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Las Encefalopatías Espongiformes Transmisibles (EET) son un grupo de enfermedades 

neurodegenerativas producidas por priones que afectan al ser humano y a diferentes especies 

animales. Son de curso crónico, tienen manifestaciones neurológicas y terminan 

invariablemente con la muerte de los individuos afectados, careciéndose a la fecha de un 

tratamiento. De todas las EET animales, scrapie o prurigo lumbar que afecta a ovinos y 

caprinos, es la de mayor difusión, reportándose el mayor número de casos nuevos por año, y 

genera barreras comerciales para pequeños rumiantes. En la Argentina no se han identificado 

casos de scrapie ni de otras EET animales. 

El diagnóstico de las EET se basa en la detección postmortem de la proteína priónica anómala 

(PrPSc) mediante inmunohistoquímica, Western blot o ELISA. En el caso de Scrapie es posible el 

diagnóstico antemortem de la enfermedad dada la particular acumulación temprana de PrPSc 

en tejido linfoide (TL). La PrPSc se acumula en los folículos linfoides de tonsilas, ganglios 

linfáticos y organizaciones linfáticas presentes en mucosas. Por su fácil acceso, se ha propuesto 

la detección de PrPSc en el TL del tercer párpado, evaluándose también la detección en biopsias 

de mucosa rectal.  

El objetivo de esta tesis fue determinar si existen variaciones en el tejido linfoide asociado a 
mucosas de fácil acceso de ovinos y caprinos en relación a su edad, evaluar su composición, y 
obtener herramientas diagnósticas para scrapie. Para eso se evaluó la aptitud diagnóstica de 
muestras de biopsia del tercer parpado y recto de ovinos y caprinos de las provincias de Buenos 
Aires y Salta respectivamente y se caracterizaron sus componentes celulares. A su vez, se 
desarrolló un anticuerpo anti PrPC y se optimizó una técnica de inmunohistoquímica (IHQ) para 
reconocer esta proteína y PrPSc en muestras de ovinos sanos y con scrapie, y bovinos con EEB. 

Se tomaron postmortem muestras de mucosa del tercer párpado y mucosa rectal (simulando 
una biopsia), y el párpado contralateral de 66 ovinos (30 mayores y 36 menores de 18 meses) y 
54 caprinos. También se colectó la porción terminal del recto y el ano de 35 ovinos. Se fijaron 
en formol al 10% y posteriormente se procesaron para su análisis histológico. La bibliografía 
considera muestras aptas para diagnostico aquellas que presenten un mínimo 6 folículos 
linfoides. De acuerdo al mismo fueron aptas solo el 1,8% de las muestras conjuntivales y el 
39,4% de las muestras rectales de los ovinos. En cuanto a los caprinos, el 5,4 y 61,1% de las 
muestras de mucosas de tercer parpado y rectal respectivamente cumplieron el criterio de 
aptitud para diagnóstico de scrapie. En la evaluación histológica del párpado contralateral se 
encontró tejido linfoide solo en el 16,7% de los ovinos y el 50% de los en caprinos. Por otro 
lado, en el estudio de recto y ano se observó tejido linfoide inmediatamente posterior a la 
unión mucocutánea (23 muestras aptas para el diagnóstico/35 total), el cual disminuiría su 
presencia hacia craneal (6/35 de las muestras tomadas a 2 cm de la unión fueron aptas). Estos 
resultados sugieren que la biopsia de tercer párpado no sería de utilidad para el diagnóstico de 
scrapie debido al escaso desarrollo del TL. Por otro lado, la biopsia de mucosa rectal sería de 
utilidad, debiendo considerarse la presencia de tejido linfoide en cantidad suficiente al 
momento del diagnóstico. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 
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los dos grupos etarios evaluados (mayores y menores a 18 meses), por lo cual la edad no 
tendría influencia en la aptitud de estas muestras.  

La técnica de IHQ fue de utilidad para la caracterización de poblaciones de células del sistema 

inmune. Se detectaron células CD21+, CD3+ y L1+ en ambas especies, sin diferencias en los 

patrones de inmunomarcación respecto de la especie o edad. Se observaron células CD21+ en 

el interior de los folículos linfoides principalmente en los centros germinativos. Esto era de 

esperarse ya que es un marcador de células dendríticas foliculares (CDF) y linfocitos B maduros, 

los cuales tienen esa localización. Existieron diferencias significativas en la marcación de CD21 

entre las muestras rectales y de tercer párpado de ovinos, encontrando una proporción de 

folículos linfoides densamente empaquetados con escasa o nula presencia de células CD21+ en 

las muestras de tercer párpado. Debido a las diferencias encontradas y la importancia de la 

presencia de CDF (CD21+) para la acumulación de PrPSc en el TL de los animales infectados, 

debería considerarse la presencia de centros germinativos en la determinación de la aptitud 

diagnóstica de las muestras para el diagnóstico de scrapie. 

Las células CD3+ se observaron con una distribución perifolicular principalmente, coincidente 
con la distribución de linfocitos T. Sin embargo, también se observó marcación en células de los 
folículos. Las células L1+ se encontraron en baja cantidad en regiones interfoliculares 
coincidente con la distribución de macrófagos. Esto concuerda con lo descripto por otros 
autores.  

A partir de obtener una PrPC recombinante, se logró producir un anticuerpo IgY capaz de 
detectar por IHQ PrPC ovina y PrPSc en tejidos de ovinos y bovinos con scrapie y EEB. El patrón 
de inmunomarcación observado en los tejidos fue similar al obtenido mediante el uso de 
anticuerpos comerciales.  

No se logró detectar PrPC en tejido linfoide fijado en formol 10% con el anticuerpo desarrollado 
ni con los anticuerpos comerciales utilizados, en contrario a lo reportado por otros autores. 
Esto tendría relación con el fijador y/o procedimientos realizados, como con la menor 
capacidad de detección de los anticuerpos utilizados en este trabajo. 

Los resultados del presente trabajo indican que la presencia de tejido linfoide en las mucosas 
evaluadas no estaría asociado a la edad de los ovinos. En la mucosa palpebral tendría un menor 
desarrollo, siendo fácilmente detectable en el recto, inmediatamente anterior a la unión 
mucocutánea. Esta sería la muestra de elección en caso de implementarse una estrategia de 
diagnóstico preclínico de scrapie. El anticuerpo desarrollado podría ser de utilidad en el futuro 
en ensayos para diagnóstico de EET animales. Para ello serán necesarios futuros estudios a fin 
de caracterizar concentraciones de trabajo e insumos para revelado.  
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Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs) are a group of neurodegenerative diseases 

produced by prions that affect humans and different animal species. They have a chronic 

course, neurological manifestations and invariably end with the death of the affected 

individuals, lacking treatment to date. Of all the animal TSEs, scrapie affects sheep and goats is 

the most widespread animal TSE, reporting the highest number of new cases per year, and 

creates trade barriers for small ruminants. In Argentina, no cases of scrapie or other animal 

TSEs have been identified. 

The diagnosis of TSEs is based on postmortem detection of abnormal prion protein (PrPSc) by 

immunohistochemistry, Western blotting, or ELISA. In the case of scrapie, antemortem 

diagnosis of the disease is possible given the particular early accumulation of PrPSc in lymphoid 

tissue (LT). PrPSc accumulates in lymphoid follicles of tonsils, lymph nodes, and mucosal 

lymphatic organizations. Due to its easy access, the detection of PrPSc in the LT of the third 

eyelid has been proposed, also evaluating the detection in rectal mucosa biopsies. 

The objective of this thesis was to determine if there are variations in the lymphoid tissue 

associated with easily accessible mucosa of sheep and goats in relation to their age, to evaluate 

their composition, and to obtain diagnostic tools for scrapie. For this, the diagnostic aptitude of 

biopsy samples from the third eyelid and rectum of sheep and goats from the provinces of 

Buenos Aires and Salta, respectively, was evaluated and their cellular components were 

characterized. In turn, an anti-PrPC antibody was developed and an immunohistochemistry 

(IHC) technique was optimized to recognize this protein and PrPSc in samples from infected 

sheep and cattle. 

Postmortem mucosa samples were taken from the third eyelid and rectal mucosa (simulating a 

biopsy), and the contralateral eyelid of 66 sheep (30 over and 36 under 18 months) and 54 

goats. The terminal portion of the rectum and anus of 35 sheep were also collected. They were 

fixed in 10% formalin and subsequently processed for histological analysis. The bibliography 

considers samples suitable for diagnosis to be those that present a minimum of 6 lymphoid 

follicles. According to it, only 1.8% of the conjunctival samples and 39.4% of the rectal samples 

of sheep were suitable. Regarding goats, 5.4 and 61.1% of the third eyelid and rectal mucosa 

samples respectively met the aptitude criteria for diagnosis of scrapie. In the histological 

evaluation of the contralateral eyelid, lymphoid tissue was found only in 16.7% of the sheep 

and 50% of the goats. On the other hand, in the study of the rectum and anus, lymphoid tissue 

was observed immediately after the mucocutaneous junction (23 samples suitable for 

diagnosis/35 total), which would decrease its presence towards the cranium (6/35 of the 

samples taken at 2 cm of the union were suitable). These results suggest that biopsy of the 

third eyelid would not be useful for the diagnosis of scrapie due to the scarce development of 

LT. On the other hand, a biopsy of the rectal mucosa would be useful, considering the presence 

of lymphoid tissue in sufficient quantity. No statistically significant differences were found 
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between the two age groups evaluated (over and under 18 months), so age would not influence 

the aptitude of these samples. 

The IHC technique was useful for the characterization of cell populations of the immune 

system. CD21+, CD3+ and L1+ cells were detected in both species, with no differences in 

immunolabeling patterns with respect to species or age. CD21+ cells were observed inside the 

lymphoid follicles mainly in the germinal centers. This was to be expected since it is a marker of 

dendritic cells and mature B lymphocytes, which have this location. There were significant 

differences in CD21 labeling between rectal and third eyelid samples from sheep, finding a 

proportion of densely packed lymphoid follicles with scarce or no presence of CD21+ cells in 

third eyelid samples. Due to the differences found and the importance of the presence of CDF 

(CD21+) for the accumulation of PrPSc in the LT of infected animals, the presence of germinal 

centers should be considered in determining the diagnostic aptitude of the samples for the 

diagnosis of scrapie. 

