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RESUMEN

La encefalopatia espongiforme bovina es una enfermedad degenerativa de
progresion lenta que afecta el sistema nervioso central de los bovinos y hace
parte de una familia de enfermedades conocidas como encefalopatias
espongiformes transmisibles. La encefalopatia espongiforme bovina se
reconocio oficialmente en 1986 en Gran Bretafia, la epidemia fue causada por
alimentacion del ganado con proteina animal contaminada con un agente
similar al Scrapie. Han sido propuestas diferentes teorias sobre la naturaleza
del agente pero la mas aceptada es la de la proteina anormal resistente a la
proteinasa K o prién. Esta enfermedad afecta animales de ambos sexos y
mayores de 24 meses de edad. Se manifiesta con cambios del
comportamiento, hipersensibilidad a estimulos externos, anormalidades
locomotoras, ataxia, recumbencia y muerte. Actualmente el diagnostico de
esta enfermedad estd basado en pruebas post-mortem vy existen diferentes
técnicas de laboratorio. La diseminacion de esta enfermedad a diferentes
paises del mundo hace necesario que los paises que no tienen esta

enfermedad tomen medidas de prevencion y control.
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BOVINE SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY

SUMMARY

Bovine spongiform encephalopathy is a slowly progressing degenerative

disease affecting the central nervous system of cattle and belong to a family of



diseases know as the transmissible spongiform encephalopathies. Bovine
spongiform encephalopathy was first diagnostic in 1986 in Great Britain. The
epidemic was caused by feeding cattle with ruminant derived protein
contaminated by an scrapie-like agent. Different theories on the nature of the
agent have been proposed but the more accepted is the abnormal proteinase K
resistant protein or prién. Affected animals are of both gender and older than 24
months. Clinically, the animals display changes in behavior, hypersensitivity to
stimulates, changes in posture, ataxia, recumbence and death. The diagnosis of
bovine spongiform encephalopathy is postmortem and several laboratory
technics are variable. The expansion of bovine spongiform encephalopathy to
different countries of the world made necessary that countries which don’t have
this disease to take various measures of control.
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INTRODUCCION

El primer caso de Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) se report6 en el
Reino Unido en noviembre de 1986, aunque el primer caso clinico ocurrié en
abril de 1985 (Kimberlin, 1993). Desde ese momento la enfermedad se
convirtié en una epidemia a gran escala y solo hasta 1988 se tomaron medidas
de control que contribuyeron a la disminucion de casos; esto se evidencié
por la presentacion de 1000 casos por semana entre 1992-1993 hasta llegar a
100 casos por mes en 1998. A pesar de esto la enfermedad se propago a
otros paises de Europa y recientemente a Asia. Hasta la fecha se han
reportado 182.802 casos en el Reino Unido y en otros paises 3913 casos (OIE,
2003).



La EEB es una enfermedad neurodegenerativa de progresion lenta y fatal.
Afecta animales de ambos sexos y mayores de 24 meses de edad. Se
manifiesta con cambios en el estado mental, anormalidades locomotoras e
hipersensibilidad a estimulos externos, en los estados terminales los animales

presentan paralisis espastica, coma y finalmente mueren (Wilesmith, 1988).

El origen de la enfermedad esta relacionado con el consumo de concentrado
contaminado con tejidos de animales con Scrapie, debido a que en el
procedimiento de extraccion de las grasas de las harinas de carne y de hueso
se cambié la temperatura y la presién permitiendo la persistencia del agente
etiolégico del Scrapie y la posibilidad de infectar otras especies a través de la
cadena alimenticia (Pattison, 1998). Esta enfermedad hace parte de un grupo
de Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET), las cuales se
caracterizan por ser causadas por un agente no convencional, por tener un
periodo de incubacién largo y curso clinico progresivo con desenlace fatal.
Morfol6égicamente la enfermedad se caracteriza por degeneracion vacuolar del

sistema nervioso central y ausencia de respuesta inmune (Cane, 1994).

Las pérdidas econ6micas asociadas a EEB no solamente radican en la
morbilidad y mortalidad, probablemente las repercusiones mas importantes
para los paises radican en la limitacion a los productos y subproductos para los

mercados internacionales (Brown, 2001).

