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SAMENVATTING

Scrapieresistentie en -gevoeligheid worden genetisch gecontroleerd. De gevoeligheid bij de ontwikkeling
van natuurlijke en experimentele scrapie is voornamelijk gebonden aan polymorfismen in het schapenprion-
proteine(PrP)gen op de posities 136 (V-A), 154 (R-H) en 171 (Q-R-H). De allelen VRQ en ARQ zijn verbon-
den met een hoge gevoeligheid voor scrapie, terwijl de allelen ARR en AHQ verbonden zijn met een lage ge-
voeligheid voor scrapie. De selectie van scrapieresistente (ARR/ARR) schapen is tegenwoordig één van de
belangrijkste doelstellingen van de schapenfokorganisaties.

In verschillende EU-lidstaten raakten gedurende de laatste 2 jaar nieuwe gegevens bekend over TSE-geval-
len bij schapen met TSE-resistente genotypen, waaronder de Nor98-stam en andere atypische TSE-gevallen met
het ARR-allel. Deze bevindingen kunnen grote gevolgen hebben voor de nationale fokprogramma’s in de ver-
schillende EU-lidstaten.

Ditis de beschrijving van het tweede natuurlijk, atypisch TSE-geval bij een schaap met een scrapieresis-
tent genotype (ARR/ARQ) in Belgié. Eerder werd reeds een geval met genotype ARR/ARR gediagnosti-
ceerd. Beide dieren hadden een Nor98-like western blot patroon. Door het continu opduiken van nieuwe,
“atypische” TSE-gevallen bij schapen met scrapieresistente genotypen, komen het doel en het nut van de
gevestigde fokprogramma’s onder grote druk te staan.

ABSTRACT

Scrapie resistance and susceptibility in sheep are genetically controlled. The occurrence of natural and experi-
mental scrapie has been linked to polymorphisms of the sheep’s prion protein (PrP) gene at position 136 (V-A), 154
(R-H)and 171 (Q-R-H). The ovine alleles VRQ and ARQ seem to be related to a higher susceptibility, while the al-
leles ARR and AHQ coincide with a low susceptibility to scrapie infection. Selection of sheep with scrapie-resis-
tant genotypes (ARR/ARR) is currently one of the most important objectives of the sheep breeding associations.
During the last 2 years, however, new data has become available relating to TSE cases in TSE-resistant sheep in several
EU member states, including the Nor98 strain and other atypical TSE cases carrying the ARR allele. However, these
findings could have major implications for the national breeding programs in several EU member states.

The present paper describes the second natural atypical TSE case in a sheep with a scrapie-resistant genotype
(ARR/ARQ) detected via active surveillance in Belgium, in addition to the previously detected ARR/ARR case.
The Western Blot pattern of both sheep corresponds with that of the Nor98 strain. The continued appearance of
new “atypical” TSE cases in sheep with scrapie-resistant genotypes undermines the purpose and efficacy of the
breeding programs.



Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 2005, 74

INLEIDING

Scrapie werd voor het eerst beschreven in de 18de
eeuw (McGowan, 1922) en is de stamvorm van over-
draagbare spongiforme encefalopathieén (TSEs) of prion-
ziekten bij schapen en geiten. Daarnaast zijn er ook nog
boviene spongiforme encefalopathie (BSE) bij runde-
ren en de ziekte van Creutzfeldt-Jakob bij mensen (re-
view door Prusiner, 1997). Deze aandoeningen worden
gekenmerkt door progressieve, neurodegeneratieve ver-
anderingen in de hersenen (Jeffrey et al., 2002). De pa-
thogenese wordt ingeleid door een omzetting van het
normale proteasegevoelige prionproteine, PrPe, in een
abnormale partieel proteaseresistente isoform, PrPr,
die progressief wordt opgeslagen in het centrale zenuw-
stelsel van aangetaste dieren (Prusiner 1982; Biieler et
al. 1993).