CD3+ cells were observed with a mainly perifollicular distribution, consistent with the 

distribution of T lymphocytes. However, labeling was also demonstrated in cells from the 

follicles. L1+ cells were found in low numbers in interfollicular regions consistent with the 

distribution of macrophages. This coincides with what has been described by other authors.  

From a recombinant PrPC, it was possible to produce an IgY antibody capable of detecting ovine 

PrPC and PrPSc by IHC in ovine and bovine tissues with scrapie and BSE. The immunostaining 

pattern observed in the tissues was similar to that obtained using commercial antibodies. 

It was not possible to detect PrPC in lymphoid tissue fixed in 10% formalin with the antibody 

developed or with the commercial antibodies used, contrary to what was reported by other 

authors. This would be related to the fixative and/or procedures performed, as well as the 

lower detection capacity of the antibodies used in this work. 

The results of this work indicate that the presence of lymphoid tissue in the evaluated mucosa 

would not be associated with the age of the sheep. In the palpebral mucosa it would have less 

development, being easily detectable in the rectum, immediately before the mucocutaneous 

junction. This would be the sample of choice in the event of implementing a scrapie preclinical 

diagnosis strategy. The antibody developed could be useful in the future in assays for the 

diagnosis of animal TSEs. For this, future studies will be necessary in order to characterize 

concentrations of work and inputs for developing.  
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Enfermedades priónicas  

Las enfermedades priónicas son un grupo de trastornos neurodegenerativos que afectan a los 

seres humanos y varias especies animales. Estas enfermedades también se conocen como 

encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) debido a los cambios microscópicos que 

producen en el sistema nervioso central (SNC) y su capacidad de transmisión entre individuos 

susceptibles. Las enfermedades dentro de este grupo incluyen a la enfermedad de Creutzfeldt 

Jakob (ECJ) en humanos, scrapie o prurigo lumbar en ovejas y cabras y la encefalopatía 

espongiforme bovina (EEB) entre otras. Todas ellas tienen un curso crónico con 

manifestaciones neurológicas y culminan en la muerte de los individuos afectados ya que no 

existe un tratamiento curativo para estas patologías. 

La relevancia de estas enfermedades ha ido cambiando a lo largo de los años. La EEB provocó 

fuertes cambios en la producción animal a fines del siglo XX, pero su importancia disminuyó con 

la implementación de medidas de control. Sin embargo, a pesar de estas medidas la EEB y otras 

enfermedades priónicas todavía son diagnosticadas en todo el mundo. Recientemente se 

informó de un nuevo trastorno denominado enfermedad priónica del camello (EPC) en 

dromedarios de Argelia (Babelhadj et al., 2018). Este hallazgo indica que las enfermedades 

priónicas siguen siendo relevantes para la producción animal y la salud pública. 

Las enfermedades priónicas animales se conocen desde 1732, cuando se describió el scrapie en 

una oveja merina en España y más tarde en Gran Bretaña (Liberski, 2012). Durante la década de 

1960, se describieron enfermedades similares en visones y ciervos en América del Norte, 

enfermedades luego conocidas como encefalopatía transmisible del visón (ETV) y enfermedad 

de desgaste crónico (EDC), respectivamente. Pero fue en 1986 cuando las enfermedades 

priónicas animales cobraron mayor relevancia. En ese año, se realizó la primera descripción de 

una enfermedad similar a scrapie que afectaba al ganado bovino. Debido al aspecto 

microscópico del encéfalo de los animales afectados y a su transmisibilidad se la denomino 

encefalopatía espongiforme bovina (EEB) (Wells et al., 1987), cuyo impacto fue mayor que el de 

otras enfermedades priónicas debido a la importancia económica de esta especie. El interés por 

estas patologías aumentó significativamente en 1996, cuando se relacionó a la EEB con una 

variante de la ECJ en humanos y, por lo tanto, se consideró una zoonosis (Bruce et al., 1997; 

Will et al., 1996). Debido a la gravedad de la enfermedad y el riesgo que representaba para los 

animales y los humanos, se implementaron con éxito medidas estrictas para reducir la 

transmisión de la EEB y el número de nuevos casos ha disminuido drásticamente en los últimos 

años. En la actualidad la EDC se convirtió en la enfermedad priónica animal más preocupante 

porque se ha demostrado que es capaz de mantenerse en poblaciones de animales silvestres y 

se ha extendido por grandes áreas. Inicialmente limitada a algunos estados de los Estados 

Unidos (EE. UU.) y Canadá, la EDC ha sido detectada recientemente en otras regiones de ambos 

países (Rivera et al., 2019) y también en Noruega, Suecia y Finlandia (Benestad et al., 2016; 

Koutsoumanis et al., 2019). Además, se ha propuesto que la EDC podría representar una 
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enfermedad zoonótica y, por lo tanto, un riesgo potencial para la salud pública (Hannaoui et al., 

2017). 

Etiología y susceptibilidad genética  

Aunque las EET se conocen desde hace siglos, el agente etiológico se caracterizó a finales del 

siglo XX cuando se postuló la hipótesis del prion (Prusiner, 1982). Se propuso que scrapie es 

causada por una isoforma mal plegada de la proteína priónica celular normal (PrPC), que se 

encuentra constitutivamente en las células nucleadas de todas las especies superiores con una 

concentración más alta en el SNC. La forma mal plegada se denominó originalmente proteína 

priónica resistente a proteasas (PrPres) o proteína priónica de scrapie (PrPSc). La conversión de 

PrPC en PrPres es un proceso postraduccional que aún no se ha dilucidado por completo. 

La estructura primaria de PrPC consiste en 256 aminoácidos en ovejas, que varía ligeramente 

entre especies animales. La estructura secundaria de la PrPC es principalmente helicoidal (40% 

de hélice α y 3% de lámina β) cuando se solubiliza en detergentes en ausencia de cationes. La 

formación de PrPres conduce a una modificación de estructuras secundarias (30% hélice α y 45% 

lámina β) que modifican sus características bioquímicas (Pan et al., 1993). Mientras que PrPC es 

completamente degradada por proteasas, PrPres es parcialmente resistente. Por esta razón, 

PrPres se acumula en neuronas y células gliales, provocando la vacuolización de la sustancia gris 

con el cambio microscópico "espongiforme" que caracteriza a las enfermedades priónicas. 

Al igual que otros agentes infecciosos, los priones presentan variedades de cepas que pueden 

causar diferentes periodos de incubación, signos clínicos, lesiones y diferentes 

comportamientos bioquímicos. Aunque no se ajuste totalmente al concepto clásico de “cepa” 

utilizado en microbiología (ya que este agente no posee ácidos nucleicos), es un término 

utilizado desde 1968 en las investigaciones referidas a enfermedades priónicas (Dickinson et al., 

1968; Zink, 2021). De esta manera pueden diferenciarse cepas de PrPres provenientes de 

diferentes orígenes. Principalmente se utilizan los siguientes parámetros para caracterizar 

cepas de priones: 

• Propiedades biológicas: basadas en períodos de incubación, signos clínicos, lesiones 

histopatológicas, distribución de PrPres y especies susceptibles. 

• Propiedades bioquímicas: estabilidad frente a agentes desnaturalizantes, patrones de 

glicosilación, movilidad electroforética después de la digestión con proteinasa K (PK) y 

resistencia a la degradación proteolítica. 

La PrPC está codificada en el gen PRNP y se expresa en niveles elevados en el SNC, asociada 

principalmente a neuronas y astrocitos con niveles más bajos presentes en oligodendrocitos y 

microglía. También se puede encontrar en otros tejidos como músculo, sistema nervioso 

periférico (SNP) o tejido linfoide (TL), pero en menor cantidad que en el SNC (Watts et al., 

2018). Aunque se desconoce la función de la PrPC, se ha demostrado que su ausencia en 
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ratones knockout vuelve al animal resistente a las enfermedades priónicas (Weissmann & 

Flechsig, 2003). Por tanto, la expresión de esta proteína en las células de individuos 

susceptibles es una condición necesaria para el desarrollo de estas enfermedades. 

A diferencia de otras EET, se ha descripto una asociación entre el riesgo de infección por scrapie 

y algunos genotipos de ovejas. Esta susceptibilidad genética a la enfermedad viene dada por el 

polimorfismo del gen PRNP y principalmente a variaciones en los aminoácidos codificados en 

tres codones: 136, 154 y 171. De estas combinaciones surgen 5 alelos (VRQ, ARQ, AHQ, ARH y 

ARR) con 15 posibles genotipos (Goldmann, 2008). Entre estos, el genotipo VRQ/VRQ confiere 

alta susceptibilidad a scrapie, mientras que ARR/ARR se asocian con baja susceptibilidad (Baylis 

et al., 2004). De esta forma, la infección depende de la exposición al agente infeccioso y de la 

susceptibilidad genética del individuo. Estos hallazgos llevaron al desarrollo de programas de 

control en Europa con el objetivo de eliminar aquellos individuos con genotipos susceptibles a 

scrapie (Melchior et al., 2010). 

En cabras, se han descripto alrededor de 50 polimorfismos del gen PRNP. Sin embargo, no se ha 

determinado con la misma precisión que en las ovejas si existe una correlación directa entre los 

genotipos caprinos y la susceptibilidad de contraer scrapie (Greenlee, 2019).  

En otras EET no se ha demostrado predisposición genética. Algunos estudios en bovinos 

revelaron que algunas regiones fuera de la región codificante del gen PRNP están asociadas con 

variaciones en la susceptibilidad a EEB (Vernerova et al., 2014). A pesar de eso, la genética no 

es un aspecto considerado en los programas actuales de prevención de la EEB. En el caso de la 

EDC, afecta a varias especies de cérvidos, por lo que la susceptibilidad o resistencia genética 

dependerá de cada una de ellas. Se han realizado estudios en algunas especies, pero no se han 

observado resultados sustanciales (Mead et al., 2019). 