Actualmente la histopatologia no es la Unica herramienta diagnostica para esta
enfermedad, existen diferentes técnicas diagnosticas para confirmar la
presencia de esta enfermedad especialmente post-mortem, aunque se esta

trabajando en una herramienta diagnostica en animales vivos ( Defra, 2002).
ETIOLOGIA
Existen varias teorias sobre el agente que causa la EEB, la de un virus no

convencional, la de un virino, la de prién o particula proteica y la de virus

filamentoso no convencional. La mas aceptada es la teoria del prion



desarrollada por Prussiner y colaboradores en la década de 1970, la cual
explica que esta es una proteina que se encuentra de forma normal (PrPc) en
membranas celulares especialmente de neuronas; principalmente se relaciona
con mamiferos pero también se ha detectado en peces y aves. La PrPc tiene
una estructura alfa con hélices en espiral a diferencia de la PrPSc (proteina
infecciosa) la cual tiene wuna estructura beta plegada; este cambio
conformacional se debe a que existen regiones de aminoacidos en la forma alfa
que al ser infectados por la forma beta se despliegan convirtiéndose en una
nueva proteina infecciosa que continuara con esta propagacion en cadena (Fig
1) (Prussiner, 1995). Se lleg6 a la hipotesis del prion por medio de diferentes
pruebas realizadas por De Armond y Prussiner con ratones, demostrando una
alta frecuencia de transmision de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) al
utilizar ratones que transportaban un gen PrP quimérico (ratbn/humano), mas
que al utilizar ratones silvestres o transgénicos que solo transportaban el gen
PrP humano y lo expresaban (Secretaria de agricultura, ganaderia, pesca y

alimentacion, Argentina, 1997).

PrPc: PrPsc:

Estructura helicoidal Estructura l_aminar,
(hélices alfa) plegada (laminas beta)

Fig. 1. Conformacién estructural de la proteina normal (PrPc) y anormal
(PrPsc), fuente Durdn, 2003.

Las enfermedades causadas por priores se conocen de tiempo atras, entre
ellas el Scrapie que afecta ovejas y cabras la cual fue descubierta en 1732,
pero solo hasta 1936 se demostro las caracteristicas de su transmisibilidad; la
encefalopatia transmisible del visén que se reporta desde 1965; el Kuru
reconocida en 1966 en una pequefia poblacién nativa de Nueva Guinea que
practicaba el canibalismo; la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD)

reconocida en 1968, que afecta humanos mayores y de la cual se presenté una



variante que afecta personas mas jovenes y esta relacionada con la EEB; el
Sindrome Gerstmann-Straussler el cual es la forma familiar del CJD y se
conoce desde 1981 y la enfermedad debilitante crénica reconocida en 1983 en
los estados de Colorado y Wyoming en Estados Unidos y que afecta ciervos y
alces (Kimberlin, 1993).

EPIDEMIOLOGIA

La EEB se reconocid oficialmente en 1986 aunque analisis retrospectivos
demostraron la presentacion de algunos casos en abril de 1985. A partir de
este momento se inicid una vigilancia confirmandose 130 casos en el Reino
Unido a finales de 1987. Solo hasta junio de 1988 la EEB se declar6 como
una enfermedad de notificacion obligatoria lo que aumento la cifra de casos
confirmados de 60 casos por mes a 50-60 casos por semana, llegando a mas
de 20.000 casos a finales de 1990 (Fig. 2)(OIE, 1996).

Las investigaciones indicaron que el inicio de la EEB no estaba relacionado con
la importacién de ganado, ni con el uso de semen o con el movimiento de
animales reproductores entre hatos. Se llegd a la conclusién de que los ovinos
con Scrapie eran el origen de la infeccion (Wilesmith, 1988). Con el
seguimiento de varios casos se demostr6 como un factor comun, la
alimentacion con concentrados y suplementos proteicos que se adicionaban a
los alimentos en las granjas, basados en harinas de carne y de hueso. Se
demostré que estas eran el vehiculo de infeccidn porque la propiedades fisico-
quimicas del Scrapie estan mas relacionadas con la parte proteica del los
tejidos animales. La mayor presentacion de casos fue en las regiones donde

se producian estas harinas y en las areas cercanas (Wilesmith, 1988).

