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RESUMEN

Para detectarla posible presencia de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), en los estados
de Coahuila y Durango, se tomo u total de 3038 muestras de encéfalos, en un periodo de 5
meses, de bovinos en rastros municipales y plantas Tipo Inspeccion Federal (TIF), ubicados en
dichos estados, los encéfalos se enviaron al laboratorio de alta seguridad de la Comision
México-Estados Unidos para la prevencion de la fiebre aftosa y otras enfermedades exoéticas

de los animales (CPA) en la cuidad de méxico para su diagnostico.

Los resultados obtenidos fueron negativos a EEB de todos los encéfalos enviados.

Palabras clave: Deteccidn-prevencion-control de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB),
Western blot, ELISA.



INTRODUCCION

la deteccién en el afio 2000 de casos autdctonos de Encefalopatia Espongiforme Bovina
(EEB) en el ganado bovino de paises europeos considerados hasta entonces libres de la
enfermedad, avivo la inquietud acerca de la extension de la epidemia de EEB y suscito
interrogaciones sobre posibles riesgos para la salud publica. La inquietud traspasé las
fronteras de Europa, en parte a causa de la incertidumbre sobre los posibles riesgos asociados
a las importaciones anteriores a esa fecha de bovinos y productos derivados de animales

procedentes de paises afectados por la EEB.

El 21 de diciembre del 2000, la Organizacion mundial de la Salud (OMS), organiz6 una
reunion informal de representantes de la OMS, de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), Oficina Internacional de Epizootias, y doce
consultores, también estuvieron representantes de la Organizacion Mundial del Comercio
(OMC) y la Comision Europea (CE). Los participantes concluyeron que aunque no existian
hasta el momento avances notables en el conocimiento cientifico de la EEB y de la variante de
la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (VECJ), la percepcion de los problemas era mucho mas
clara. (2)

México se encuentra libre de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) y Screpie, se lleva a
cabo un programa especifico de vigilancia de neuropatias en rumiantes. Esta vigilancia
consiste, por un lado, ala recoleccion de muestras de encéfalos de bovinos, ovinos y caprinos

que muestren signos de la enfermedad nerviosa (vigilancia pasiva) (22)



3 CAPITULO 1
LAS ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES

1.1 Definicion

La Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), también Illamada “enfermedad de las vacas
locas” fue diagnosticada por primera vez en el Reino Unido en 1986 y actualmente se
encuentra distribuida en la mayor parte de los paises de Europa, ademas de lIsrael, Japon,
Canada y Estados Unidos. Es una enfermedad cronica, degenerativa y fatal, que afecta el
sistema nervioso central de los bovinos adultos y pertenece al grupo de enfermedades
denominadas Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) como el Scrapie o Prdrigo
Lumbar de los ovinos y la Enfermedad Crénica Desgastaste de los venados y renos. Se postula
que el agente causal de la EEB es el mismo que provoca el Scrapie ovino, el cual logro
adaptarse a los bovinos; sin embargo, no ha sido caracterizado completamente y se cree que es

una particula proteica infecciosa (prion) de menor tamafio que los virus. (1)

Las EETs o TSEs, tambien son conocidas como enfermedades prionicas, son una familia
extrafia, de pregreso lento, y desordenes neurodegenerativos que afectan uniformemente a
humanos y animales. Todas estas enfermedades tienen periodos de incubacion de meses o

afios entre la infeccion y la aparicion de los signos clinicos. ( 3)

La Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) es el nombre cientifico de una enfermedad que
es conocida coloquialmente como *‘enfermedad de las vacas locas™ y que fue diagnosticada

por primera vez en el Reino Unido en los afios 80.

Es una afeccion degenerativa del sistema nerviso central de los bovinos incurable, que se
caracteriza por la aparicion de sintomas nerviosos en los animales adultos, que

progresivamente, concluye con la muerte del animal.

La enfermedad estd causada por un agente transmisible no convencional que es una proteina

infecciosa denominada ""prion™".



Esta enfermedad se caracteriza por tener un periodo de incubacion prolongado en torno a los 4

0 5 afos.

Los sintomas de esta enfermedad estdn motivados por la acumulacion del prién en las células
neuronales, originando la muerte celular. Un analisis microscopico revela lesiones como

vacuolas que dan al tejido nervioso un aspecto de esponja.

La via de transmision de esta enfermedad conocida hasta la fecha es la ingestién por los
animales de alimentos contaminados con el prion. Ademas, la informacion cientifica de que se
dispone indica que existe un riesgo de transmision de la madre afectada a los terneros nacidos
deella. (4)

Encefalopatias Espongiformes Transmisibles mas importantes:

Encefalopatias espongiformes descritas en animales:

e Scrapie en ovejay cabra.

e Encefalopatia espongiforme felina.

e Encefalopatia espongiforme del vison.

e Encefalopatia espongiforme de los animales de zoo.

e Encefalopatia caquectizante consuntiva cronica del ciervo.