Meerdere studies hebben aangetoond dat scrapiere-
sistentie en -gevoeligheid genetisch gecontroleerd wor-
den (Hunter, 1997; Jeftrey et al., 2002). De aminozuur-
variaties op positie 136 (valine (V) en alanine (A)), 154
(arginine (R) en histidine (H)) en 171 (glutamine (Q), ar-
ginine (R) en histidine (H)) van het schapenprionproteine
hebben invloed op de scrapiegevoeligheid van natuur-
lijke en experimentele scrapie-infecties (Belt et al.,
1995; Hunter, 1997; Jeftrey et al., 2002). Schapen met
de allelencombinaties Vi36R154Q171 en AissR154Qi71 zijn
gevoeliger voor de ontwikkeling van scrapie dan dieren
met de allelencombinaties AissRis«Ri71 en A]36H154Q]7]
(Hunter, 1997; EFSA, 2003; Madec et al., 2004). Hierd-
oor is de selectie van scrapieresistente (ARR/ARR)
schapen tegenwoordig één van de belangrijkste doel-
stellingen van de schapenfokorganisaties (Peelman en
Van Poucke, 2003).

Gedurende de laatste 2 jaar werden er echter nieuwe
gegevens gepubliceerd over TSE bij schapen met
TSE-resistente genotypen zoals twee gevallen van
natuurlijke TSE bij ARR/ARR-schapen in Duitsland
(Bushmann et al., 2004b), de geslaagde experimentele
transmissie van BSE bij ARR/ARR-schapen met een
hoge infectiedosis intracerebraal (Houston et al., 2003)
en positieve gevallen van TSE bij scrapieresistente
schapen in het Verenigd Koninkrijk (EFSA, 2003),
die echter niet bevestigd konden worden met de toen-
malige klassieke confirmatietesten. Andere recent
gepubliceerde studies, (Buschmann et al., 2004a,
2004b; Madec et al., 2004; Orge et al., 2004) beschrijven
enkele TSE-positieve schapen in Duitsland, Frank-
rijk en Portugal die drager waren van het ARR-allel,
waaronder een ARR/ARR-schaap in Portugal. Ook
bij de Nor98-scrapiestam werden reeds scrapiepositie-
ve schapen met AHQ- en ARR-allelen beschreven
(Benestad et al., 2003; Moum et al., 2004).

447

Bij het ontwikkelen van scrapieresistentiefokpro-
gramma’s werd ervan uitgegaan dat schapen met het
ARR- of ARH-allel ofwel geen scrapie zouden ont-
wikkelen gedurende hun leven, ofwel dat ze de aan-
doening pas zouden ontwikkelen na 70 maanden
(Andréoletti et al., 2000; van Keulen et al., 1996).
Deze bevindingen steunen op de veronderstelling dat
scrapiegeinfecteerde schapen met genetisch scrapie-
resistente genotypen als gezonde dragers of als slechts
licht aangetaste dieren in de populatie kunnen fungeren
en die besmetten. De mogelijkheid van een dragerstatus
werd reeds verondersteld in bepaalde knaagdier-
modellen (Race et al., 2001).

Deze bevindingen kunnen grote gevolgen hebben
voor de nationale fokprogramma’s in verschillende
EU-lidstaten. De fokprogramma’s hebben tot doel scra-
pie te eradiceren en het risico op blootstelling van de
consument aan TSE te reduceren door de selectie van
scrapieresistente genotypen in de nationale kudden.

Ditis een beschrijving van het tweede natuurlijk, aty-
pisch TSE-geval bij een schaap met een resistent geno-
type in Belgi€; het eerste beschreven TSE-geval was
eveneens atypisch en kwam voor bij een ARR/ARR-
schaap (De Bosschere et al., in druk).