Tipos de EET 

Las EET animales hasta aquí mencionadas son denominadas Clásicas debido a que respetan 

aspectos clínicos, patológicos y moleculares descriptas en la bibliografía. En 1998, se notificaron 

en Noruega algunos casos de scrapie que no respondían a la distribución típica de lesiones 

espongiformes (Benestad et al., 2003). Esta nueva forma de enfermedad se llamó originalmente 

Nor98 y actualmente se conoce como scrapie atípico. La distribución de PrPSc difiere en ambas 

formas de enfermedad, con una acumulación mínima de priones en el tronco encefálico y una 

mayor distribución en el cerebelo y la corteza cerebral en la forma atípica (Benestad et al., 

2008; Moore et al., 2008; Nentwig et al., 2007). Además de las diferencias en la distribución de 

los depósitos de priones y los signos clínicos, estas formas también varían en las características 

bioquímicas como los sitios de glicosilación y clivaje. Por ejemplo, se ha demostrado un patrón 

diferencial de bandas en ensayos electroforéticos (Benestad et al., 2008). En cuanto a la 

susceptibilidad genética, el scrapie atípico puede afectar a ovejas con genotipos resistentes a la 

forma clásica (Buschmann et al., 2004; De Bosschere et al., 2007). Sin embargo, los 
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polimorfismos en los codones 141 (fenilalanina) y 154 (histidina) se han asociado en gran 

medida con casos de scrapie atípico en ovejas (Moum et al., 2005). 

En 2004, se detectaron casos de vacas con características diferentes a los informados anteriores 

de EEB en Italia (Casalone et al., 2004) y Francia (Biacabe et al., 2004). Además, los priones 

aislados eran diferentes entre sí. Básicamente, mostraron fragmentos de péptidos con 

diferente tamaño molecular después de la digestión con proteasas. El prion con fragmentos 

más grandes que los casos típicos de EEB se denominó H-BSE; el otro con un fragmento de 

menor masa molecular se denominó L-BSE. Entonces, la forma típica de enfermedad comenzó a 

denominarse EEB clásica (C-BSE) y la H y L-BSE se reconocen como “formas atípicas de EEB”. 

Debido a su baja prevalencia, es difícil investigar casos atípicos de EEB en su estado natural, 

pero la enfermedad se ha reproducido experimentalmente. En estos estudios se observó que la 

región del óbex en el tallo cerebral no es la región con mayor acumulación de PrPSc, 

distribuyéndose de manera más uniforme por todo el encéfalo (Priemer et al., 2013). 

El scrapie atípico y la EEB atípica ocurren generalmente en animales de edad avanzada y tienen 

una distribución esporádica y baja prevalencia, a diferencia de las formas clásicas de estas 

enfermedades (P. Brown et al., 2006; Fediaevsky et al., 2008; Sala et al., 2012). Además, se han 

notificado casos atípicos en países o regiones donde las formas clásicas son enfermedades 

exóticas como los casos de H-BSE en Noruega, Suecia y Brasil (Organización Mundial de Sanidad 

Animal, 2020) o casos de scrapie atípico en Nueva Zelanda (Kittelberger et al., 2010), Australia 

(Cook et al., 2016) y las Islas Malvinas (Epstein et al., 2005). Estos hallazgos sugieren que el 

origen de la forma atípica de estas enfermedades es completamente diferente al origen de la 

forma clásica. 

Aunque el primer caso notificado de scrapie atípico fue en 1998, estudios retrospectivos 

mostraron que han existido casos atípicos desde al menos 1987 (Webb et al., 2009). La 

transmisibilidad potencial del scrapie atípico se verificó experimentalmente por vía intracraneal 

y oral en ovejas (Simmons et al., 2007, 2011) y ratones transgénicos ovinizados (que expresan 

PrPC ovino) (Le Dur et al., 2005). Sin embargo, no hay evidencia de que el scrapie atípico se 

transmita en condiciones naturales. La ausencia de transmisión horizontal podría estar 

relacionada con la falta de distribución y acumulación de PrPSc en los tejidos periféricos de los 

animales afectados (Benestad et al., 2003; Buschmann et al., 2004; Nentwig et al., 2007). Sin 

embargo, un estudio demostró que, en casos naturales y experimentales de scrapie atípico en 

ovejas, los tejidos periféricos pudieron ser infecciosos para ratones transgénicos, aunque la 

PrPSc no se detectó mediante técnicas clásicas como inmunohistoquímica, ELISA o 

inmunotransferencia (Andréoletti et al., 2011). De esta manera, la PrPSc podría estar presente 

en pequeñas cantidades probablemente por debajo de la sensibilidad analítica de esas técnicas, 

siendo infectivos los tejidos a pesar de no detectarse el agente. 

En el caso de la EEB atípica, la infectividad tanto del tipo H como del tipo L pudo demostrarse 

en ratones transgénicos con sobreexpresión de PrPC bovina (Buschmann et al., 2006), y luego 
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por vía intracraneal en ganado bovino (Balkema-Buschmann et al., 2011; Lombardi et al., 2008). 

También se ha demostrado la infectividad del tejido nervioso periférico y el músculo 

esquelético en bovinos infectados experimentalmente con L-BSE y H-BSE (Sawada et al., 2019). 

Sin embargo, la vía oral no sería una vía de transmisión eficiente según los resultados en 

bovinos desafiados con L-BSE (Okada et al., 2017). Solo 1 de 16 terneros inoculados por vía oral 

desarrolló signos clínicos leves después de 88 meses de incubación, y ese individuo había sido 

inoculada con una dosis alta de homogeneizado de cerebro infectado con L-BSE. 

En base a estos resultados ya los datos epidemiológicos, se cree que las formas atípicas de las 

enfermedades priónicas tienen un origen espontáneo y su transmisión puede ser muy baja o 

nula en condiciones naturales. 

Scrapie 

Considerando las enfermedades priónicas de los animales, scrapie es la más conocida. Ha sido 

el prototipo para el estudio de las enfermedades priónicas y es la más extendida, con el mayor 

número de casos nuevos notificados (EFSA, 2021). Además, aunque no ha habido evidencia de 

transmisión de scrapie a humanos, se ha postulado un riesgo potencial ya que se ha transmitido 

a primates y también a ratones transgénicos que sobreexpresan PrPC humana nativa (Cassard 

et al., 2014; Comoy et al., 2015).  

El scrapie afecta a ovejas, cabras y muflones en condiciones naturales pero la infección se ha 

logrado experimentalmente en ratas (Chandler & Fisher, 1963), ratones (Chandler, 1961), 

hámsteres (Zlotnik & Rennie, 1965), diferentes tipos de monos (Baker et al., 1993; Comoy et al., 

2015; Gibbs et al., 1980) y otras especies. Así, más allá de su riesgo hipotético para otras 

especies, la propagación de scrapie entre los pequeños rumiantes crea barreras comerciales 

para las ovejas y las cabras y sus productos derivados. 

Patogenia 

La ruta natural de infección es incierta, pero es ampliamente aceptado que existe transmisión 

horizontal, siendo la vía oral la más probable (Greig, 1940). En condiciones experimentales, 

siguiendo la vía oral se observó que luego de ingresar la PrPSc se deposita en tejido linfoide, 

como tonsilas, placas de Peyer, linfonódulos mesentéricos y tejido linfoide asociado al intestino 

(TLAI) (Andreoletti et al., 2000). Desde allí, el agente se propaga al sistema nervioso entérico 

(SNE), que forma parte del SNP (Heggebø et al., 2003; McBride et al., 2001).  

Después de la infección oral, la PrPSc debe atravesar el epitelio del tracto gastrointestinal para 

llegar al tejido linfoide donde puede ser encontrada en las primeras etapas de la enfermedad. 

Se han propuesto varios mecanismos, y el más aceptado incluye la transcitosis por células M 

(Heppner et al., 2001; Miyazawa et al., 2010) y posiblemente la captura y transporte por células 

dendríticas migratorias (Huang et al., 2002; Huang & MacPherson, 2004). 
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A nivel celular, las células dendríticas foliculares (CDF) parecen jugar un papel importante en la 

patogénesis del scrapie. Estas células están presentes en los folículos linfoides (FL) y expresan 

cantidad moderada de PrPC en condiciones normales (McBride et al., 1992). Se ha demostrado 

que la presencia de CDF es esencial para el desarrollo de la enfermedad ya que la infección de 

scrapie fue ineficaz en ratones con deficiencia de CDF (K. F. D. Brown et al., 1999; Mabbott et 

al., 2000). Los linfocitos B también son importantes, pero probablemente porque son 

necesarios en la maduración y el mantenimiento de las CDF (Bruce et al., 2000; Prinz et al., 

2003). Igualmente pueden estar involucrados en la primera etapa de diseminación desde los 

sitios de acumulación más tempranos hasta órganos linfoides secundarios como el bazo a 

través de la sangre y la linfa (J. C. Edwards et al., 2010; Mok et al., 2012). Los macrófagos son 

otras células donde pueden encontrarse acumulaciones tempranas de PrPSc, especialmente en 

los denominados tingible body macrophages (TBM). Estas células están presentes en los 

centros germinales de los folículos linfoides y su función es fagocitar linfocitos apoptóticos que 

se observan al microscopio como “cuerpos teñibles” (de ahí su nombre en inglés). Algo similar 

ocurriría con los priones acumulados y fagocitados (Heggebø et al., 2002; Herrmann et al., 

2003). Todos estos mecanismos están representados en la figura 1. 
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Figura 1. Representación gráfica de la posible diseminación de PrPres desde la luz del intestino. TBM: tingible body 

macrophages; CDF: células dendríticas foliculares; OLS: órganos linfoides secundarios; SNP: sistema nervioso 

periférico; SNC: sistema nervioso central. 

El SNE sería el sitio inicial de neuroinvasión de PrPSc (Chiocchetti et al., 2008). Después de que la 

PrPSc invade el SNE, es diseminada de forma retrógrada a través de fibras nerviosas simpáticas y 
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parasimpáticas eferentes que inervan el intestino, al núcleo motor dorsal del nervio vago 

(NDNV) en el bulbo raquídeo y la región torácica de la médula espinal (Van Keulen et al., 2002).  

En cuanto a sistema inmune de los individuos afectados, en los animales con scrapie, la PrPSc no 

estimula una respuesta humoral apreciable probablemente debido a que su secuencia de 

aminoácidos es idéntica a la de PrPC (Porter et al., 1973).  Tampoco se suelen observar cambios 

inflamatorios en los tejidos lesionados (Jeffrey & González, 2004). 

Transmisión 

La principal fuente de infección de PrPSc serían las hembras preñadas infectadas, las cuales al 

momento del parto eliminarían gran cantidad de PrPSc en sus placentas. Los animales 

susceptibles se infectarían al ingerir al agente durante o posterior al parto (Andréoletti et al., 

2002; Garza et al., 2017; Lacroux et al., 2007; Tuo et al., 2002). 