En el hombre se conocen cuatro tipos de encefalopatias espongiformes:

e KURU
e Enfermedad de Creutzfeld Jacob(ECJ): o polio encefalitis presenil Subaguda
e Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheniker

e Insomnio Familiar Mortal (4)



CAPITULO 2

ORIGEN DE LA ENFERMEDAD

2.1Etiologia
Clasificacion del agente causal

Agente transmisible no convencional, muy similar al que causa el prurigo lumbar de los
ovinos y caprinos. Se le atribuy6 el término hipotético de "prion” para designar una proteina
infecciosa, en la medida en que la Gnica macromolécula detectable vinculada a la
infecciosidad es una isoforma parcialmente resistente a la proteasa de una proteina normal del
huésped, PrP.( 5) En otras palabras: Su causa parece ser una proteina infecciosa a la que se
ha llamado “Prion”. Se trata de una particula aln mas pequefia que un virus, un agente
infectante no habitual y se asemeja al agente responsable de una enfermedad que afecta a las
cabras y ovejas: el “scrapie” o prurigo lumbar. Este “pridn” es muy resistente a los medios
habituales de desinfeccion.

Las vacas se contagiarian al comer piensos elaborados con restos de otros animales. No se ha

comprobado el contagio de las vacas enfermas a sus crias ni a otras vacas.( 6 )

2.2 Prion: Agente causal de la enfermedad

e EEB=>Glicoproteina PrPSc

e Cuenta con una estructura primaria idéntica a la PrPC , con la misma secuencia de
aminodcidos, pero con diferente conformacion.

e Esinsoluble y resistente a proteasas.

¢ No se le ha detectado la presencia de &cidos nucleicos a pesar de que es capaz de
replicarse

e Promueve la conversién de la PrPC mediante un proceso autocatalitico.



e Laconversion se da en las neuronas provocando dafio al tejido nervioso.

e Se acumulan de forma progresiva en el SNC formando estructuras amiloides lo que
causa disfuncion neuroldgica y la muerte

e Es resistente a tratamientos fisicos (calor, luz ultravioleta y radiacion ionizante).

e Esestable en un amplia gama de pH

e Sobrevive en tejidos cadavéricos.

NORMAL INFECTIVA

Figura 1. Estructura tridimensional de proteina pridnica.

Los priones estan compuestos principalmente o en su totalidad por una isoforma anormal de
una proteina celular normal. Esta proteina pridnica celular o PrPc [41] est4 presente en
distintos tejidos, como las fibras musculares, los linfocitos, pero particularmente es abundante
en el tejido nervioso. En los sujetos enfermos se observa la presencia de una isoforma
anormal, llamada "scrapie prion protein™ (PrPSc) o "BSE prion protein™ (PrPBSE), segln sea
el caso. Esta proteina anormal proviene de la modificacion de la proteina normal o PrPc. Las
dos proteinas, la isoforma aberrante y la normal, difieren en su estructura espacial, pero
también en su distinta resistencia al ataque por las enzimas digestivas; mientras la PrPc es

digerida, la PrPsc/PrPBSE no se ve afectada por los jugos digestivos.



De acuerdo con la hipotesis del prion, una infeccion comienza con la ingestion o la
inoculacion de la isoforma aberrante, PrP*, la cual promueve la conversion de la proteina
normal, PrPc, en proteina anormal. PrPsc. La recién formada proteina anormal produce la
conversién de mas proteina normal, en la isoforma aberrante, disparando una reaccion en

cadena con acumulacion de PrPsc (Fig. 2).(10)

e PrP no plegada
Pre B-PrP
B
<>
D c
Iniciacion

Propagacion
irreversible

“semilla"PrP*

PrP*

(Fig. 2)- Mecanismo posible de propagacion prionica. Las isoformas celulares alfa- helice
de la proteina pridnica (PrP°) pasan a través de un estado “no plegado” (A) a otro en el que se
repliegan en forma beta -plegada, beta-PrP (B). Esta isoforma beta- PrP tiende a la agregacion
en concentraciones salinas fisiologicas. La replicacion prionica puede requerir un tamafio
critico de esta isoforma aberrante que actué como semilla para la agregacion de mas

mondmeros de beta-PrP o de PrP no plegada, proceso que tiene lugar de manera irreversible.
2.3 Diseminacion Proteica