Para el tratamiento de las harinas de carne y de hueso, antes de 1980, se
utilizaba una temperatura de 70°C durante 8 horas, la aplicacién de vapor a
altas temperaturas durante 15 a 30 minutos y el uso de disolventes para la
extraccion. Estos pasos eran una forma de disminuir la infecciosidad del

agente del Scrapie; la disminucién de estas temperaturas y la eliminacion del



uso de disolventes marcaron el inicio de la epidemia de la EEB (Kimberlin,
1992, Taylor, 1998). Las practicas de alimentacion también fueron un factor
comun en la presentacion de los casos, ya que la enfermedad se evidencio
mas en animales de razas lecheras, no por tener una sensibilidad especial,
sino por el habito de suplementar estos animales con concentrado en los
primeros meses de vida, a diferencia de otras razas no lecheras que se
alimentan principalmente con leche de las madres, pastos y forrajes. Otra
conclusion es que a mayor cantidad de animales en un hato, se aumenta la
probabilidad de infeccién debido al uso de mayores cantidades de alimentos

qgue pueden estar contaminados (Wilesmith, 1992).

Distribucion geogrifica de los paises que notificaron \'\
al menos un caso confirmado de EEB entre 1989 y § octubre de 2002 \
P # : *

Fig. 2. Distribucion geogrifica de EEB, fuente OIE.

El largo periodo de incubacion de esta enfermedad contribuyé a la
presentacion de mas casos, porque no se podia detectar de forma temprana y
esto retardd la instauracion de medidas preventivas (Braun, 1999).

Aunque esta claro que el Scrapie es el origen de la EEB, un evento que
aumentd la presentacion de la enfermedad y la convirti6 en endémica fue el
hecho de que al existir casos no identificados en bovinos, y permitir la entrada
de estos animales infectados a la cadena alimenticia, se propagd de forma
rapida entre la poblacion bovina, por ser una enfermedad propia de la especie
(Wilesmith, 1988).



TRANSMISION

Para determinar la infectividad de diferentes 6rganos, se han realizado pruebas
biolégicas en las cuales se han inoculado por via oral o parenteral
(intracerebral) a ratones transgénicos tejidos contaminados con PrPsc con el fin
de observar si se desarrollan signos de la enfermedad y lesiones histologicas
en el sistema nervioso central. En 1988 se demostré que la EEB se transmitia
a los ratones por medio de inoculaciones de tejido encefélico y posteriormente
se identificaron como infecciosos los siguientes tejidos: cerebro, retina, ganglio
trigémino, médula espinal y el ileo distal. Otros tejidos que pueden estar
infectados son las tonsilas y el intestino (desde el duodeno hasta el recto).
Estudios que se realizaron inyectando sangre de casos clinicos de EEB
intracerebralmente en ratones demostraron que no produce infeccién
(Wilesmith, 1991).

Los tejidos en los cuales no se detect6 infectividad fueron: la sangre, el fluido
cerebroespinal, el tejido adiposo, el es6fago, el rumen, el reticulo, el omaso, el
abomaso, el corazén, el rifion, el higado, el pulmon, los ganglios linfaticos
(prefemoral y retrofaringeo), el musculo, los nervios de la cauda equina y los
periféricos, el pancreas, la traquea, la piel, los ovarios, la placenta, los fluidos
placentarios, la ubre, el epididimo, la prostata, la vesicula seminal, los
testiculos, el semen y la leche (Taylor, 1998, Wilesmith, 1991). Otras especies
han sido afectadas por la EEB, ocurriendo algunos casos en antilopes y felinos
(gatos, tigres, pumas y ocelotes) y experimentalmente se ha identificado en
ratones, cerdos, ovejas y cabras (Baker, 1993, Willoughby, 1992, Bratberg,
1995, Ryder, 2001).

SIGNOS CLINICOS

La manifestacion de la enfermedad es un conjunto de signos neuroldgicos y
sistémicos. Los neurologicos pueden agruparse en tres: cambios del estado
mental, que se manifiestan con ansiedad y nerviosismo ante objetos del
entorno; disfunciones locomotoras con ataxia del tren posterior, apoyo de la

cabeza, movimientos excesivos de las orejas, temblores, debilidad, dificultad



para levantarse e hipersensibilidad a estimulos externos. Estos sintomas se

pueden presentar conjuntamente en un mismo caso (Kimberlin, 1993).

