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INTRODUCCION

Las encefalopatias espongiformes trasmisibles afectan tanto a la especie humana
como a los animales, y se caracterizan por un largo periodo de incubacién y lesiones
neurodegenerativas que conducen a la muerte del individuo. En total, se han descrito
dieciséis enfermedades diferentes incluidas en el grupo de las Encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET): nueve que afectan a los seres humanos y siete a los
animales, todos ellos mamiferos. En el caso de las enfermedades animales, las EET mas
importantes son el scrapie en ovinos y caprinos, la encefalopatia espongiforme bovina (EEB)
en el ganado bovino y la enfermedad crénica caquectizante (ECC) en ciervos.

La deteccion de los primeros casos de la EEB en el Reino Unido (Wells et al., 1987)
y posteriormente en el resto de la UE, asi como la asociaciéon de esta enfermedad con la
VvECJ (Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997) ha dado lugar a que, durante los ultimos afios, se
hayan adoptado numerosas medidas legislativas dirigidas a erradicar la EEB y evitar su
transmision a otras especies animales y al hombre. En el caso del scrapie, no hay
evidencias de que suponga un riesgo para la salud humana (Detwiler y Baylis, 2003). Sin
embargo, se ha demostrado que la especie caprina también puede verse afectada por la
EEB de forma natural (Eloit et al., 2005), y también la transmision experimental por via oral
del agente de la EEB al ovino y caprino (Foster et al., 1993) lo que pone de manifiesto
nuestro principal objetivo, la importancia y la necesidad de nuevos estudios para determinar
y valorar el riesgo para la salud publica que suponen los productos de origen caprino
afectados de EEB.

La distribucion en el sistema nervioso central (SNC) y en el sistema linforreticular
(SLR) del agente de la EEB en la oveja (Foster et al., 1996), junto con la dificultad de
distinguir clinica o anatomopatolégicamente entre el scrapie y la EEB en esta especie
(EFSA, 2000), constituye un riesgo adicional de la introduccién del agente causal de la EEB
en la cadena alimentaria. En cuanto a la distribucién periférica del agente de la EEB en el
ganado caprino, no esta todavia estudiada, sin embargo si se ha conseguido encontrar
infectividad en el musculo psoas mayor tras bioensayo en ratones (Aguilar-Calvo et al.,
2015).

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se han utilizado ratones de la linea transgénica humana Tg340,
que expresan 4 veces la PrP® humana y son metionina para el codén 129. Se han inoculado
6 animales por jaula y una jaula por inéculo.

Para los inéculos se utilizaron muestras de tejidos de cabras infectadas con EEB
bovina y con EEB caprina. Ademas, cada cabra portaba un genotipo en el codén 222: un
animal homocigoto Glutamina/Glutamina (Q222Q), un heterocigoto Glutamina/Lisina
(Q222K) y un homocigoto Lisina/Lisina (K222K) inoculados con EEB caprina de segundo
pase en cabra; y un animal homocigoto Glutamina/Glutamina y un Lisina/Lisina inoculados
con EEB bovina. Los tejidos elegidos inicialmente fueron ébex, musculo semitendinoso y
musculo triceps braquial, para posteriormente continuar con higado y fluidos tales como
sangre entera, células blancas, suero de leche y células de la leche.

Para la elaboracion de los in6culos se utilizaron muestras de los distintos tejidos
almacenadas a -80°C. De cada muestra se utilizaron 0,5 mg de tejido que se
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homogeneizaron en 5 ml de suero fisiologico. EI homogenizado se filtré6 mediante una gasa
estéril y se afiadieron 2,5 yl de antibidtico. Los indculos se sembraron en placas de Petri
agar sangre y se incubaron a 37 °C durante 48 horas, para comprobar su esterilidad.

Los animales se anestesiaron con isofluorano y se inocularon intracerebralmente con
20 pl de homogenizado y después se administré a cada raton una dosis de analgésico (0,3
mg por kg de buprenorfina diluida en suero fisiolégico). Si los signos clinicos no son
evidentes, los ratones son sacrificados en torno a los 800 dias post-inoculacién.

Para valorar la infectividad de los tejidos inoculados en ratones se procedi6 a la
realizacion de técnicas inmunohistoquimicas y de glicosilacion.