Al igual que con otras enfermedades transmisibles, las fuentes de contaminación ambiental 

están involucradas en la propagación de scrapie. Las secreciones y excreciones de los individuos 

afectados pueden contribuir a la transmisión horizontal. Se detectó PrPSc en heces y orina de 

ovejas naturalmente infectadas con scrapie (Rubenstein et al., 2011; Terry et al., 2011) y 

también en saliva (Maddison et al., 2010; Tamgüney et al., 2012). 

La transmisión vertical parece ser otra forma importante de mantener el scrapie en rebaños de 

cabras y ovejas. Existe una mayor incidencia de scrapie en las crías de ovejas afectadas 

naturalmente (Hoinville et al., 2010), aunque esto podría deberse a varias formas de 

transmisión. Una posible explicación a esta alta incidencia podría ser la transmisión a través de 

la leche o el calostro que ha sido demostrada en ovejas y cabras (Konold et al., 2008, 2013, 

2016; Zhuang et al., 2018) y también ha sido demostrada la transmisión in útero en ovejas con 

un genotipo susceptible (Foster et al., 2013). 

Ya en la década de 1970, la transmisión de scrapie a las ovejas se había demostrado mediante 

la administración oral de membranas fetales (Pattison et al., 1972, 1974), incluso antes de que 

se conociera el agente causal. Estudios posteriores evidenciaron que la acumulación de PrPSc 

depende del genotipo del gen PRNP en el feto. Las ovejas infectadas con scrapie pueden 

acumular grandes cantidades de PrPSc en placentomas solo si el feto posee un genotipo 

susceptible de contraer la enfermedad (Andréoletti et al., 2002; Garza et al., 2017; Lacroux et 

al., 2007; Tuo et al., 2002). Este descubrimiento fue fundamental para el desarrollo de 

programas de control de cría que se implementaron en diferentes países. En el caso de las 

cabras con scrapie adquirida naturalmente, la acumulación de PrPSc en los tejidos placentarios 

es baja (O’Rourke et al., 2011). A pesar de la pequeña cantidad de PrPSc, los tejidos placentarios 

de las cabras mantienen su potencial infeccioso y ha sido posible transmitir scrapie a corderos y 

cabritos al administrar placenta infectada por vía oral (Schneider et al., 2015). Estos estudios 
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revelaron que los tejidos placentarios son una fuente importante de infección que podría 

contaminar el medio ambiente durante la temporada de partos. 

También se ha indicado que la acumulación de PrPSc aumenta en presencia de inflamación 

crónica en determinados tejidos. Considerando la transmisión, este hecho cobra relevancia 

cuando se produce una inflamación crónica en órganos relacionados con la excreción o 

secreción. Por ejemplo, la transmisión de scrapie a través de la leche puede verse potenciada 

por la mastitis crónica en ovejas y cabras con coinfección lentiviral (Lacroux et al., 2008; Ligios 

et al., 2011). Esta potenciación probablemente se deba a la acción de los lentivirus de pequeños 

rumiantes (LvPR) que producen una reacción inflamatoria que favorece la acumulación de PrPSc 

en el sitio de la inflamación (González et al., 2010; Salazar et al., 2010; Zhuang et al., 2018). Este 

hallazgo es importante ya que las infecciones por LvPR son altamente prevalentes y endémicas 

a nivel mundial, y podrían actuar como potenciadores en la transmisión y perpetuación del 

scrapie en rebaños de ovejas y cabras. 

Fuentes de infección Métodos de detección Referencias 

Tejidos placentarios 
Transmisión a ovejas, cabras y 
ratones; detección de PrPSc por 
inmunotransferencia, IHQ y ELISA 

Andréoletti et al., 2002; Lacroux et al., 
2007; O’Rourke et al., 2011; Onodera et 
al., 1993; Pattison et al., 1972, 1974; R. 
E. Race et al., 1998; Tuo et al., 2002 

Leche y calostro 
Transmisión a ovejas, cabras y ratones 
transgénicos ovinizados; detección de 
PrPSc por PMCA 

Konold et al., 2008, 2013, 2016; 
Lacroux et al., 2008; Maddison et al., 
2009; Zhuang et al., 2018 

Materia fecal Detección de PrPSc por PMCA Terry et al., 2011 

Orina Detección de PrPSc por PMCA Rubenstein et al., 2011 

Saliva 
Transmisión a ratones transgénicos 
ovinizados; detección de PrPSc por 
PMCA 

Gough et al., 2012; Maddison, et al., 
2010; Tamgüney et al., 2012 

Semen 
Transmisión a ratones transgénicos 
ovinizados; detección de PrPSc por 
PMCA 

Rubenstein et al., 2012 

Sangre 
Transmisión a ovejas y detección de 
PrPSc por PMCA 

Houston et al., 2008; Thorne & Terry, 
2008 
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Tabla 1. Resumen de posibles fuentes de infección de scrapie en ovinos y caprinos. (IHQ): inmunohistoquímica; 

(ELISA): inmunoensayo enzimático; (PMCA): amplificación cíclica de malplegamiento de proteínas. 

Otras EET animales 

Encefalopatía espongiforme bovina (EEB) 

El primer caso de EEB clásica se notificó en 1986 (Wells et al., 1987), y dos años después se 

pudo comprobar su transmisibilidad mediante la inoculación en ratones (Fraser et al., 1988). 

Aunque el origen del brote sigue siendo incierto, la transmisión de la EEB ha sido bien estudiada 

en los años posteriores debido al riesgo de transmisión a humanos. Se realizaron muchos 

estudios epidemiológicos para comprender esta nueva enfermedad y se encontró que la 

incidencia de la EEB era mayor en los rodeos lecheros que en los de carne, y esto podría 

haberse debido a las diferencias en los modos de alimentación de ambos sistemas de 

producción (Bradley, 1991; Wilesmith et al., 1992). En base a estos datos epidemiológicos y la 

ausencia de transmisión horizontal directa, se estableció que la principal fuente de infección de 

la EEB eran los alimentos que contenían harina de carne y huesos con los que se alimentaba al 

ganado (Anderson et al., 1996). Este hecho llevó a la prohibición de alimentar al ganado con 

proteínas de rumiantes en varios países. 

La patogenia de la EEB, siguiendo la vía oral, es similar a la de scrapie en las primeras etapas. La 

PrPEEB se deposita inicialmente en las placas de Peyer, TLAG y tonsilas, y luego se distribuye al 

SNC a través del SNP (Hoffmann et al., 2007, 2011; Terry et al., 2003; Wells et al., 2005). La 

principal diferencia con scrapie es que los individuos afectados con EEB presentan una escasa o 

nula distribución de priones en el tejido linfoide, a excepción de los ya mencionados (Birkett et 

al., 1997; Espinosa et al., 2007; Wells et al., 1998). 

Debido a nuevos casos de EEB en animales nacidos después de la prohibición de alimentación 

en el Reino Unido, algunos investigadores sospecharon que también era posible la transmisión 

vertical (Curnow & Hau, 1996; Lacey & Dealler, 1994). Algunos estudios de cohortes indicaron 

un mayor riesgo de desarrollar EEB en terneros nacidos de madres que ya habían desarrollado 

signos clínicos de EEB (Donnelly et al., 1997; Wilesmith et al., 1997). Sin embargo, no hay 

evidencia clara de transmisión vertical en el ganado. Además, se demostró que los embriones 

no serían infecciosos incluso si se recolectaran de madres en la etapa clínica final de la EEB 

(Wrathall et al., 2002). De hecho, varios autores propusieron que la causa de los nuevos casos 

de EEB en animales nacidos tras la prohibición de alimentar a rumiantes con proteínas de 

origen animal era la contaminación cruzada con alimento para otros animales de producción 

como cerdos o aves, que legalmente podían contener harina de carne y huesos (Abrial et al., 

2004; Allepuz et al., 2007; Jarrige et al., 2007; Paul et al., 2007; Pottgiesser et al., 2006; 

Schwermer et al., 2007; Stevenson et al., 2005). 
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Se investigó a la leche como fuente de PrPEEB porque podría ser una ruta de transmisión entre la 

madre y el ternero, pero principalmente por el riesgo para los humanos relacionado con el 

consumo de productos lácteos. Se han realizado muchos estudios sobre este tema, pero hasta 

la fecha no hay evidencia de que la EEB pueda transmitirse a través de la leche o el calostro 

(Domingo, 2002; Everest et al., 2006; Vetrugno, 2004). 

En cuanto a otras secreciones, se ha detectado PrPEEB en muestras concentradas de saliva de 

bovinos afectados de EEB (Okada et al., 2012), aunque no se ha establecido su infectividad. Se 

necesitarían más estudios para ampliar el conocimiento sobre la infectividad potencial en las 

secreciones o excreciones de animales infectados con EEB, pero la baja incidencia actual de la 

enfermedad podría sugerir que la saliva no es una fuente esencial para la infección. 

EEB en pequeños rumiantes 

Como se ha descripto, las investigaciones sobre la EEB indicaron que la alimentación era la 

principal vía de transmisión de la enfermedad. Los pequeños rumiantes estuvieron expuestos al 

mismo alimento que el ganado bovino durante la década de 1980. Y es por esto que se llevaron 

a cabo algunas investigaciones para discernir la transmisibilidad de la EEB en pequeños 

rumiantes y determinar el riesgo de propagación. Se demostró que las ovejas y las cabras son 

susceptibles a la EEB por vía oral o intracraneal y también que los signos clínicos producidos por 

la EEB son indistinguibles de scrapie (Foster et al., 1993; Van Keulen et al., 2008). Por tanto, la 

posibilidad de que la PrPEEB se haya transmitido a ovinos y caprinos constituiría otro riesgo 

potencial para la salud pública. La distribución de PrPEEB en los tejidos de ovejas infectadas 

experimentalmente fue similar a la observada en scrapie con una amplia distribución en el 

tejido linfoide (Bellworthy et al., 2005; Jeffrey et al., 2001). Sería difícil de controlar si la EEB en 

los pequeños rumiantes se transmitiera por las mismas vías por las que se propaga scrapie. 

Además, los genotipos resistentes scrapie son susceptibles de contraer EEB. Por lo tanto, los 

programas selección genética aplicados en algunos países no ayudarían a prevenir la 

propagación de la EEB en los rebaños de ovejas (Foster et al., 1993; Jeffrey et al., 2001). 

