy (FSE) BSE ajanı ile kontamine pet gıdası Kedi 

 Kuru 1956 yılına kadar süren kanibalizm İnsan 

 Creutzfeldt-Jakob hastalığı (CJD)

 Sporadik form Genellikle bilinmiyor 

 Kalıtsal form Olayların %10-15'inde prion proteini kodlayan gende kalıtsal bir mutasyon. 

 Enfeksiyöz form Nadiren bir medikal işlemin istenmeyen sonucu olarak enfeksiyon 

 İnsan 

 Varyant Creutzfeldt-Jakob hastalığı (nvCJD) BSE ile enfekte ürünlerinin tüketimi İnsan 

 Gertzmann-Straussler Sheinker Sendromu (GSS) PrP geninde kalıtsal bir mutasyon İnsan 

CHRONIC WASTING DISEASE (CWD)

Chronic Wasting Disease, Batı Amerika'da sadece sınırlı alanlarda geyik ve elklerde oluşan bir prion hastalığıdır. İlk kez 1967 yılında klinik bir sendrom olarak tanımlanmıştır. Amerika Birleşik Devletlerinin bazı bölgelerinde, avlanan hayvanların yaklaşık %5'i hastalıktan etkilenmiştir. Olayların çoğu ergin hayvanlarda oluşur. En sık gözlenen semptomlar, emaciasyon, aşırı salivasyon ve davranış değişiklikleridir. Bulaşmanın orijini ve şekli bilinmez. Epidemiyolojik bulgulara dayanarak, bulaşmanın lateral ve muhtemelen maternal olduğu düşünülmektedir. 

CREUTZFELDT-JAKOB HASTALIĞI

Klasik Creutzfeldt-Jakob hastalığı (CJD) 

İnsanlarda nadiren görülen öldürücü nörodejeneratif bir hastalıktır. 3 formu tanımlanmıştır. 

Sporadik CJD: En çok görülen formdur (vakaların yaklaşık %85'i). Genellikle 50-75 yaş arasındaki bireyleri etkiler. Hastalığın seyri ortalama 6 aydır. Hızlı şekilde ilerleyen bir erken bunamayla karakterizedir. Epidemiyolojik çalışmalar, sporadik CJD insidansının her yıl milyonda yaklaşık 1 vaka olduğunu göstermiştir.

Kalıtsal CJD: PrP genindeki mutasyonlarla ilgili kalıtsal bir hastalıktır. Fatal familyal insomnia ve Familyal CJD'yi kapsar. Tüm CJD olaylarının yaklaşık %10-15'ini oluşturur.

Iatrogenic CJD: Enfekte bireylerden sağlıklı kişilere yetersiz sterilize edilmiş nöroşirurjikal aletlerin kullanımı, elektroensefalogram elektrodları, korneal transplantlar, duramater graftları ve kadavraların hipofiz bezlerinden hazırlanan insan gonadotropin ve büyüme hormonları vasıtasıyla tesadüfen bulaştırılan formdur. CJD olaylarının %5'inden azını oluşturur. 

Variant Creutzfeldt-Jakob Disease (vCJD)

Variant Creutzfeldt-Jakob disease, insanların nadir görülen ve öldürücü bir nöyrodejeneratif hastalığıdır. İlk kez İngiltere'de 1996 yılında tanımlanmıştır. Hastalığın genellikle BSE ile enfekte ürünlerin tüketimiyle meydana geldiği düşünülmektedir. Semptomlar, depresyon, istemsiz kas kontraksiyonları ve kas koordinasyonunun bozulmasını kapsar. Tipik klasik CJD olaylarının aksine vCJD, çoğunlukla gençleri (ortalama 28 yaş) etkiler ve daha uzun bir hastalık süresine (ortalama 14 ay) sahiptir. Beyin patolojisi, büyük prion protein plakları kümelerinin görüldüğü sporadik CJD'den farklıdır. İlk 10 vCJD olayı, İngiltere'de BSE epidemisinin çıkışından yaklaşık 10 yıl sonra 1996'da gözlenmiştir. Vejeteryan olan bir olgu hariç, kurbanların tümünün et ve et ürünleri yediği bildirilmiştir. 1996'dan 2000 yılı Aralık ayı başına kadar İngiltere'de 87, Fransa'da 3 ve İrlanda Cumhuriyeti'nde 1 vCJD olayı bildirilmiştir.

FELINE SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY (FSE)

Feline spongiform encephalopathy, ilk kez İngiltere'de 1990 yılında evcil bir kedide bildirilmiştir. Kediler, lokomotor bozukluklar ve anormal davranış ile karakterize ilerleyici nöyrolojik bir hastalık gösterirler. Sentral sinir sistemindeki histoloji, diğer transmissible spongiform ensefalopatilere benzer. Hastalığın, BSE ajanı ile kontamine pet gıdasından kaynaklandığı düşünülmektedir.