Fig. 3. Sintomas clinicos de animales con EEB, fuente Durdn, 2003. o

Los signos sistémicos mas frecuentes son: la pérdida de masa corporal, la
pérdida de peso, la disminucién de la produccion de leche, bruxismo,
incremento en la salivacion, reduccion de la rumia, eructos no efectivos,
odontoprisis y alteraciones de la frecuencia cardiaca que pueden ser mediados
por lesiones en el nervio vago (Fig. 3) (Austin, 1993 y 1997, Braun, 1998, 1999,
Zeidler, 1998). El periodo de incubacion es de dos a ocho afios, la
enfermedad clinica desde el inicio de los sintomas puede durar de dos
semanas a un afio y el promedio de duracion es de uno a dos meses. A
medida que avanzan los sintomas el animal llega aun estado de postraciéon y
muerte. (Kimberlin, 1992).

PATOGENESIS

Los priones al ingresar a un organismo son capaces de convertir la proteinas
normales en formas anormales, el cambio conformacional entre la PrPc y la
PrPSc esta dado por alteracion en la estructura proteica, la PrPc esta formada
por hélices alfa y tiene una estructura en espiral, la PrPSc esta constituida por
hebras beta, las cuales forman regiones plegadas. La union de las hebras
beta origina la estructura de hoja plegada beta, la cual confiere resistencia a la
degradacion por proteasas. El cambio de estructura, de alfa a beta puede ser
originado por la propiedad de tres de los cuatro péptidos sintéticos de las

regiones alfa para cambiar a la forma beta o por la capacidad de los péptidos



sintéticos de la hoja beta de transformar la hélice alfa. Este proceso ocurre de
forma exponencial desde el momento que una PrPSc entra en contacto con

una PrPc del huésped (Prussiner, 1995).

La enfermedad neurodegenerativa es causada por la acumulacion excesiva del
prion en los lisosomas de las neuronas, estos se lisan, dafian las células y
liberan las PrPsc, estas entran en contacto con las PrPc de otras células
cambiando su conformacion estructural proteica convirtiéndolas en infecciosas.
La acumulacion de la PrPsc es posible por su bajo peso molecular (27 a 30 kD)
y por ser resistente a la proteasa. Esta es una reaccion en cadena en todas
las PrPc (OIE 1996, Prussiner, 1992 y 1995). Después del dafio celular se
acumulan fragmentos de PrPsc en forma de placas amiloideas dentro del
cerebro, aunque no siempre estdn presentes en los animales afectados
(Simmons, 1998, Zeidler, 1998).

El mecanismo de infeccién es por via oral, al ser consumido en harinas de
carne y de hueso procedentes de animales portadores del prion. El agente
puede entrar por las placas de Peyer o por terminaciones nerviosas, ingresa al
bazo y después al sistema nervioso simpatico por fibras simpaticas de los
nervios esplénicos en la region toracica de la médula espinal, ascendiendo al
encéfalo y al sistema nervioso central via nervio vago. El prién se disemina por
todo el organismo durante el periodo de incubacion sin ser reconocido como
extrafio por el sistema inmune, ya que por su similitud con la PrPc no es
antigénico y tampoco es un factor inmunosupresor (Bradford, 1996, OIE, 1996,
Prussiner, 1995).

El pribn no ha sido encontrado en la leche, en la placenta, en el liquido
amniédtico ni en el semen de los animales infectados (Secretaria de agricultura,
ganaderia, pesca y alimentacion, Argentina, 1997). Se ha demostrado que
existe el riesgo de transmision intrauterina. El riesgo es del 10% cuando la
vaca se encuentra en los ultimos seis meses de incubacion de la enfermedad y
solo de 1% cuando esta alrededor de los 60 meses de incubacion de la
enfermedad. Segun esto el riesgo de transmision vertical es mayor cuando la
enfermedad ha avanzado (Donnelly, 1998, Scott, 1995).