A pesar de toda esta preocupación, solo se han detectado dos casos en cabras con una 

enfermedad priónica natural indistinguible de la EEB en cabras infectadas experimentalmente 

(Eloit et al., 2005; Jeffrey et al., 2006). Por otro lado, no se ha notificado ningún caso de EEB en 

ovejas. 

La transmisión vertical de la EEB en pequeños rumiantes se demostró en el 18 % de los 

corderos nacidos de ovejas infectadas experimentalmente (Jeffrey et al., 2015). La transmisión 

horizontal también se observó en el 0,5% de los casos, aunque este valor es inferior al esperado 

con scrapie. Esta transmisión deficiente probablemente se deba a la baja presencia de PrPEEB en 

los tejidos placentarios (Jeffrey et al., 2015). A pesar de estos hallazgos, la baja transmisión 

observada tanto vertical como horizontalmente sugiere que es poco probable que la EEB pueda 

mantenerse dentro de un rebaño de ovejas. 
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Enfermedad desgastante crónica (EDC) 

Como se mencionó anteriormente, la EDC de los cérvidos se considera una preocupación 

porque es capaz de mantenerse en poblaciones de animales silvestres y se ha extendido por 

grandes áreas. 

La EDC se conoce desde finales de la década de 1960 como una enfermedad que afectaba al 

venado bura (Odocoileus hemionus hemionus) y al venado de cola negra (Odocoileus hemionus 

columbianus) en cautiverio. En 1980, la EDC se caracterizó clínica y patológicamente como una 

encefalopatía espongiforme (Williams & Young, 1980). A lo largo de los años, la EDC también se 

describió en otras especies de cérvidos en cautiverio y en libertad, como el alce de las 

Montañas Rocosas (Cervus elaphus nelsoni), el venado de cola blanca (Odocoileus virginianus), 

el alce (Alces alces), el ciervo canadiense (Cervus canadensis), el ciervo rojo (Cervus elaphus 

elaphus), el ciervo sika (Cervus nippon) y el reno (Rangifer tarandus) (Benestad et al., 2016; 

Schwabenlander et al., 2013). 

En base al conocimiento de otras enfermedades priónicas animales, se supone que la principal 

vía de entrada de la PrPEDC es la oral. La patogenia a través de la ingestión y distribución tisular 

de PrPEDC parece ser similar a la descripta en ovejas infectadas con scrapie. Hay una distribución 

temprana en el tejido linfoide, seguida de diseminación al SNC, SNP y otros órganos (Fox et al., 

2006; Sigurdson et al., 1999, 2001, 2002). Pero a diferencia de lo observado en ovejas 

infectadas con scrapie, la acumulación de PrPEDC es mayor en los ganglios linfáticos 

retrofaríngeos que en las placas de Peyer de ciervos infectados con EDC (Fox et al., 2006; 

Sigurdson et al., 1999). 

De manera similar a lo que sucede scrapie, se ha observado transmisión horizontal directa o 

indirecta en la EDC (Miller & Williams, 2003), lo que indica que el tejido linfoide cumple un 

papel en la transmisibilidad de la enfermedad. En un estudio que comparó los niveles de PrPEDC 

entre ciervos y alces afectados por EDC, la distribución de priones en los tejidos extraneurales 

fue menor en los alces (Race et al., 2007). Los autores sugieren que esta baja distribución 

periférica extraneural de PrPEDC podría explicar dos situaciones: primero, la baja incidencia de 

EDC en alces; y segundo, transmisión horizontal insuficiente de EDC en alces en comparación 

con ciervos. 

Se han estudiado la saliva, la orina y las heces como posibles fuentes de infección natural de 

EDC. La infectividad de la saliva de animales infectados se confirmó mediante su administración 

oral a ciervos sanos que desarrollaron EDC después de la exposición (Mathiason et al., 2006, 

2009). Años más tarde, se detectó PrPEDC en saliva, orina y heces de animales afectados, y se 

demostró su infectividad en el modelo ratón (Haley et al., 2009; Pulford et al., 2012). Además, 

la PrPEDC podría incluso detectarse en la saliva (Henderson et al., 2013), la orina (John et al., 

2013) y la materia fecal (Tamgüney et al., 2009) de animales asintomáticos. Estos hallazgos 

sugieren que los animales infectados pero sanos podrían ser una fuente de infección para otros 
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animales. Por otro lado, la detección de PrPEDC en saliva, orina y heces podría utilizarse como un 

diagnóstico alternativo, no invasivo y preclínico de animales. 

Debido a las numerosas similitudes entre la EDC y scrapie, se realizaron varios estudios para 

investigar la posibilidad de transmisión vertical en la EDC. La primera evidencia de 

transmisibilidad entre cervatillos y ciervas infectadas se realizó en el ciervo muntíaco de 

Reeves, una especie experimentalmente susceptible a la enfermedad, pero sin informes de 

transmisión natural hasta la fecha (Nalls et al., 2013). Este estudio demostró la presencia de 

PrPEDC en tejidos fetales recolectados de ciervas preñadas enfermas. En una investigación 

posterior que utilizó el mismo modelo de cérvido, se detectaron priones infecciosos en 

placentomas y líquido amniótico (Nalls et al., 2017). La acumulación de PrPEDC también podría 

evidenciarse en el tracto reproductivo y los tejidos fetales de alces silvestres expuestos de 

forma natural (Selariu et al., 2015). Todos estos hallazgos sugieren que la transmisión de EDC 

en el útero es posible y que los fluidos y tejidos placentarios podrían ser otra fuente de 

contaminación ambiental. 

Otras enfermedades priónicas animales 

Además de las especies antes mencionadas, se han informado enfermedades priónicas en 

visones, félidos, varias especies de antílopes y primates no humanos (Bons et al., 1996, 1999; 

DEFRA, 2019; Hartsough & Burger, 1965). Se cree que estos reportes son el resultado de la 

ingestión de alimentos contaminados con priones de rumiantes. ETV se asoció con scrapie y, 

más recientemente, con L-BSE (Comoy et al., 2013; Hanson et al., 1971). Los reportes de 

enfermedades priónicas en félidos, primates no humanos y antílopes aparecieron a partir de 

1990, principalmente en el Reino Unido durante el brote de EEB, y fueron asociados con el 

consumo de PrPEEB (Baron et al., 1999; Eiden et al., 2010; Jeffrey et al., 1992; Kirkwood & 

Cunningham, 1994). De hecho, luego de que se tomaran medidas para controlar la EEB, no se 

reportaron más casos de enfermedades priónicas en las especies mencionadas. 

Recientemente se informó una nueva enfermedad priónica en dromedarios (Camelus 

dromedarius) de Argelia, designada como enfermedad priónica del camello (EPC) (Babelhadj et 

al., 2018). Tres animales afectados mostraron signos neurológicos durante una inspección 

antemortem de rutina en un matadero. Luego, se detectó la presencia de PrPEPC en tejidos 

nerviosos mediante inmunohistoquímica e inmunotransferencia junto con las lesiones 

espongiformes características de las enfermedades priónicas. También se detectó PrPEPC en los 

linfonódulos periféricos de uno de los animales afectados. Esto es importante ya que la 

distribución de priones en el tejido linfoide periférico está asociada con la transmisión 

horizontal en scrapie y en la EDC.  
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Diagnóstico de scrapie 

1. Diagnóstico clínico  

Las manifestaciones clínicas del scrapie clásico ocurren en promedio entre los 2 y los 5 años de 

edad de los animales afectados. Además de los signos clínicos producidos por cambios 

degenerativos en el SNC (cambios en la conducta, ataxia, posiciones anormales, temblores 

involuntarios), los animales afectados desarrollan prurito intenso con pérdida de lana, 

dermatitis por rascado y perdida de la condición corporal que culmina en la muerte del animal 

(EU TSE Reference Laboratory, 2013). Por esto, entre los diagnósticos diferenciales deben 

descartarse parasitosis externas y otras enfermedades del SNC como la Enfermedad de 

Aujeszky. 

En el scrapie atípico la enfermedad clínica es detectada en animales mayores a 5 años y los 

principales signos clínicos notificados son ataxia, cambios de comportamiento y pérdida de 

peso. El prurito no aparece como un signo recurrente, a diferencia de los casos de scrapie 

clásico (Fediaevsky et al., 2008; Konold et al., 2007). 

SI bien la aparición de animales con alteraciones neurológicas y prurito son indicadores de la 

enfermedad, la confirmación requiere de pruebas de laboratorio que permitan detectar al 

agente en tejidos de los animales afectados. 

2. Diagnóstico de laboratorio 

La PrPres puede ser detectada mediante varios procedimientos. La inmunotransferencia, ELISA y 

la IHQ son los métodos más utilizados en investigación y diagnóstico (Gavier-Widén et al., 2005) 

pero en los últimos años se han desarrollado nuevas técnicas, como la amplificación cíclica de 

malplegamiento de proteínas (PMCA por su nombre en inglés protein misfolding cyclic 

amplification) y la conversión inducida por agitación en tiempo real (RT-QuIC por su nombre en 

inglés real time-quaking induced conversion). Estas técnicas consisten en reproducir la 

conversión de PrPC a PrPres in vitro, utilizando la PrPres presente en muestras infectadas. La 

PMCA y RT-QuIC permitieron un avance en el conocimiento de las enfermedades priónicas ya 

que tienen una mayor sensibilidad que otros métodos (Eraña et al., 2020) pero no son 

utilizados como técnicas diagnósticas de rutina. 

El diagnóstico de esta enfermedad se basa en la detección postmortem de la PrPSc en tejido del 

SNC. Las técnicas aprobadas por la Organización Mundial de Sanidad Animal (OMSA) son la 

inmunohistoquímica, la inmunotransferencia o Western blot (WB), y las pruebas rápidas 

(OMSA, 2022). La histopatología fue la prueba diagnóstica utilizada desde la descripción de la 

enfermedad, sin embargo, fue perdiendo relevancia en el siglo XXI debido al desarrollo de 

técnicas más sensibles y específicas. 
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En el caso de scrapie, debido a la acumulación temprana de PrPSc en órganos linfoides, pueden 

implementarse pruebas antemortem incluso preclínicas. Para esto se utilizan muestras de 

tejido linfoide de fácil acceso. Los más utilizados son el tejido linfoide asociado a mucosas del 

recto (Espenes et al., 2006) y el tercer párpado (O’Rourke et al., 2000) pero también pueden 

utilizarse las tonsilas (Schleuder et al., 1998). Estas técnicas son implementadas por algunos 

países como Estados Unidos o Canadá en sus programas de control y erradicación de la 

enfermedad (Animal and Plant Health Inspection Service, 2022; Canadian Food Inspection 

Agency, 2023a).  