GERTZMANN-STRAUSSLER-SCHEINKER HASTALIĞI (GSS)

Ailelerde nadiren görülen otosomal dominant bir hastalıktır. İnsan prion proteinini kodlayan gendeki bir mutasyon ile ilgilidir. Daha uzun bir başlangıç ve süreye sahip olması, ilk hakim nöyrolojik bulgu olarak serebellar ataksiye eğilimin olması ve çok sayıda amiloid plak oluşumlarının bulunması dışında hastalık, CJD'ye benzerdir. İlk semptomları takiben 2-6 yıl içinde ölümle sonuçlanır. Günümüze kadar GSS mutasyonlarına sahip yaklaşık 50 aile tespit edilmiştir. 

TRANSMISSIBLE MINK ENCEPHALOPATHY (TME)

Transmissible mink encephalopathy, minklerin nadir görülen ve scrapie'ninkine benzer klinikopatolojik özelliklere sahip öldürücü bir hastalığıdır. Hastalık, sporadik salgınlar şeklinde oluşur ve ilk kez 1947 yılında Wisconsin'de bildirilmiştir. O tarihten beri, Amerika, Kanada, Finlandiya, Almanya ve Sovyetler Birliği'nde sadece 23 hastalık çıkışı bildirilmiştir. Bir çiftlikteki minklerin çoğu, kısa bir ensefalopatik periyodtan sonra hızla ölürler. Deneysel koşullarda inkübasyon süresi, yaklaşık 6 aydır. Hastalığın, scrapie ile enfekte koyun sakatatı ya da karkas materyalinin beslenmesi sonucu gıda kaynaklı olduğu düşünülmektedir. Genç minkler arasındaki dövüş ve kanibalizm, enfeksiyon oranının artmasına katkı yapar. Scrapie ya da BSE ajanı kapsayan gıdanın minklere deneysel yedirilmesi, görünüşte aynı klinik tipte olmayan hastalığa sebep olmuştur.

ZOOLOJİK SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY

İngiltere'de hayvanat bahçelerindeki eland, nyala, Arabian oryx, greater kudu, gemsbok, cheetah, puma ve ocelot gibi ekzotik hayvanlarda transmissible spongiform encephalopathy, BSE epidemisi süresince 1986 yılından beri bildirilmiştir. Bu nedenle onların sığırlar ile aynı kaynaktan ya da BSE ile kontamine yemden enfekte olduğu düşünülmüştür. 30 aylık hasta bir greater kudu'nun birçok yavrusunun hastalıktan ölmesi, vertikal bulaşma olasılığını da düşündürmüştür. Kuzey Almanya'daki hayvanat bahçelerinde 4 adet deve kuşunda da benzer bir hastalık görülmüştür. Ancak hastalığın transmissible olup olmadığı bulgusu henüz mevcut değildir.

KURU

Kuru, 1956 yılına gelinceye kadar Papua Yeni Gine'de ölmüş insanların beyninin yenmesine dayalı bazı kanibalistik gelenekler vasıtasıyla bulaştığı gösterilmiş olan bir prion hastalığıdır. Ölü kabile üyesinin beyni kadın ve çocuklar, kas dokusu ise erkekler tarafından yendiğinden hastalık, özellikle ergin kadınlar ile her iki cinsten çocukları etkilemiştir. Yaklaşık 30 yıl süren inkübasyon süresini takiben hastalık çok süratle ilerler. İlk semptomların gözlenmesini takiben 3-12 ay içinde ölümle sonuçlanır. Papua Yeni Gine'de kanibalizmin kaldırılmasından sonra hastalık kaybolmuştur. 

SCRAPIE

Koyun ve keçilerin doğal olarak oluşan ilerleyici ve öldürücü bir prion hastalığıdır. Hastalık konusundaki ilk kayıtlar, 18.yüzyılın başına kadar uzanır. 19.yüzyılda İngiltere'den koyun ithalatı ile diğer Avrupa ülkelerine hızla yayıldığı düşünülmektedir. Avrupa, Amerika ve Orta Doğu'da yaygın olan hastalık, Avustralya, Yeni Zelanda ve Güney Afrika'da görülmemiştir. Avrupa'da Danimarka ve Almanya gibi bazı ülkeler de scrapie'den ari olduklarını iddia ederler. Scrapie ismi, hasta koyunların yünlerini yolmaya eğilimlerinden gelir. Hastalık için Almanya'da "Traberkrankheit" (trotting disease) ve Fransa'da "la tremblante" (the tremble) isimleri kullanılır. Diğer klinik semptomlar, yürümede güçlük ve koordinasyon kaybıdır. 