Para que la infeccidn prospere es necesaria la concatenacion de eventos muy concretos y el
paso clave es que los priones lleguen a atravesar la barrera hematoencefalica. El proceso se
inicia con la replicacion del prion infectivo en el sistema linforeticular, sobre todo en las
células germinales linfoideas alfa: linfocitos B y las Follicular Dendritic Cells (FDCs)
La primera hipdtesis surgida hacia el afio 1999 relaciond la infectividad de los priones en el

cerebro con la presencia de algin cofactor neurotoxico o catalitico producido en los



linfocitos B. Esta teoria posteriormente fue desestimada pero el modelo experimental
utilizado (ratones deficientes en células B) se considerd adecuado para conocer el papel de

los érganos linfoides y el de células inmunoldgicas del cerebro en casos de neurotoxicidad.

En el afio 2000 se demostrd en ratones infectados que los priones se encontraban en los
linfocitos T y B esplénicos y en las FDCs. La formacion y mantenimiento de las FDCs
maduras requiere la presencia de linfocitos B que expresen linfotoxina-b (LT-b). Después
de inocular priones intraperitoneales a ratones y su posterior tratamiento con el receptor
soluble LTR-b desaparecen los FDCs maduros del bazo, hay una abolicion en la
acumulacion de priones y un retraso de invasion neuronal. Asi queda demostrado que los
FDCs son el principal lugar de replicacion de los priones en el bazo y en otros 6rganos
linfoides. (10)

Castrolntestinal tract ﬂ
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Microglial activation
Synaptic damage
Meouronal apoptosic

Amyloid deposition

Peripheral
nErvaus fystem
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(Fig. 3) Esquema de la diseminacion proteica



El prion es pues una forma alterada de una proteina celular normal que ha podido perder su
funcion pero que ha adquirido la capacidad de transformar la forma normal en patoldgica. La

patologia se manifiesta probablemente por la acumulacion de la proteina anormal.(11)



CAPITULO 3

CAUSAS QUE PROVOCAN LA TRANSMISION DE ENCEFALOPATIA
ESPONGIFORME BOVINA

3.1 Factores predisponentes

En 1987 Wells y cols describieron cambios espongiformes en el cerebro de una vaca afectada
de EEB" EIl origen de la epidemia de EEB podria estar relacionado con un cambio en el
proceso de explotacion ganadera en 1981, de forma que los priones de EEB no fueron
completamente inactivados antes de alimentar a las vacas con carne y huesos procedentes de

otras vacas infectadas. ( 12)

Los cientificos piensan que la enfermedad se transmite entre los bovinos por alimentacién con
desechos animales procesados de bovinos u ovinos infectados. El prion es resistente a los
procedimientos comerciales de desactivacion tales como el tratamiento térmico, o sea que no
puede ser destruido completamente durante el procesado. La incidencia de la EEB es mucho
mayor en el ganado lechero que en el de carne, ya que el ganado lechero recibe mas raciones

concentradas que pueden contener harina de carne y huesos. ( 13)

En 1982, la poblacion de ganado ovino en Gran Bretafia, se incremento en un 16%, por lo que
aumento el numero de rebafios infectados con Scrapie, por lo tanto, el numero de ovejas
(probablemente afectadas con Scrapie), incluidas en la elaboracién de harinas de carne y hueso

aumento.( 14 )
Por otra parte, en Gran Bretafia en 1980, por diversos motivos, se suspendio el tratamiento de

extraccion de gasas con solventes hidricarbonados (hexano) en la elaboracion de harinas de

carne y hueso, se cambio el proceso utilizando sistemas de baja temperatura ( 15)
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3.2 Transmision

El porque se desarrolla la epidemia de la EE sigue siendo una incognita en la actualidad.
Algunas teorias sefialan que se trata de una adaptacion del agente infeccioso del scrapie del
ganado ovino al vacuno, y estan soportadas porque a partir del laboratorio se ha comprobado
que grandes dosis de priones inoculados a ratones pueden producir la misma enfermedad. Esta
teoria supone aceptar que la proteina sufre modificaciones y traspasa las barreras
interespecificas. Ello justificaria una posible transmision al hombre. En los afios 80 se
realizaron cambios en los sistemas de tratamiento de harinas de origen animal que ayuda a

corroboras esta hipatesis.

Sin embargo, las altas dosis de priones que se necesitan para reproducir experimentalmente la
enfermedad no son las que de forma natural consumirian los animales o personas, es por ello
por lo que otras teorias mas tradicionales suponen la existencia de agente infeccioso
propiamente bovino, con origen en una enfermedad rara y esporadica que seria identificado

bajo una forma epidemiologica.