Muestras para pruebas postmortem 

Una muestra del bulbo raquídeo a nivel del óbex es la más apropiada para el diagnóstico del 

scrapie clásico ya que es el primer sitio en el que se observan alteraciones morfológicas (OMSA, 

2022). En cuanto al scrapie atípico la distribución es diferente, siendo el cerebelo, el tálamo, 

sustancia nigra y los ganglios basales las zonas más afectadas (Moore et al., 2008). Por lo tanto, 

para cubrir el diagnóstico de las dos formas conocidas de la enfermedad, la OMSA establece 

que el bulbo raquídeo y el cerebelo son las principales zonas que deben muestrearse (OMSA, 

2022).  

La toma de muestra puede realizarse a través del foramen magno con la ayuda de cucharas 

especiales diseñadas para este fin o a través de la apertura del cráneo. En el caso de la 

vigilancia epidemiológica con estas dos muestras alcanzan, pero si el animal fuera sospechoso 

de estar infectado sería necesario el análisis del encéfalo completo (OMSA, 2022).  

Histopatología 

Utilizada para diagnóstico de EETs durante largo tiempo mediante la detección del cambio 

espongiforme del SNC, la histopatología no es recomendada actualmente para el diagnóstico de 

estas enfermedades (OMSA, 2022). La utilización de técnicas que utilizan anticuerpos 

específicos para la detección de PrPres aumentó la sensibilidad del diagnóstico. Esto se debe a 

que la acumulación de PrPres en los tejidos ocurre antes de la aparición de lesiones y signos 

clínicos (Jeffrey & González, 2004) por lo que hace que esta técnica no sea adecuada para 

demostrar la ausencia de infección en una población (OMSA, 2022). 
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Figura 2. Vacuolización del neuropilo en el NDVD, SNC de un ovino afectado con scrapie, hematoxilina y eosina, 

10X. 

La típica lesión histopatológica de las EETs es la degeneración espongiforme de la sustancia gris 

sin cambios inflamatorios. Esta lesión consiste en la vacuolización bilateral y simétrica de las 

neuronas y del neuropilo circundante acompañada de una gliosis variable (figura 2). Si bien en 

casos avanzados la afección del encéfalo es generalizada, la región inicialmente afectada es el 

tronco encefálico, especialmente los sitios blanco. La vacuolización en un solo sitio blanco es 

suficiente para una confirmación histopatológica (APHA, 2019), sin embargo, la ausencia de 

lesión en caso de sospecha clínica no podría descartar la infección. Los sitios blanco comunes en 

ovinos con scrapie y los bovinos con EEB son el núcleo del tracto solitario, el NDNV y el núcleo 

del tracto trigeminal. En los casos de scrapie atípico la vacuolización, si es que la hay, se limita a 

la corteza cerebelar, la corteza cerebral y los ganglios basales (Benestad et al., 2008). 

Detección de PrPres mediante IHQ 

La técnica de IHQ puede detectar la PrPres in situ a través de anticuerpos específicos revelados 

por un sistema cromogénico. Por lo general la inmunomarcación ocurre en las mismas regiones 

descriptas para las lesiones histopatológicas, aunque, como ya se mencionó, puede haber 

inmunomarcación sin asociación a lesión (Jeffrey & González, 2004).  

Esta técnica se basa en una reacción antígeno-anticuerpo en donde el antígeno se encuentra en 

secciones de tejido fijadas en formol al 10%, una solución fijadora que produce enlaces 

cruzados. Este entrecruzamiento entre los antígenos y otras proteínas puede reducir o bloquear 

la inmunoreactividad ya que se modifica la estructura tridimensional (estructuras terciaria y 

cuaternaria de las proteínas) (Ramos-Vara & Miller, 2014). Es por esto que es necesario un 
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proceso de recuperación antigénica cuando las muestras fueron fijadas en formol, de manera 

de revertir sus efectos. Este proceso puede ser físico (calor, ultrasonido) o químico (digestión 

enzimática, desnaturalizantes) siendo los métodos más utilizados aquellos que utilizan enzimas 

(PK, tripsina, etc.) y aquellos que utilizan calor húmedo (autoclave, microondas, etc.). En el caso 

del diagnóstico de scrapie se utiliza la combinación de ácido fórmico como agente 

desnaturalizante y calor húmedo.   

Para el reconocimiento de la PrPSc se utilizan anticuerpos monoclonales que luego son 

reconocidos por un sistema de revelado. Estos sistemas se basan en la identificación del 

anticuerpo primario a través de una reacción cromógena. Suelen utilizarse anticuerpos que 

reconocen epítopes de la fracción constante del anticuerpo primario utilizado (anti-ratón, anti-

conejo, etc.). Estos anticuerpos secundarios están conjugados con moléculas que permiten la 

visualización de la reacción antígeno-anticuerpo. Las moléculas más comunes son enzimas 

como la peroxidasa del rábano (HRP del inglés horseradish peroxidase) o la fosfatasa alcalina. 

Estas enzimas en presencia de un sustrato cromógeno producen un precipitado coloreado 

revelando el sitio de la reacción antígeno-anticuerpo. Otro sistema de detección muy utilizado 

es el basado en estructuras poliméricas más complejas. Dichos sistemas constan de un 

polímero de dextrano marcado con peroxidasa y conjugado con inmunoglobulinas anti-ratón y 

anti-conejo. Posee una gran sensibilidad ya que cada complejo contiene numerosas moléculas 

de enzima que amplifica la inmunomarcación.  

El sustrato precipitado puede presentar distintos aspectos dependiendo de su localización 

anatómica y celular. El laboratorio de referencia de las EET animales (Animal and Plant Health 

Agency) se basó en las observaciones de Spiropoulos et al. (2007) para establecer los diferentes 

patrones de inmunomarcación posibles en tejido nervioso de pequeños rumiantes con scrapie 

(APHA, 2019) (ver figuras 3 y 4). 
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Figura 3. Patrones inmunohistoquímicos en la detección de PrPSc en pequeños rumiantes con scrapie (APHA, 2019; 

Spiropoulos et al., 2007). En la imagen (a) se observan depósitos granulares de PrPSc generalizados en el neuropilo. 

También se observa depósitos gliales (flecha roja), intraneuronales (flecha amarilla) y perineuronales (flecha 

negra). En la imagen (b) se observan depósitos punteados generalizados de PrPSc en el neuropilo. También se 

observan depósitos intraneuronales (flecha amarilla). En la imagen (c) se observan depósitos gliales (flechas rojas) 

que dan la impresión de ramificaciones. En la imagen (d) se observan depósitos intragliales (flechas verdes) que 

aparecen pequeños, bien definidos, densos y de forma globular en la cercanía de los núcleos de las células gliales. 
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Figura 4. Patrones inmunohistoquímicos en la detección de PrPSc en pequeños rumiantes con scrapie (APHA, 2019; 

Spiropoulos et al., 2007). En la imagen (e) se observan depósitos coalescentes (flecha azul) de forma amorfa. 

También están presentes depósitos gliales (flecha roja) y granulares. En la imagen (f) a menor aumento se muestra 

la distribución de los depósitos coalescentes en el borde NDNV. En la imagen (g) se ven depósitos coalescentes (y 

granulares). En la imagen (h) depósitos coalescentes perineuronales. En la imagen (i) los depósitos son 

perivasculares. En la imagen (j) son lineales y en la imagen (k) en forma de placa. 
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Inmunotransferencia o Western blot (WB) 

La inmunotransferencia o Western blot (WB) es una técnica de detección específica de 

proteínas a través de anticuerpos. Las proteínas previamente son separadas en un proceso de 

electroforesis y luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno 

(PVDF) donde quedan inmovilizadas para luego ser enfrentadas a los anticuerpos específicos.  

La muestra en este caso es el tejido nervioso de las zonas ya mencionadas que es sometido a 

detergentes como el sarkosyl (lauroil sarcosinato de sodio) para extraer la PrP (Stack, 2004). 

Tanto la PrPC como la PrPSc poseen una masa molecular de 33-35 kDa (Meyer et al., 1986) pero 

la PrPC es totalmente digerida por la PK mientras que la PrPSc no. Solo la porción N-terminal es 

degradada dejando un fragmento de 27-30 kDa en el caso de scrapie clásico (Madec et al., 

1998). Basándose en esta característica del agente, se somete la muestra a la acción de la PK 

para eliminar la presencia de la PrPC evitando que los anticuerpos anti-PrPSc reconozcan 

también la PrPC (OMSA, 2022; Stack, 2004). 

Esta técnica además permite diferenciar entre ambas formas de la enfermedad. En el caso del 

scrapie atípico se observan múltiples fragmentos (de 11 a 31 kDa) luego de la digestión con PK 

(Benestad et al., 2008) debido a que la PrPSc aislada de animales afectados con la forma atípica 

es menos resistente a la PK que la PrPSc aislada de animales con la forma clásica (Buschmann et 

al., 2004).  

Pruebas rápidas 

Debido a la necesidad de identificar rápidamente animales infectados (por necesidad de 

determinar su destino para consumo humano o para evaluar gran número de animales en 

períodos cortos) se desarrollaron kits o sistemas diagnósticos denominados rápidos. Los 

mismos, basados en metodología de ELISA, WB e incluso inmunoensayos de flujo lateral, se 

utilizaron ampliamente a lo largo de la epidemia de EEB. Se desarrollaron productos también 

para diagnóstico de scrapie, aunque su difusión fue mucho menor. Actualmente existen en el 

mercado unas pocas pruebas rápidas para el diagnóstico de EEB y scrapie a partir de muestras 

frescas de SNC. Son kits comerciales de ELISA desarrollados por dos empresas (Bio-Rad e Idexx). 

Estas pruebas actualmente son muy utilizadas para hacer un screening en los sistemas de 

vigilancia epidemiológica debiendo confirmar los resultados positivos o no-concluyentes con 

técnicas confirmatorias (WB comerciales o desarrollados in house, o IHQ) (Groschup & 

Langeveld, 2019).  