Etkilenen sürülerde scrapie, ergin hayvanların yaklaşık %0.5-1'nde düşük bir oranda oluşur. Çoğunlukla 2-5 yaş arasındaki hayvanlar hastalanır. Koyunlar arasındaki doğal bulaşma yolu bilinmemektedir. Koyundan kuzuya maternal bulaşma çok sık görülür. Scrapie'li koyunların kuzuları, yaşamlarının sonunda hastalığı geliştirirler. Enfektif ajan, embriyo membranlarında gösterilmiş ancak ananın sütünde, kolostrumda ya da yeni doğan yavrunun dokularında gösterilmemiştir. Birçok scrapie olayları, louping ill aşısının tesadüfi kontaminasyonunu takiben görülmüştür. Scrapie, deneysel olarak intraserebral yolla fare, hamster, mink, ferret, keçi ve maymunlara, oral yolla fare, koyun, keçi ve maymunlara bulaştırılmıştır. 

TEŞHİS

Enfekte sığırları teşhis edecek immunolojik ya da serolojik bir diagnostik test yoktur. Bugüne kadar BSE ile ilişkili ve uyumlu biyokimyasal, hematolojik, makroskobik ve patolojik bir anormallik de bulunmamıştır.

BSE'nin teşhisi, klinik bulguların tanımına ve beynin histolojik muayenesine dayanır. Yaklaşımsal klinik ya da kesin olmayan histolojik teşhis (örn. otoliz nedeniyle); elektron mikroskobik olarak beyin ekstratlarında SAF'ın identifikasyonu ya da immunokimyasal (polyacrylamide gel electrophoresis, Western blotting) ve immunohistokimyasal teknikler ile anti-PrP antikorları kullanılarak modifiye proteinaz-K dirençli PrPSC'nin tayini ile doğrulanabilir.

PREKLİNİK TEŞHİS

Enfekte hayvanlar, spesifik bir immun cevap geliştirmediklerinden klinik devrenin başlangıcından önce onları teşhis etmek bugüne kadar mümkün olmamıştır. Preklinik bir test, enfektivitenin veya enfeksiyonla ilgili moleküler değişikliklerin tayinini hedefler. Enfektiviteyi tayin etmek için farelerdeki biyoassay, rutin uygulama için çok zor ve zaman alıcı olduğundan, preklinik bir testten, genellikle merkezi sinir sistemi dışındaki dokularda PrPSC'nin erken tayini amaçlanır. Hadlow ve ark. (1982) scrapie ile doğal enfekte koyunlarda, klinik devrenin başlangıcından 10-14 ay önce lenfoid dokularda enfektiviteyi bildirmişlerdir. Bunu takiben 1996 yılında da Schreuder ve ark. doğal scrapie'li koyunların tonsillerinde, immunokimyasal olarak klinik hastalığın beklenen başlangıcından yaklaşık 1 yıl önce ve beklenen inkübasyon periyodunun yarısından az bir sürede scrapie'ye ilgili PrPSC'yi tayin etmişlerdir. Ancak BSE'li sığırlarda immunokimyasal çalışmaların ve farklı dokular ile yapılan bulaştırma deneylerinin sonuçları, merkezi sinir sistemi dışındaki dokularda BSE ajanının dağılımının scrapie' deki kadar yaygın olmadığını göstermiştir. Klinik BSE olgularında, PrPSC şimdiye kadar sadece beyin, spinal kord ve retinada bulunmuş, dalak, lenf düğümleri ya da lökositlerde bulunamamıştır. Ayrıca BSE ile doğal enfekte hayvanların kas dokuları, plasenta, embriyo, reprodüktif dokuları, semen, kan, meme dokusu ya da sütlerinde de enfektivite gösterilmemiştir. BSE'nin farelere deneysel bulaştırılması da sadece beyin materyali kullanıldığında başarılmıştır.

BSE'nin teşhisi amacı ile kullanılan mevcut yöntemler; pahalı, zaman alıcı ve sadece postmortem olarak uygulanabildiğinden, canlı hayvanlarda kan, idrar ve serebrospinal sıvı kullanılarak uygulanabilen hızlı preklinik bir diagnostik testin geliştirilmesine yönelik çalışmalar giderek öncelik kazanmıştır. Klinik olarak normal ve BSE'li sığırların idrar kompozisyonları elektrokimyasal olarak incelenmiş ve ilk sonuçlar, hastalık spesifik bir metabolitin Spongiform Encephalopathy' li sığırların idrarında bulunabileceğini göstermiştir. Bu teknik, zaman zaman çelişkili sonuçlar vermesine rağmen hastalığın preklinik devrelerini tayin etmedeki değeri araştırılmaktadır. Creutzfeld-Jakob Disease'li insan ve BSE'li sığırların serebrospinal sıvısında da geliştirilen hızlı bir immunoassay test ile hasara uğrayan beyin hücrelerinden sızdığı düşünülen ve 14-3-3 denilen bir beyin proteini tespit edilmiştir. Normal insan beyninde bulunan ve hastaların serebrospinal sıvısında tayin edilen 14-3-3 proteinler grubuna ait olduğu tespit edilen 130-131 denilen iki proteinin marker olarak kullanıldığı bu testin, bazı hatalı pozitif sonuçlar nedeniyle geliştirilmesi gerekmektedir.
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