La EEB tiene un relativamente un alto rango de hospedadores, asi de forma natural se ha
comprobado que es trasmisible al gato comun, y animales de zoo tales como felidos y diversos
antilopes. La caracterizacion del agente infeccioso se realizé inoculando fragmentos de tejido
nervioso de estos animales a ratones, lo que mostraba resultados similares a los obtenidos a
partir de la inoculacion de muestras de bovinos con EEB. Estos resultados sugieren que la ruta
mas probable de infeccion en estos animales seria la oral, por consumo de harinas o piensos

realizados con bovinos infectados.

De forma experimental se ha visto que se trasmite a animales domésticos y a animales de

laboratorio.

La trasmision horizontal de bovinos o vertical no ha podido ser demostrado hasta el momento

puesto que los resultados no han sido concluyentes.( 16 )
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3.3 Huésped

En condiciones naturales, la EEB afecta a todas las razas de bovinos lecheros y productores de
carne, aungue se presenta con mayor frecuencia en ganado productor de leche, debido a las
practicas de alimentacion con concentrados elaborados a base de restos de rumiantes
infectados con Screpie, situacion que es menos frecuente en los bovinos productores de carne(
17)

3.4 Cuadro clinico

3.4.1 Incubacion

El periodo de incubacion es de 3 a 5 afios. En condiciones experimentales, la inoculacion de
bovidos de 5 meses de edad permite observar los primeros sintomas después de un periodo de
37 semanas ( sintomas nerviosos confirmados a las 50 semanas ), contrastan con el periodo de

incubacion sefialado en la enfermedad natural.

3.4.2 Signos clinicos

Dado que entre el momento de la infeccion de un animal con el prion y la aparicion de los
signos clinicos normalmente transcurren en promedio entre cuatro y cinco afios, los signos
clinicos de EEB se detectan en animales adultos. Los sintomas pueden durar por un periodo de
dos a seis meses hasta la muerte del animal. Los animales con EEB pueden presentar algunos

de los siguientes sintomas:

Comportamiento

Nerviosismo, miedo, cambio de comportamiento hacia la gente conocida, incremento en el

lamido de nariz y sacudido de cabeza, patadas, alteracion del estado social en el hato.

12



Movimiento anormal

Postura anormal de cabeza, dificultad para levantarse, ataxia, debilidad, actividad muscular
espontéanea.

Es resistente a tratamientos fisicos (calor, luz ultravioleta y radiacion ionizante).

Es estable en un amplia gama de pH

Sobrevive en tejidos cadavéricos.

Incremento en la respuesta a estimulos
Hipersensibilidad al sonido, luz, tacto, especialmente de la cabeza y cuello. EI animal patea al

ser tocado en las extremidades.

Signos no neurologicos
Perdida de peso, reduccion de la produccion lactea, reduccion de contracciones ruminales,

bradicardia

Presentacion de signos clinicos
e 1/3 presenta signos tipicos.
e 1/3 presenta signos tipicos moderados.
e 1/3 no presenta signos tipicos de EEB, pero puede presentar otros no neurolégicos tales
como:
e reduccion de la produccidn lactea y pérdida de peso
e cojeras
e mastitis

e postracion

3.5 Lesiones

Lesiones microscdpicas: el examen histopatoldgico del SNC ocupa un lugar preponderante

en el diagndstico de la EEB.

13



El grupo de las encefalopatias espongiformes trasmisibles, entre las que se encuentra la EEB
se caracteriza por bastante homogeneidad en las lesiones. Estan dominadas por un elemento
constante: degeneracion vacuolar de las neuronas. Otro tipo de lesiones varian en funcion de

una u otra enfermedad.

El diagnostico se realiza a partir de la observacion de las lesiones, mediante la tincion de

rutina de la hematoxilina- eosina, en determinados niicleos nerviosos.

Vacuolozacion del neuropil: igualmente denominada espongiosis, es una lesion caracterizada
por la presencia de vacuolas, muchas veces mdltiples, circulares, de contorno regulares,

localizadas en el neuropil.

Cuando la vacualizacion es muy marcada , el territorio lesionado toma realmente un aspecto

€spon;joso.

La vacualizacion del neuropil, muy rara en ovinos con scrapie, es una lesion constante en el

ganado vacuno con EEB.
Otras lesiones:

o lesiones neuronales, algunas lesiones presentan imagenes de necrosis neuronal

solitaria.

e Lesiones de la glia: gliosis (proliferacion de células gliales), puede acompafiar las

lesiones degenerativas de las neuronas.

o Placas de amiloide: en las encefalopatias espongiformes humanas, sobre todo en la
nueva variante de la ECJ, en el KURU vy en la enfermedad de Gerstmann- Stradssler-
Scheincker, se observa mediante examen histologico del encéfalo, placa de

caracteristicas tintoriales, inmuno histoquimicas y ultraestructurales de amiloide.