CASUISTIEK

De Bio-Rad TSE-snelle test (Nazareth, Belgium) op
de hersenstam (obex was niet herkenbaar) (Jacobs ez al.,
2004) van een 10 jaar oude “fallen stock”(= gestorven
dier, niet geschikt voor consumptie en verwerkt in vilbe-
luik) ooi (kruising Suffolk-Heidschnucke) gaf meer-
maals een positief resultaat : 0,902 — 0,886 — 0,878 —
1,092 (athankelijk van het staal). Over de voorgeschie-
denis van dit dier of het bedrijf was niets bekend. Toe-
vallig was er ook een klein stukje cerebellum aanwezig
in het staal. Een objectieve, histopathologische beoor-
deling van de hersenstam en kleine hersenen was onmo-
gelijk, enerzijds door postmortale vacuolisatie en ander-
zijds door de afwezigheid van de specificke “target
areas” van TSE (t.t.z. obexregio). De western blot (= de-
tection of PrP*protein via electrophoretic migration and
immunoblotting) (Bio-Rad WB Small Ruminants —
sheep and goat, Nazareth, Belgium) was positief. Het
bandenpatroon van dit geval (Atyp TSE 2) kwam over-
een met dat van de Nor98-stam (Figuur 1), gekenmerkt
door een 4% band ter hoogte van 12-14 kDaen is duide-
lijk verschillend van het bandenpatroon van klassieke
scrapie (met slechts 3 banden). De SAF-test (= het
aantonen van “Scrapie Associated Fibrils” via elek-
tronenmicroscopie) was negatief. Immunohistoche-
mie (IHC) op de hersenstam (Figuur 2) en de kleine
hersenen met de polyklonale antistof R524-7 (ID
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Figuur 1. Western blot patronen van een typische
scrapie (lijn 2), gekenmerkt door 3 banden (1-2-3) en
een Nor98 (lijn 4), gekenmerkt door 4 banden (1-2-3-4)
als referentiepatroon vergeleken met Atyp. TSE 1
(lijn 8) en Atyp TSE 2 (het beschreven geval - lijn 6).
Bemerk de gelijkenissen van het bandenpatroon van
beide TSE gevallen (blauwe ovalen) met het Nor98
bandenpatroon.
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Figuur 2. Immunohistochemie van de hersenstam met
de monoklonale antistof 2G11 (Institut Pourquier,
Montpellier, Frankrijk). Bemerk de bruine neerslag
(= PrP* => positieve reactie).

DLO, Lelystad, Nederland) en de monoklonale anti-
stof2G11 (Institut Pourquier, Montpellier, Frankrijk)
toonden een matige tot sterke bruine neerslag respec-
tievelijk ter hoogte van de hersenstam en de kleine
hersenen (coupes met de antistof 2G11 reageerden
iets sterker dan deze met antistof R524-7). Daarente-
gen kleurden coupes van de hersenstam negatief en
coupes van de kleine hersenen lichtjes positief met de
monoklonale antistof 12F10 (SPI BIO, Massy Cedex,
Frankrijk). IHC van het lymfoid weefsel (milt, tonsil-
len en mandibulaire lymfeknopen) waren negatief.
Het genotype van het schaap was ARR/ARQ (her-
haaldelijk geanalyseerd met “denaturizing gradient
gel electrophoresis” (Bossers et al., 1996) en RT-PCR
(Renard et al., accepted) op het hersenweefsel en
bloed voorde codons 136, 154en 171. De analyse van
een bijkomend codon, namelijk 141, dat geassocieerd
wordt met polymorfisme bij de Nor98-gevallen, gaf
Leucine/Leucine. De rest van de kudde (n= 3) werd
opgeruimd en gescreend voor TSE. De Bio-Rad TSE-
snelle test van de 3 schapen was negatief. De histopa-
thologie van de hersenen (obex, pons, middenhersenen,
cerebrum en cerebellum) was negatief, alsook IHC
van de obex, tonsillen en mandibulaire lymfeknopen
van de drie andere schapen. De genotypen waren
tweemaal ARQ/AHQ en eenmaal ARR/ ARQ.