Este estudio se realiz6 de acuerdo con la politica de Proteccion Animal espafiola
comprendida en el Real Decreto 53/2013, que cumple con la directiva europea 2010/63/UE
sobre la proteccién de los animales utilizados para fines cientificos y experimentales. El
protocolo experimental se ha aprobado por la Comision Etica Asesora para la
Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza, permiso P116/16.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron la presencia de sintomas como delgadez, ataxia o lordosis en los
ratones inoculados con encéfalo de cabra en torno a los 750 dias post-inoculacién. Padilla et
al.,(2011) al inocular lineas de ratones humanas, entre ellas la linea tg340, con diferentes
cepas de EEB (bovina, ovina, caprina), observaron clinica en los ratones inoculados con
encéfalo de cabra afectada de EEB en torno a los 700 dias post-inoculacién. Hay que tener
en cuenta que nuestros ratones fueron inoculados con muestras de musculo que contenian
bajas cantidades del prion e incluso muestras que se con3|deraron negativas mediante las
técnicas convencionales de diagndstico. La deteccion de PrP5¢ en las muestras recogidas
de los ratones inoculados supondria un resultado de gran impacto a nivel internacional ya
que implicarl'a un control mas exhaustivo en la cadena alimentaria de los productos de
origen caprino como la leche, la carne y sus subproductos. Medlante la técnica de
inmunohistoquimica se observo la presencia de acimulos de PrP*¢ con diferentes patrones
y mediante la técnica de Western Blot se valoraron el perfil de glicosilacion de las muestras
obtenidas observandose patrones de glicosilacion compatibles con la EEB.

Espafia tiene la segunda poblacion de caprino mas importante de la Unién Europea,
y es la tercera mas grande en produccion de leche, de ahi que sea de gran interés el control
y erradicacion de enfermedades como las EETs cuya repercusion econdmica (sacrificios
selectivos o completos, indemnizaciones) resulta considerable en los presupuestos
destinados a la sanidad animal. Los planes de vigilancia y erradicacién del scrapie ovino se
basan en la estrategia de sacrificio selectivo o completo de los rebafios afectados y la
seleccion genética de los animales resistentes; sin embargo, en la especie caprina no existe
este sistema de seleccion genética que seria fundamental en la aplicacion de planes de
prevencion y erradicacion. Con los resultados obtenidos se pretende contribuir a la
generacion de conocimiento, promoviendo su difusién y explotaciéon por el conjunto de la
sociedad. El impacto cientifico potencial que se pretende se basa en:
a) Impacto estratégico: definicién del riesgo de la exposicion del hombre a productos
caprinos contaminados con EEB (leche y carne y sus subproductos).
b) Multidisciplinaridad. Mediante estudios de bioensayo, genética, biologia molecular,
bioquimica y patologia.
c) Impacto social y econémico. En funciéon de los resultados obtenidos la consecuencia
inmediata a nivel nacional e internacional es una redefinicién de los materiales especificos
de riesgo en los mataderos de pequefos rumiantes. Los resultados obtenidos serian
perfectamente transferibles a la empresa, que podria, generar kits de diagndstico rapido
para detectar la enfermedad en los nuevos materiales especificos de riesgo, y también kits
rapidos de genotipado para detectar a los animales resistentes serian utilizados como
futuros reproductores.
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STUDY OF THE INFECTION OF TISSUES AND FLUIDS OF RESISTANT GOATS,
INTRACEREBRAL INOCULATION WITH SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY BOVINE
OF CAPRINE AND BOVINE ORIGIN

ABSTRACT: Transmissible spongiform encephalopathies(TSE) are characterized by a long
incubation period and neurodegenerative lesions that lead to the death of the individual.
TSEs became more important after the association of BSE, in 1996, with the appearance of
a variant of Creutzfeldt - Jakob disease (vCJD) in humans. This supposed a great crisis in
Europe and, since that moment, the investigation in this area has been improving and trying
to clarify the possible origin of the disease. Although, it has been shown that the goat species
could also be affected by BSE in a natural way, which shows the importance of new studies
to determine the risk to public health posed by products of goat infected with BSE.

In this study the technique of bioassay in human transgenic mouse has been performed to
assess the risk that supposed to food safety tissues of goat origin infected with BSE.

Keywords: Prion, BSE, goat, mice.
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