Es de destacar que las encefalopatias espongiformes no se acompafian de lesiones

inflamatorias: no aparece encefalitis. ( 18)

14



3.5.1 Topografia de las lesiones de EEB

Las lesiones de las EE estan limitadas a la sustancia gris del SNC. Su localizacion anatomica
concierne esencialmente a nucleos del tronco del encéfalo, también se puede hallar en la

sustancia gris de la médula espinal, corteza cerebral o cerebelo.

En el bovino, las lesiones se localizan principalmente en el tronco del encéfalo,
particularmente en la protuberancia anular y bulbo raquideo. También puede afectar

anteriormente al mesencefalo, y posteriormente a la médula espinal.
Sus localizaciones esenciales son:

o En el mesencefalo: el colliculus anterior, la sustancia gris central, la formacion

reticular, la sustancia negra y el nucleo rojo.

« En el puente de metencefalo: el nacleo vestibular superior, lateral y media, el tracto del

nervio trigémino, el nicleo del nervio facial y la formacion reticular.

« Enel bulbo: el nucleo del tracto solitario, el nucleo dorsal del nervio vago, el tracto del

nervio trigenio, la formacion reticular y el ndcleo de la oliva.
e Enlamedula espinal: las astas dorsal y ventral.

En la mayor parte de los casos las lesiones son simétricas, contrariamente a lo que ocurre en

scrapie del ovino en el que las lesiones son generalmente asimétricas.

No parece existir correlacion absoluta entre la gravedad de los sintomas y la severidad de las

lesiones.

Lesiones especificas: las lesiones histologicas de la EEB pueden ser consideradas como muy

especificas, con dos restricciones muy importantes:

- la principal es la autolisis, que en el tejido nervioso se acompafia de formacion de vacuolas

como artefactos. Estas vacuolas tienen contornos irregulares , que pueden identificarse

15



relativamente facil, pero el problema radica en que puede enmascarar las verdaderas lesiones

de la EEB, sobre todo si son discretas y estan confinadas al neuropil.

Estos artefactos pueden verse incrementados sobre todo si el protocolo de inclusion esta mal

adaptado y las muestras permanecen demasiado tiempo en alcohol al 70% .

« lasegunda restriccion se debe a que en bdvidos normales y viejos es posible encontrar

grandes vacuolas en el pericario del nucleo rojo y nicleo oculomotor.

La finalidad del método histopatoldgico para el diagnostico de la EEB depende del respeto a

ciertas reglas simples para la toma de muestras, fijacion y tratamiento de laboratorio.

3.6 Diagnostico

La EEB debe ser confirmada por examen histologico del tejido cerebral. Los cambios
degenerativos simetricos se observan en la materia gris del tallo cerebral. Estos cambios se
caracterizan por vacuolacion o microcavitacion de las celulas nerviosas en los nucleos del tallo
cerebral. (19)

Diagnostico clinico

El diagnostico clinico con corteza es imposible. Se puede sospechar de EEB si se aprecian
afecciones nerviosas apiréticas, que evolucionan lentamente durante varias semanas, en
bovinos de mas de tres afios y asociadas a alteraciones en el comportamiento , en la

locomocidn y en la sensibilidad.

Esta sospecha se ve reforzada si el animal ha sido importado de Gran Bretafia después de 1982
0 ha consumido suplementos proteicos preparados con harinas animales importadas de Gran

Bretafia .

El diagnostico diferencial es particularmente delicado con numerosas afecciones de etiologia

metabolica (hipomagnesemia, acetonemia...), carencial ( carencia de cobre...), bacteriana (
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listeriosis, abscesos del sistema nervioso...), viral ( rabia, Aujeszky, forma nerviosa de coriza

gangrenoso...), traumatico o toxica.
Diagnostico de laboratorio

Inmunohistoquimica

Es la deteccion microscopica de PrPsc tefiido inmunologicamente. No solo detecta el PrPsc
sino que también revela su patron de distribucion topogréfica en el tejido. Resultan criticas
para la sensibilidad y especificidad del método, el protocolo de fijacion del tejido y los
procesos adicionales para desenmascarar los sitios con capacidad antigénica del PrPsc y para
eliminar el PrP normal. Estudios en ovinos con signos clinicos de scrapie y en humanos con
EETs, demostraron que la inmunohistoquimica tenia una sensibilidad mayor que la
histopatologia clésica. En ovinos infectados con scrapie se detecto claramente PrPsc en tejidos
linfoides de forma temprana en el periodo de incubacion, antes de aparecer los sintomas

clinicos. Esto podria servir también para la nueva variante del CJ en humanos. (20)