DISCUSSIE

De fokprogramma’s die momenteel gevolgd wor-
den, steunen op het feit dat schapen met scrapieresis-

tente genotypen resistent zijn tegen scrapie-infectie,
maar deze veronderstelling gaat niet meer op met de
recente bevindingen in Europa (Anonymous, 2004;
Buschmann et al., 2004a, 2004b; Orge et al., 2004;
Moum et al., 2004) (EFSA, 2003; Baylis en Mclntyre,
2004) (Tabel 1). De geslaagde experimentele trans-
missie van BSE na intracerebrale inoculatie bij ARR/
ARR-schapen toont aan datdeze dieren geen absolute
resistentie tegen TSE-besmetting vertonen. Er is ech-
ter nog geen abnormaal PrP gedetecteerd in het lym-
foid weefsel van een ARR/ARR-schaap. Dit kan een
indicatie zijn dat deze schapen waarschijnlijk geen
excretie van infectieus materiaal vertonen (Busch-
mann et al., 2004b; EFSA, 2003), hetgeen het risico
op horizontale scrapietransmissie binnen een kudde
sterk reduceert (Buschmann et al., 2004b). Dit gege-
ven kan verklaren dat in deze studies steeds slechts 1
positiefdier werd gevonden in een positieve haard. Er
werd aangenomen dat schapen met het ARR- of
ARH-allel ofwel geen scrapie ontwikkelen, ofwel pas
op hoge leeftijd scrapie ontwikkelen (Andréoletti et
al.,2000 ; van Keulen et al., 1996). Het schaap dat in
deze studie beschreven werd, was 10 jaar oud, terwijl
klassieke scrapie reeds op veel jongere leeftijd op-
treedt. Daarentegen wordt de Nor98-stam vaak be-
schreven bij oudere dieren (Benestad et al., 2003).
Het is echter niet geweten waaraan het dier gestorven
is (“fallen stock™), evenmin of het symptomen ver-
toonde (bijvoorbeeld ataxie).

Buschman et al. (2004a) suggereren dat er tegen-
woordig tenminste drie verschillende scrapiefenotypen
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Tabel 1. Totaal aantal atypische gevallen in verschillende Europese lidstaten met bemerkingen betreffende Nor98 - en

ARR-homozygote gevallen.

EU-lidstaat

Aantal atypische gevallen

Opmerking bij de gevallen

Frankrijk 47 5 ARR/ARR

Verenigd Koninkrijk 87 14 ARR/ARR

Duitsland 42 50% TSE-gevallen
4 ARR/ARR

Portugal 25 Alle Nor98-like
4ARR/ARR

Zweden 6 Alle Nor98-like

Ierland 4 Alle Nor98-like
3 met klinische symptomen)

Belgié 3 3 Nor98-like
(1 ARR/ARR, 1 ARR/ARQ en 1
ARQ/ARQ)

Noorwegen 28 > 90%: Nor98
1 ARR/ARR

Tabel 2. Polymorfismen van codon 141 bij de Belgische Nor98 gevallen.
Genotype van codon 136, 154 en 171 Genotype van codon 141 Referentie

ARQ/ARQ
ARR/ARR
ARR/ARQ

Fenylalanine / Leucine
Leucine / Leucine
Leucine / Leucine

De Bosschere et al., 2004
De Bosschere et al., in druk
Het beschreven geval

bestaan binnen de Europese schapenpopulatie, dit wil
zeggen “typische of klassieke™ scrapie en twee atypische
fenotypen (namelijk de Nor98stam en enkele scrapiege-
vallen met meer scrapieresistente genotypen).

Het is zeer belangrijk dat de aanwezigheid van TSE
bij schapen met TSE-resistente genotypen onder na-
tuurlijke omstandigheden ge€valueerd wordt door ac-
tieve opsporing en genotypering binnen de EU-popula-
ties. Een constante toename van genetische resistentie
tegen TSE's kan de incidentie van de klinische zieke
TSE-gevallen doen afnemen, maar deze TSE-resistente
dieren kunnen TSE-dragers blijven (subklinische ge-