Diagnóstico preclínico de scrapie 

Como se mencionó anteriormente, las muestras más utilizadas para este tipo de diagnóstico 

son la mucosa del tercer párpado y la rectal. Las biopsias de tonsila contienen un mayor 

número de folículos linfoides pero su extracción es más dificultosa (O’Rourke et al., 2000). Sin 
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embargo, ha sido propuesta como una muestra complementaria a tomar en frigoríficos ya que 

en algunos casos se ha detectado PrPSc en tonsilas de animales negativos al diagnóstico de EET 

en tejido nervioso (Konold et al., 2020).  

El tercer párpado, también conocido como membrana nictitante, es un pliegue de conjuntiva 

semilunar presente en los rumiantes y otras especies de animales (Schlegel et al., 2001). Se 

encuentra entre la córnea y el párpado inferior en medial del canto del ojo y tiene una 

superficie bulbar adyacente al ojo y otra superficie palpebral en contacto con el párpado 

inferior (figura 5). Además, posee un cartílago en forma de “T” que le aporta estructura. En la 

superficie bulbar pueden observarse dos protuberancias a los costados de la línea media que 

corresponden al tejido linfoide asociado a la conjuntiva que debe muestrearse para el 

diagnóstico de scrapie (O’Rourke, Baszler, Parish, et al., 1998; O’Rourke et al., 2000, 2002). Sin 

embargo, las elevaciones no siempre están presentes y otros autores propusieron que 

protuberancias presentes en la superficie palpebral sean el sitio adecuado a muestrear (Thuring 

et al., 2000).  

 

 

Figura 5. Sección transversal de tercer párpado. A: glándula del tercer párpado; B: cartílago del tercer párpado. 

Modificado de Evans y Miller (2016). 

La mucosa rectal es asiento de tejido linfoide en diferentes especies. Su uso para diagnóstico de 

scrapie se basa en la presencia de acúmulos de folículos linfoides en forma de anillo cercanos a 

la línea recto-anal. Espenes et al. (2006) se basó en descripciones hechas por Aleksandersen et 

al. (1991) para indicar que la muestra adecuada debe tomarse aproximadamente a 2-3 cm 

craneal a la línea recto-anal. Sin embargo, otros autores señalan que la muestra ideal debe 

tomarse de 0 a 1 cm a partir del inicio de la intersección mucocutánea (González et al., 2006; 

Keane et al., 2009). Estas diferencias de criterio limitarían la utilidad de la muestra para 

detección de PrPSc ya que el agente se ubica en folículos linfoides y su ausencia resta relevancia 

al ensayo. 

Superficie palpebral 

Superficie bulbar 
Tejido linfoide 

Cartílago del tercer párpado 

párpado 

Glándula del tercer párpado 
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Otro aspecto a considerar al momento de definir la aptitud diagnóstica de las muestras de 

mucosa es la cantidad de folículos linfoides presentes. Mientras que algunos autores 

consideran necesaria la presencia de 6 o más folículos linfoides en la muestra para ser apta 

para el diagnóstico (O’Rourke et al., 2002), otros opinan que la presencia de un solo folículo es 

suficiente (Monleón et al., 2011).  
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Situación regional y nacional 

No se han registrado en Argentina ninguna EET animal. Desde 1989 se desarrollan actividades 

vinculadas a estas enfermedades siendo el primer país de la región en abordar la temática. De 

esta manera, instituciones públicas y privadas realizaron actividades de investigación, 

capacitación y difusión a profesionales y productores destacándose el accionar del Instituto 

Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), el cual desarrolló un laboratorio de diagnóstico 

para estas enfermedades, realizó actividades de vigilancia epidemiológica a través de su red de 

laboratorios de salud animal (Blanco Viera et al., 1998), y participó de la redacción del análisis 

de riesgo de EEB en Argentina (Schudel et al., 1996). En 2002 se crea el Programa de Prevención 

y Vigilancia de las EET de los animales, con los objetivos de mantener la mejor condición 

sanitaria de Argentina para EEB y otras EET de los animales y certificar la condición sanitaria del 

país respecto de estas enfermedades en productos derivados destinados al consumo interno y 

a la exportación (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2002). Dicho 

programa reconoce al laboratorio de INTA como Laboratorio Nacional de Referencia, el cual 

debido a su accionar a nivel regional fue designado como Laboratorio de referencia de la OMSA 

para EEB y Scrapie durante el período 2009-2018. 

Entre los componentes principales del programa se encuentran la prevención del agente al país 

desde el exterior mediante el control de importaciones de animales y material de riesgo, la 

prevención de la amplificación del agente mediante la prohibición de la alimentación de 

rumiantes con proteína de origen animal (salvo excepciones), y el sostenimiento de un sistema 

de vigilancia capaz de detectar la aparición de casos. 

El control de importaciones se basa en la regulación de las importaciones de mercancías de 

animales vivos, material reproductivo y derivados de origen animal (Servicio Nacional de 

Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2015) pero también en el registro y seguimiento de 

reproductores rumiantes importados (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 

2019b). A su vez, en la Argentina está prohibido ingresar alimentos que contengan como 

ingredientes carnes, menudencias, vísceras, productos, subproductos y derivados de origen 

animal rumiante de determinados países (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 

Agroalimentaria, 2001). Además, existe una regulación en cuanto a alimentos importados para 

consumo humano o animal provenientes de ciertos países que deben ser analizados antes de su 

despacho a plaza. 

Para evitar el reciclado y amplificación del agente (PrPSc) existen medidas de prevención en la 

producción, comercialización y transporte de harinas de carne y hueso animales como la 

eliminación de materiales de riesgo de difusión de las EET (cerebro, cerebelo y médula) o el 

análisis para corroborar ausencia de proteínas animales en la producción de cenizas de hueso. 

También existen restricciones en la producción, comercialización, transporte y utilización de 

alimentos para rumiantes. En Argentina está prohibido alimentar a los mismos con proteínas de 

origen animal o cama de pollo. Los establecimientos que producen alimentos para animales 
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deben estar registrados y habilitados y aquellos que producen alimento para rumiantes y para 

no rumiantes deben tener producciones separadas (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 

Agroalimentaria, 2015). 

El sistema de vigilancia se divide en una vigilancia pasiva y una activa. La vigilancia pasiva de la 

enfermedad consiste en la realización de las pruebas diagnósticas ante la notificación al 

SENASA de un animal con cuadro neurológico compatible con EEB o scrapie. Esta notificación 

puede ser realizada por el productor, encargado, responsable de los animales, veterinario 

privado a cargo del predio o laboratorio de diagnóstico. Al desarrollarse normalmente en áreas 

rurales, la notificación sucede ante una oficina local del SENASA, cuyo veterinario oficial deberá 

atender a nivel de campo y accionar en forma inmediata. Deberá definir clínicamente al animal 

como: animal blanco, sospechoso u otra patología pudiendo dejar en observación al animal, a 

fin de ver su evolución o respuesta a determinados tratamientos. En el caso de arribar al 

concepto de sospecha se realiza la toma de muestra para el diagnóstico de EET (Servicio 

Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2003).  

En cambio, la vigilancia activa se basa en la búsqueda de la enfermedad, mediante un diseño de 

muestreo estadístico de determinadas subpoblaciones de animales en riesgo. Incluye todas las 

acciones que impliquen controles y seguimientos continuos y programados, como así también 

aquellos circunstanciales, por parte de los organismos sanitarios oficiales correspondientes 

(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2003): 

 El seguimiento, ya mencionado, de reproductores rumiantes importados pertenecientes 

a las especies susceptibles. 

 Inspección clínica de animales en predios por diversas causas o en forma concomitante 

con otras acciones (campañas de vacunación, despacho de tropas de zona de 

garrapatas, control de cuarentenas de importaciones y/o exportaciones, etc.). 

 Inspección clínica (antemortem) en frigoríficos. 

 Inspección clínica en concentraciones de hacienda (Mercados Concentradores, Remates 

ferias y Exposiciones). 

 Monitoreo continuo a través del análisis de muestras encefálicas extraídas de 

frigoríficos y de otras fuentes, de animales con sintomatología neurológica o de aquellos 

que respondan a la definición de animal blanco. 

El diseño de muestreo está basado en las recomendaciones de la OMSA que especifica 

estrategias diferentes dependiendo del estatus sanitario del país en cuestión. En nuestro caso, 

al tener un estatus de “riesgo insignificante”, se aplica un tipo de vigilancia activa destinada a 

detectar al menos un caso de EEB si la prevalencia estimada es mayor a un caso sobre 50.000, 

con un nivel de confianza del 95%. Se utiliza un sistema de valoración por puntos, otorgándole 

un valor a cada individuo diagnosticado como negativo según la tabla 2 (Organización Mundial 

de Sanidad Animal, 2022). Para alcanzar el objetivo de este tipo de vigilancia se deben alcanzar 

150.000 puntos en 7 años o menos. 
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Tabla 2. Valores en puntos de las muestras para la vigilancia de EEB tomadas de animales de una subpoblación y 

un grupo de edad determinados (Organización Mundial de Sanidad Animal, 2022). 

El último punto del Programa de Prevención y Vigilancia de las EET es la generación de un 

sistema de difusión, capacitación y educación continua. Desde 1992 se lleva a cabo un 

Programa de capacitación continua con alcance a todo el país, dirigida tanto a agentes de 

SENASA como a personas vinculadas a la sanidad animal y la salud humana. 

Como resultado del programa y de medidas ejecutadas con anterioridad, la Argentina ha 

mantenido siempre la máxima categoría sanitaria para EEB, siendo uno de los pocos países del 

mundo que ha mantenido esta condición desde la existencia de la enfermedad. 

La situación en otros países de América es diferente. Por ejemplo, en América del Norte, 

scrapie ha estado presente desde hace varias décadas. Primero se reportó en Canadá, en 1938 

(Canadian Food Inspection Agency, 2022) y luego en los Estados Unidos en 1947 (United States 

Department of Agriculture, 2022). En estos países existen programas nacionales que apuntan a 

la erradicación de scrapie a través de una vigilancia destinada a identificar los rebaños 

infectados e implementar acciones de control de la enfermedad en establecimientos donde se 

identifique scrapie. El diagnóstico a partir de tejido linfoide de tercer párpado o mucosa rectal 

son considerados dentro de estos programas para confirmar casos e incluso, dentro del 

programa de Estados Unidos, la técnica de IHC en óbex o tejido linfoide es considerada como 

prueba gold standard (Animal and Plant Health Inspection Service, 2022; Canadian Food 

Inspection Agency, 2023a). A pesar de los programas de control implementados desde hace 

años en Estados Unidos y Canadá, scrapie aún está presente en estas regiones (Animal and 

Plant Health Inspection Service, 2023; Canadian Food Inspection Agency, 2023b). 