Western blot

Puede ser més sensible y tiene tal ventaja adicional de demostrar los deferentes tipos de PrPsc
en CJD. La técnica de Western blot requiere de celulas homogenizadas y no revela detalles

anaromicos. (18)

ELISA, DELFIA e inmunoensayo dependiente de la conformacion

En ELISA y DELFIA (Disociation Enhanced Lanthanide Fluoro Immuno Assay) se liga el PrP
a placas de plastico multipocillo y luego se somete a anticuerpos especificos. La deteccion de
la proteina viene dada por una reaccion colorimétrica catalizada por un enzima (ELISA) o por
la resolucion en el tiempo de la reaccion fluorimétrica de un quelato de lantanido unido a un

anticuerpo de deteccion primario o secundario (DELFIA). El reconocimiento de dos
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determinantes antigénicos del PrP con DELFIA, convierten a esta prueba en un método
sensible y reproducible para la valoracion de PrP en sangre y fracciones sanguineas y puede

ser desarrollado para constituir la base de un test diagndstico de EETS.

La prueba DELFIA, est4 basada en las particulares propiedades de fluorescencia de quelatos
de los metales del grupo de los lantanidos europio, samario, disprosio y terbio. Las
propiedades de estos quelatos permiten desarrollar pruebas con una excelente relacion
sefial/ruido que mejora su sensibilidad.
Los laboratorios Wallac (http://www.wallac.com) proporcionan un amplio abanico de
productos bajo las marcas DELFIA® y LANCE™ en forma de Kits o de reactivos para
marcado con uno o0 mas lantanidos en pruebas de mono o multimarcado.
Todos los reactivos DELFIA se marcan usando el quelato DELFIA N1 y son apropiados para
anélisis de alta sensibilidad basados en técnicas de separacion como los de deteccion de
proteinas, adhesion de células o inmunoensayos. La fluorescencia se desarrolla por la adicion
de una solucion potenciadora.
La fluorimetria disociada en el tiempo es una gran alternativa al uso de radiondclidos en las
pruebas analiticas. Permite anélisis fiables y sobre todo una sensibilidad mejor que cualquier
otro método no basado en radioisétopos. Esta alta sensibilidad radica en las propiedades
peculiares de los quelatos de lantanidos, que permiten una distincion clara de la fluorescencia
de fondo del entorno, basada en el tiempo y en la longitud de onda de su fluorescencia. La
longitud de onda de la luz que emiten es unos 200-300 nm mayor que la de la luz de
excitacion que se usa y es Unica para cada fluor6foro de lantanido, con lo que al no
superponerse los espectros de emisién, es muy adecuado para desarrollar pruebas en las que se
utiliza mas de un reactivo marcado en la misma prueba, por ejemplo dos anticuerpos
monoclonales con un fluoréforo distinto cada uno, dirigidos contra dos determinantes
antigenicos de la molécula que se quiere detectar.
La fluorescencia de los quelatos de lantanido dura 20-35 veces més que la de los fluoréforos
convencionales y la fluorescencia disociada en el tiempo comienza solo despues de que la

fluorescencia de cualquier sustancia convencional se haya extinguido.(20)
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3.7 Tratamiento

No existen posibilidades terapéuticas en la EEB, procediéndose al aislamiento y sacrificio de

los animales ( 14)

3.8Control y erradicacion

La EEB de origen exdgeno puede ser prevenida implementando regulacion a las importaciones
que prohibida la entrada de rumiantes vivos o subproductos de rumiantes (especialmente

carne, harina de carne y viseras)

Las medidas de control con las que ha disminuido la incidencia de la EEB en el Reino Unido

son las siguientes:

1. en 1998 se prohibio la utilizacion de cadaveres de bovinos.

2. en 1989se prohibio la utilizacion del encefalo, medula espinal, tonsilas, timo, bazo e
intestino de origen bovino, en la alimentacion de humanos y bovinos.

3. en todos los paises afectados cada 6 meses los bovinos son examinados buscando
signos de EEB (14)

Para prevenir la entrada de EEB, del exterior hacia los EE.UU. se han restringido la
importacion de rumiantes procedentes de paises afectados. También se incluyen: suero fetal de
bovino, harina de hueso de carne y de sangre, menudos, tripas, grasas y granuladas, exepto
para propositos de investigacion; tampoco se pueden importar colageno y derivados, liquido
amnioticos o extractos, liquidos placentarios, albunima serica y calostro serico, solo con
permisos especiales, cuando se va a usar como ingredientes en cosmeticos; no se importaran
alimento para mascotas que contengan productos de rumiantes. No se he hecho importaciones
de este tipo del Reino Unido a los EE. UU. desde 1985 (17)

las restricciopnesde los EE. UU. para la imortacion de carne de res, procedente de Reino