vallen), de ziekte overdragen zonder symptomen te ont-
wikkelen of gevoelig zijn voor nieuwe, nog onbekende
TSE-stammen (EFSA, 2003; Baylis en Mclntyre,
2004). Doordat het ARR-haplotype binnen de Europese
schapenpopulaties sterk aan het toenemen is, bestaat het
gevaar dat de epidemiologie van een stam met een tro-
pisme voor ARR-haplotypen erger is dan hetgeen erva-
ren werd in het verleden (Baylis en Mclntyre, 2004).
Als transmissiestudies aantonen dat de PrP-deposi-
ties in die gevallen inderdaad infectieus zijn —in som-
mige preliminaire studies werd aangetoond dat dit zo
is- en dat het mogelijk is dat deze infecties zich hori-
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zontaal kunnen verspreiden onder natuurlijke om-
standigheden, dan worden de schapengenotypering
op grote schaal en de scrapieresistente fokprogram ma’s,
die werden geintroduceerd in verschillende EU-lid-
staten gedurende de laatste 5 jaar, door deze bevin-
dingen in vraag gesteld (Baylis en Mclntyre, 2004;
Buschmann et al., 2004b). Een grondige herevaluatie
van deze surveillanceprogramma’s is nodig, als enkel
obex of hersenstam wordt aanbevolen in de huidige
actieve epidemiesurveillanceprogramma’s, aangezien
schapen met atypische TSE- of met meer TSE-resis-
tente genotypen vroeger mogelijk niet gediagnosti-
ceerd werden. Van deze atypische TSE-gevallen is
geweten dat ze een duidelijkere histopathologie en
IHC-reactie vertonen in andere regio’s van de hersenen
dan de obex (bijvoorbeeld in de kleine hersenen)
(Buschmann et al., 2004b), zoals bijvoorbeeld bij de
Nor98-stam (Benestad et al., 2003). In ons geval was
de IHC-kleuring van de hersenstam lichter dan deze
van de kleine hersenen met de oviene 2G11 en de po-
lyklonale R524-7 antistof, zoals beschreven bij de
Nor98 (Benestad et al., 2003). Buschmann et al.
(2004a) beschreven ook dat deze atypische TSE-ge-
vallen die met de huidige, EU-erkende snelle testen
gedetecteerd worden, aanleiding kunnen geven tot
valsnegatieve resultaten, en dat de actuele cijfers van
atypische TSE-gevallen en de prevalentie ervan on-
derschat worden.

Nor98-gevallen kunnen nog verder gekarakteri-
seerd worden aan de hand van polymorfismen ter
hoogte van codon 141 (Leucine/Fenylalanine) met
een voorlopig nog onbekende significantie ten op-
zichte van scrapie (Moum et al., 2005) (Tabel 2).

Meer en meer worden TSE-gevallen beschreven bij
schapen met scrapieresistente genotypen in meerdere
EU-lidstaten. Voor Belgié is dit reeds het tweede aty-
pisch TSE-geval bij schapen met een scrapieresistent
genotype. Het eerste geval was een ARR-homozy-
goot dier (De Bosschere et al., in druk). Beide dieren
vertoonden een Nor98-like western blot patroon.
Daarnaast werd er in Belgié€ al eerder een Nor98-ge-
val (De Bosschere et al., 2004) beschreven.
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Uit het verleden

OPIUM VOOR HET (WERK)VOLK
Een veterinaire farmacoloog gaat zijn boekje te buiten

Destijds werd er in de geneeskunde en blijkbaar ook in de diergeneeskunde nogal losjes omgesprongen met
opiumderivaten. Zo bestond er een Paregorisch Elixir (paregoricus: verlichtend) op basis van 60% alcohol dat
naast kamfer, benzoézuur en anijsessence ook 0,5% opiumtinctuur bevatte.

In een Frans farmacologisch werk (P. Cagny. Précis de Thérapeutique Vétérinaire, Parijs 1892, p. 172) lezen
we dat het een goed preparaat was, veel gebruikt in Engeland en aan te bevelen in de diergeneeskunde. Het was
een kalmerend expectorans waarvan de werkzaamheid en de snelle werking erg geapprecieerd werden. Dr. Cag-
ny raadde hetaan tijdens de oogst bij werklieden die vooral in grote hitte dikwijls te kampen hadden met intestina-
le problemen. “En”, voegt de auteur eraan toe, “zonder mij op het humane terrein te willen begeven, meen ik toch
te mogen zeggen dat het elixir succesvol was op de hoeven waar het op mijn aanbeveling gebruikt werd”.

Wie ooit de eindeloze korenvelden in Noord-Frankrijk gezien heeft, die destijds helemaal met de zeis moesten
gemaaid worden, zal er geen seconde aan twijfelen.

L. Devriese