ANATOMOPATOLOGIA

La EEB se caracteriza por ausencia de lesiones macroscopicas, alteraciones
bioquimicas y hematoldgicas (Aldridge, 1988). Microscopica y molecularmente
hay cambios caracteristicos en el sistema nervioso central, principalmente en
los nucleos paraventriculares, de la médula oblonga y la base del cerebro
(Simmons, 1998). Dentro de a lesiones microscépicas la mas caracteristica es
la vacuolizacion bilateral y simétrica de las neuronas tanto en los axones como
en los cuerpos celulares y se localiza principalmente en la formacion reticular,
en los ndcleos medial-vestibular, el ndcleo lateral cuneado y los nudcleos
papiliformes. La hipertrofia de los astrocitos es otra de las lesiones observadas
asi como la presencia de placas amiloideas en una pequefia proporcion de
casos. Los cambios se presentan con mayor frecuencia en la médula oblonga,
la sustancia gris central del mesencéfalo y el area paraventricular del
hipotalamo, el tdlamo y el area septal (Fig. 4 y 5) (Kimberlin, 1993, Wells,
1989).

Por medio de microscopia electronica se observan numerosas vacuolas
intracelulares unidas a las membranas, principalmente en dendritas, también
acumulaciones de neurofilamentos, mitocondrias y cuerpos electrodensos en
dendritas y axones y estructuras tubulo-vesiculares unidas a la membrana. A
través de técnicas moleculares se observan fibrillas asociadas a Scrapie (FAS)

en extractos de cerebros afectados (Liberski, 1990, Wells, 1987).

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la EEB se realiza por el examen histolégico del tallo
encefalico. La confirmacion del diagnéstico de la enfermedad por microscopia
de luz concuerda hasta en un 80% con el diagndstico clinico si este ultimo se
ha realizado teniendo en cuenta el curso de la enfermedad y los antecedentes
del hato (Braun, 1998 y 1999). El diagndstico clinico también se puede
confirmar por microscopia electrénica, por deteccién inmunohistoquimica, por

deteccidn bioquimica y por la técnica western blotting de las FAS. La prueba



de mayor sensibilidad es la histopatologia como diagnéstico post-mortem
(Braun, 1998 y 1999, Cane, 1994).

Fig 4. Lesion microscopica de EEB, Fuente: Duran,
2003.

Las FAS derivan de la PrPc que es una glicoproteina de membrana, que es
codificada por el huésped y esta presente en muchos tejidos principalmente en
el cerebro, se pueden detectar por medio de microscopia electrénica, por
western blotting con electroforesis en gel de poliacrilamida y por coloracion
inmunocitoquimica con anticuerpos contra las FAS. El western blotting detecta
PrPSc purificada de cerebros a través de anticuerpos especificos contra esta
proteina anormal; la inmunocitoquimica tiene el mismo principio y se ha
utilizado en cerebro, tercer parpado y tonsilas de ovejas (Cane, 1994, Miller,
1993).

4 = Nuacleo parasimpdtico del nervio vago

8-9-> Nacleo y tracto espinal del nervio
trigémino

12 < Nieleo de la oliva

16 = Formacion reticular

17-18 = Nucleo y tracto solitario
2 = Nicleo moter del hipogloso

Fig. 5. Nucleos de la médula oblonga para el diag-
néstico de EEB, Fuente: Durdn, 2003.

Las técnicas de diagnostico frecuentemente empleadas son las de ELISA

(prueba inmunoenzimatica) las cuales detectan la proteina infecciosa, se ha



trabajado en meédula espinal y cerebro de animales sacrificados.
Experimentalmente se ha comprobado su utilidad al usar estas pruebas en
pared del intestino delgado. Estas pruebas han demostrado ser de alta
sensibilidad y especificidad y suministran un diagnostico rapido (4 — 24 horas).

(European comision, 1999).