Unido son las siguientes
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1. bovinos inspeccionados postmortem

2. deben haber nacido de dar la prohibicion de dar a los rumiantes alimentos con
proteinas de rumiantes

3. la carne de bovino debe ser deshuesada

4. se deben retirar los nodulos linfaticos y tejidos nerviosos visibles (17)

México se encuentra libre de la EEB y Screpie, lleva a cabo un programa easpecifico de
vigilancia de neuropatias en rumiantes. Esta vigilancia consiste por un lado de la recoleccion
de muestras de encefalos de bovinos, ovinos y caprinos que mustren signos de la enfermedad
nerviosa (vigilancia pasiva). En estos casos se hace el diagnostico diferencial, particularmente
con rabia (por considerarse una enfermedad enzootica en nuestro pais) las mustras que
resulten negativas por inmunoflouresencia a rabia, se analizaran por hstopatologia para
diagnostico de EEB o Screpie (21)
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

La Region Lagunera esta libre de EEB, a pesar de que existe una constante entrada de ganado
procedente de EE. UU. y Canada, debido a la estrecha supervision de la CPA y demas

dependencias encargadas de ello.

Hasta ahora no se han reportado casos positivos de EEB en los cerebros recolectados y

analizados por la técnica de histopatoldgia de tallo cerebelar e inmunohistoquimica.

4.1 Hipotesis nula

Dada la posibilidad de que se reporte algin caso positivo de EEB, “puede tener relacion con la
importacion de bovinos y caprinos de otros paises, y al relajamiento de los puntos de

inspeccion de nuestro pais (aeropuertos, fronteras, puertos).
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion del tallo cerebral en rastro

(técnica de la cucharilla)

+ Botas, overol, mandil, lentes protectores o careta de proteccién, asi como guantes de
latex.

* Cuchara especial.

+ Tijeras rectas.

+ Pinzas de diseccion con dientes de ratén.

+ Dos contenedores de plastico de cierre hermético (frascos para muestras de Examen
General de Orina).

* Formalina al 10%.

o Plumodn indeleble

Procedimiento:

+ Introducir la cucharilla a través de la parte superior del agujero magno con la punta

hacia abajo.
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+ Una vez que la cucharilla haya llegado hasta el tope (cresta esfeno-occipital), realizar

un giro de 180° hacia la derecha y posteriormente hacia la izquierda.
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« Extraer la cucharilla obteniendo Unicamente el puente y la médula oblonga con el

Obex.

+ En caso de atorarse, desprender con pinzas y tijeras los nervios craneales XII, XI 'y X

(hipogloso, espinal accesorio y vago) de las meninges y retirar el tallo cerebral.
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« En caso de encontrar coagulos alrededor del tallo cerebral, eliminarlos con pinzas o

tijeras.

* La muestra adecuada es el tallo cerebral

25



Identificar los frascos de 100 ml. (con y sin formalina) con plumén indeleble. El
numero asignado debe identificar cada una de las muestras del caso o animal (muestra

en refrigeracion y en formol) y el formato para el envio de muestras.
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Realizar un corte sagital medio de la muestra antes de proceder a su empaque.
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+ Colocar una mitad del tallo cerebral en el interior del frasco de 100 ml. sin formalina

(muestra en refrigeracion) y cerrarlo perfectamente
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+ La otra mitad de la muestra (medio tallo cerebral) colocarla en el otro frasco de 100
ml, con formalina al 10% hasta cubrir totalmente la muestra

(Debera tener una relacién de una parte de tejido por diez de formalina).

+ Cada muestra debera incluir la informacion epidemioldgica por medio del “Formato
para el Envio de Muestras CPA-ST-F-048” de la Vigilancia Activa de la Encefalopatia

Espongiforme Bovina, identificados con el mismo nimero de las muestras.
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5.2 Empaque y envio de muestras

+ Debera hacerse inmediatamente después de haberse obtenido la muestra.

* Requiere del correcto envasado, identificacion y sellado.

Material:

+ Hielera de tamafio adecuado, para las muestras en refrigeracion.

+ Cajade carton.

* Refrigerantes (los necesarios para conservar las muestras frescas a temperatura de
refrigeracion durante el envio).

*  Plumon indeleble.

+ Etiquetas rotuladas con los datos del Remitente y del Destinatario tipo autoadheribles o
para ser pegadas con lapiz adhesivo o pegamento.

+ Original y copia de los formatos para el envio de muestras de EEB (CPA-ST-048) y
cuando corresponda a un caso de neuropatia, original y copia del formato SIVE — 02
debidamente llenados.

+ Cinta adhesiva.(22)
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Las muestras deben ir acompafiadas de un formato con los datos completos de las mismas y el

remitente.

Antes de llenar este formato, favor de leer el instructivo al reverso. N° DE LA CPA; i :
Utilice un formato por cada muestra enviada. | VIE | |_| | | |

IDENTIFICACION
HEEEEE

1. Regi6n CPA/DINESA: 2. N° en Origen: 3. Fecha de envio de la muestra:
DIA MES ARNO
DATOS DEL RASTRO DATOS DEL PROPIETARIO
4. Tipo de Rastro: Municipal |:| Planta TIF |:| N |:|:|:| 7. Actividad de la persona que lleva a sacrificio al animal:
Propietario Introductor |:| Empresa o Empacadora |:|
Particular|:| Otro|:| 5. Estado: 8. Nombre del propietario:
6. Municipio: 9. Teléfono y/o Fax:
DATOS DE LA EXPLOTACION DE ORIGEN
10. Nombre de la explotacién:
11. Ubicacion:
Calle Nimero Localidad

Municipio Estado NUm. Telefénico y Fax

12. Tipo de Explotacién: 13. Funcién Zootécnica:

Intensivo |:| Extensivo |:| Leche Carne
Semintensivo |:| Traspatio |:| Doble Propésito Pie de Cria

DATOS DEL ANIMAL

14. Especie: Bovino 15. Edad: Mayor de 30 meses Especifique: |:|:|:|:| 16. Sexo: Hembra 17. Raza:

Ovino Mayor de 24 meses A0S MESES Macho

Caprino|

18. Si es un animal de Importacién, anote la fecha de importacion: | y el pais de origen:

19. Si es de origen Nacional, sefiale si es: 20. En caso afirmativo, anote el pais de origen de los padres o del semen:
Descendiente de un animal importado

Producto de inseminacién con semen importado

21. ¢Present6 signos clinicos antes del sacrificio?  22. (Qué signos present6 el animal? 23. ¢ Cual es su diagndstico presuntivo?

Si |:| No|:| Se ignora|:|

ALIMENTACION

24. (El animal fue alimentado con concentrados? 25. Si su respuesta fue afirmativa, que tipo de concentrado consumio:
Si No Se ignora Comercial |:| Elaboracién propia
26. Sefiale si el concentrado o alguno de sus ingredientes ha sido 27. En caso afirmativo, indique el pais de origen de las harinas:

elaborado con harina de carne y hueso de origen rumiante:

Si|:| No|:| Se ignora

ENVIO DE MUESTRAS

28. Tipo de muestra: 29. Tipo de conservador utilizado: 30. Prueba solicitada:
Tallo Cerebral Formol Histopatologia
Encéfalo Completo Hielo Inmunofluorescencia Directa
Medio Encéfalo Glicerina Ambas
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DATOS DEL MVZ RESPONSABLE DE LA TOMA DE MUESTRA
31. Nombre:

Nombre(s) Apellido Paterno Apellido Materno

32. Cargo:

33. Empresa:

34. Direccién:

Calle N°

Colonia o Localidad C.P. Municipio Estado

35. Firma:

N° Telefonico y Fax

DATOS DEL MVZ RESPONSABLE DEL ENVIO
36. Nombre:

Nombre(s) Apellido Paterno

37. Cargo:

Apellido Materno

38. Empresa:

39. Direccioén:

Calle

Colonia o Localidad cP. Municipio

40. Firma:

Estado

N° Telef6nico y Fax
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CAPITULO 6
Resultados
En el siguiente cuadro se puede observar el resultado de laboratorio de los encéfalos enviados

para el diagnostico de EEB mediante histopatologica, en los estados de Coahuila y Durango
durante el 2009.

Estado No. De encéfalos positivos No. De encéfalos negativos
a EEB a EEB

COAHUILA 0 1551

DURANGO 0 1487

Total 0 3038
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CAPITULO 7

Conclusiones

Se concluye que la presencia de Encefalopatia Espongiforme Bovina en los estados de
Coahuila y Durango es nula debido a las barreras de defensa que operan actualmente en
nuestro pais.

El riesgo de importar animales de paises afectados con EEB es minimo, a causa de los
requisitos de importacion que exige México. Asi mismo el pais prohibi6 la importacion, y el
consumo de harinas de carne, sangre, hueso para el consumo de rumiantes de paises afectados

con Screpie y EEB.
La ausencia del tallo cerebral en encéfalos enviados, imposibilitan el diagnostico de EEB por

histopatoldgia, por lo tanto se debe tener conocimiento de la técnica para asi, obtener el
encéfalo completo.
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