Han surgido métodos de diagnéstico ante mortem como el de la proteina
ligadora de calcio S-100b, de bajo peso molecular la cual se encuentra en
varias especies de vertebrados; tiene 3 isoformas y se encuentra en alta
concentracion en el sistema nervioso central, en su mayoria en el citoplasma
de astrocitos y en mas bajas cantidades en células de Schwann, adipositos y
melanocitos. En el diagndstico de SCJ esta proteina se encontr6 aumentada y
por esto se implementé como método diagndstico para EEB a partir de sangre
y de liquido cefalorraquideo (LCR). En estos estudios se demostré el aumento
en sangre y en LCR de esta proteina por medio de un ELISA en animales
positivos a EEB (Green, 1999). Otra de estas proteinas es la 14-3-3,
detectada en el LCR de pacientes con SCJ; se piensa que esta proteina se
origina en las neuronas. Se han realizado pocos estudios por medio de un
inmunoensayo para detectar bandas inmunoreactivas 14-3-3 en LCR de casos
de EEB pero estos resultados no tienen concordancia, ya que en un estudio se
encontré esta proteina aumentada en animales con EEB pero en estudios
posteriores se concluydo que la deteccion de la proteina 14-3-3 en la
neurodegeneracion asociada a EEB en ganado con sintomas tempranos no es
significativa (Lee, 1997, Robey, 1998).

También se han efectuado bioensayos con ratones para determinar la
presencia de EEB, a partir de diferentes tejidos de bovinos infectados con EEB.
Se ha ensayado con ileon distal, SNC (cerebro y médula espinal), raices de
ganglios dorsales, ganglios sensitivos y ganglios trigéminos y como tejido
reciente la médula 0sea del esterndn. A partir de estos tejidos se obtiene una
suspension la cual es inoculada intracraneal e intraperitonealmente en los
ratones y después de 650 o 950 dias se examinaban por medio de
histopatologia para detectar cambios espongiformes y por medio de métodos



inmunohistoquimicos lo cual fue confirmado por los resultados obtenidos
(Miller, 1993, Wells, 1999).

Las pruebas In-vivo aun contindan en investigacion, entre ellas estan las
pruebas para detectar marcadores metabolicos o fisiolégicos especificos de la
enfermedad en la orina, estas son sustancias secundarias como resultado de
la enfermedad. Estos marcadores también pueden identificarse en la sangre
aunque aun no se ha establecido si es especifico para EEB o Scrapie. Otra
nueva prueba es la electroforesis inmunocapilar (ICE), desarrollada por Mary-
Jo Schmerr del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) la cual
trata de diagnosticar la enfermedad por medio de pequefias muestras de
sangre en animales vivos. Los experimentos de estas pruebas se han hecho
especialmente para Scrapie pero aun falta validarla. Existe otra prueba la cual
se basa en detectar ciertas proteinas que se liberan en gran cantidad en fluido
cerebroespinal en enfermedades del sistema nervioso central como CJD y
EEB.

DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

Cuando se presentan casos de animales con el cuadro neuroldgico de EEB, se
debe pensar en otras patologias que pueden tener sintomas similares, pero
estas se descartan porque el curso clinico es muy prolongado y porque no hay
respuesta al tratamiento instaurado ni a medidas de manejo; aunque siempre
es necesario confirmar el diagnostico con histopatologia. Las enfermedades a
tener en cuenta son: enfermedades metabdlicas como cetosis e
hipomagnesemia, rabia, listeriosis, tumores cerebrales, polioencefalomalacia e

intoxicaciéon por plomo (Cockcroft, 1999).

PREVENCION Y CONTROL

La prevencion de la EEB se basa en el control de factores de riesgo como
evitar la alimentacibn con concentrados contaminados con PrPsc y la
importacion de animales de paises que tengan la enfermedad; se debe
prohibir la utilizacion de proteina de origen animal en la elaboracion de



alimentos para rumiantes y también se debe restringir el consumo de visceras
bovinas en los humanos. En caso de presentarse la enfermedad se deben
sacrificar los animales e incinerar sus restos. Por la naturaleza del agente no
ha sido posible la elaboracion de vacunas y tampoco existe tratamiento. A
pesar de que no se ha demostrado la transmision materna de esta enfermedad,
se han instaurado otras medidas preventivas en el manejo del ganado; estas
consisten en que las terneras nacidas de vacas infectadas no se utilicen como
hembras de reemplazo y que durante el parto se tomen medidas de higiene,

ademas de enterrar o incinerar la placenta (Kimberlin, 1993).
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