En cuanto a América Latina existen pocos reportes de scrapie clásico hasta el momento, 

limitándose los mismos a Brasil. El primer caso de scrapie clásico en Brasil fue diagnosticado en 
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1978 y luego se notificaron 16 casos en ovinos y un caso en un caprino entre 1978 y 2010 (de 

Andrade et al., 2015; Leal et al., 2015). En los brotes descriptos solo 4/22 individuos dieron 

positivo a las técnicas a partir del tejido nervioso, todos ellos con signología nerviosa. El resto 

(18/22), fueron detectados como infectados a partir de muestras de tejido linfoide asociado a 

mucosa de tercer párpado o rectal. Esto remarca la importancia del diagnóstico de scrapie a 

partir de tejido linfoide ya que ninguno de esos animales presentaba signos clínicos a pesar de 

estar infectados. 

La presencia de scrapie en países limítrofes representaría un riesgo para el ingreso de la 

enfermedad a la Argentina. Uno de los brotes de scrapie en Brasil ocurrió en el estado de 

Paraná, limítrofe con la provincia de Misiones, Argentina, (Leal et al., 2015). Los individuos 

afectados en estos casos fueron de las razas Dorper y Santa Inés, dos razas que se crían 

actualmente en Misiones (Ministerio del Agro y la Producción de la Provincia de Misiones, 

2020) cuyo origen sea posiblemente Brasil. Aspectos como estos deberían tenerse en cuenta en 

la vigilancia de scrapie en nuestro país.  

Como se comentó previamente, nuestro país cuenta desde 2002 con un Programa de 

Prevención y Vigilancia de las EET, el cual no ha detectado casos de ninguna EET en animales 

(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2023). Si bien el principal foco del 

programa se hace en EEB, el mismo incluye a los ovinos y caprinos. De esta manera, no existe 

un programa de prevención y control específico para scrapie, sino que se incluye a pequeños 

rumiantes entre las especies involucradas en la vigilancia. En este sentido, ovinos y caprinos son 

anualmente evaluados para scrapie, y el ingreso de animales vivos y alimentos o productos de 

origen ovino y caprino se encuentra oficialmente regulado, debiendo cumplirse una serie de 

requisitos específicos para su importación. 

El diagnóstico de scrapie mediante estudios del tejido linfoide es utilizado ampliamente en 

diferentes países. Sin embargo, no se ha estudiado si existen cambios a lo largo de la vida de los 

animales. A su vez, no existen registros de su composición en animales de Argentina. Así, 

conocer características propias del tejido linfoide de mucosas de ovinos y caprinos de Argentina 

podría ser ventajoso al momento de evaluar su utilidad en programas de control y/o 

erradicación de la enfermedad. 
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Hipótesis y objetivos  
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Hipótesis 

Existen cambios en la proporción de tejido linfoide en las mucosas palpebral y rectal de los 

ovinos y caprinos de acuerdo a su edad, que podrían afectar el resultado de las pruebas 

utilizadas para diagnóstico preclínico de scrapie o prurigo lumbar. 

 

Objetivo General:  

Determinar si existen variaciones en el tejido linfoide asociado a mucosas de fácil acceso de 

ovinos y caprinos en relación a su edad y obtener herramientas para el diagnóstico de scrapie. 

 

Objetivo Específico 1:  

Caracterizar la dinámica y los componentes celulares del tejido linfoide presente en las 

mucosas del tercer párpado y recto en ovinos y caprinos de las provincias de Buenos Aires y 

Salta. 

Objetivo Específico 2:  

Producir anticuerpos de yema de huevo (IgY) capaces de reconocer PrPC y proteína priónica 

anómala (PrPSc).  

Objetivo Específico 3:  

Desarrollar y/u optimizar técnicas de laboratorio (IHQ y/o inmunotransferencia) capaces de 

reconocer PrPC y PrPSc.  
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Capítulo 2 
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Caracterización del tejido linfoide asociado a mucosas de ovinos y caprinos de Buenos Aires y 
Salta 

Una de las particularidades que tiene scrapie en comparación con otras EET animales es la 

posibilidad de realizar un diagnóstico preclínico de la misma. Este, realizado in vivo, tendría la 

ventaja de detectar animales infectados que diseminarían el agente en el ambiente. Esto es de 

importancia al momento de ingresar animales a un establecimiento/región libre de scrapie de 

manera de reducir el riesgo de aparición de la enfermedad. Para ello es determinante la 

diseminación temprana del agente en tejido linfoide, lo cual permite su detección en el mismo. 

Debido a su fácil acceso, se utiliza el tejido linfoide asociado a mucosas (TLAM), habiéndose 

demostrado la utilidad del tejido linfoide de las mucosas palpebral y rectal (González et al., 

2006; O’Rourke et al., 2000). 

El TLAM cumple un rol inmunitario importante, desarrollando una respuesta en el sitio de 

exposición a patógenos. Está involucrado en la captación de antígenos de las superficies 

luminales, estimulación de linfocitos y migración de células a linfonódulos regionales u otros 

órganos. Está presente en diversas regiones anatómicas tomando diferentes nombres como, 

por ejemplo: 

 Tejido linfoide asociado a la conjuntiva (TLAC) 

 Tejido linfoide asociado a la nasofaringe (TLAN) 

 Tejido linfoide asociado a los bronquios (TLAB) 

 Tejido linfoide asociado a la mucosa gástrica (TLAM gástrico) 

 Tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (TLAG) 

Estructuralmente, el TLAM debe tener ciertas características para ser considerado como tal 

(Brandtzaeg & Pabst, 2004; Liebler-Tenorio & Pabst, 2006).  Así, debe mantener estrecho 

contacto con la superficie de una mucosa y estar organizado en folículos linfoides y áreas 

interfoliculares. Los folículos corresponden al tejido linfoide organizado en forma nodular y 

están predominantemente formados por linfocitos B dentro de una matriz de CDF, con 

cantidades menores de linfocitos T y macrófagos. Los folículos pueden ser primarios (sin centro 

germinativo) o secundarios (con centro germinativo). A diferencia de los folículos, las áreas 

interfoliculares contienen predominantemente linfocitos T.  

El TLAM puede estar constituido como folículos linfoides únicos (aislados) o como agregados 

más grandes de varios folículos. El epitelio que recubre los folículos linfoides del TLAM se 

denomina epitelio asociado a folículos (EAF) (J. I. Park et al., 2023; Steven & Gebert, 2009). El 

mismo se caracteriza por carecer de células caliciformes y por poseer células morfológicamente 

distintas especializadas en la captación de antígenos denominadas células M en función de su 

morfología (Steven & Gebert, 2009). "M" es la abreviatura de célula "portadora de 

micropliegues”. La captación de antígenos se produce a través del EAF por células M o células 

dendríticas. La poca cantidad o ausencia de células caliciformes genera que en EAF la capa de 
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mucus sea más delgada lo que permite que los antígenos presentes en el lumen accedan 

fácilmente a la superficie del EAF y puedan ser captados (Nakamura et al., 2018). La 

recirculación de los linfocitos ocurre a través de vénulas de endotelio alto presentes en las 

zonas interfoliculares. 

El tejido linfoide asociado a la mucosa del tercer párpado pertenece al denominado tejido 

linfoide asociado a conjuntiva (TLAC). Si bien comparte todas las características mencionadas 

para el TLAM, existen controversias sobre la presencia de células M en el EAF del TLAC. Algunos 

autores notificaron la ausencia de células con morfología compatible a las células M en diversas 

especies de mamíferos (Chodosh et al., 1998; Steven & Gebert, 2009). Sin embargo, otros 

autores encontraron células morfológicamente similares a las células M en perros y gatos a 

través de análisis por microscopía electrónica (Giuliano et al., 2002; Giuliano & Finn, 2011) o 

células con capacidad de captar macromoléculas en cabras (Aşti et al., 2000). En cuanto a la 

caracterización inmunohistoquímica de TLAC, existen pocos estudios en animales.  

El otro tipo de TLAM estudiado en este trabajo es el tejido linfoide asociado a la mucosa rectal 

que es parte del TLAG y forma un anillo hacia el final del recto cercano a la línea recto-anal 

(Aleksandersen et al., 1991). Las caracterizaciones inmunohistoquímicas de las poblaciones 

celulares hechas en ovinos y cérvidos concuerdan con lo descripto en otros TLAM. Los linfocitos 

B predominan en los folículos linfoides mientras que los Linfocitos T lo hacen en las zonas 

perifoliculares (Dagleish et al., 2012; Sedgmen et al., 2002).    

El fundamento del diagnóstico de scrapie en tejido linfoide radica en la presencia de PrPSc en 

células presentes en este tipo de tejidos, fundamentalmente en CDF. Estas están ubicadas en 

los folículos linfoides, formando una red de prolongaciones con la función de presentar 

antígenos a los linfocitos participando en su activación y manteniendo la arquitectura de los 

folículos (Rezk et al., 2013). Esta retención y presentación de antígenos lo hacen en ausencia de 

moléculas del complejo de histocompatibilidad clase II por eso no son consideradas células 

presentadoras de antígenos (CPA) siguiendo la definición clásica. Presentan complejos 

antígeno-anticuerpo intactos en su superficie celular a través de receptores Fc como CD32 y 

CD23, o los receptores de complemento, como CD21 y CD35 (C. S. Park & Choi, 2005). La 

presencia de CDF es por tanto clave para el diagnóstico, ya que al no estar presentes podría no 

detectarse PrPSc, y por tanto concluirse un diagnóstico negativo erróneo. 

Existe un único reporte que evalúa la presencia de PrPC en el tejido linfoide de mucosas de fácil 

acceso en ovinos de Argentina (Capellino, 2010) pero no hay datos en caprinos. El objetivo del 

presente capítulo es evaluar la aptitud diagnóstica y caracterizar los componentes celulares del 

TL presente en las mucosas del tercer párpado y recto en ovinos y caprinos de las provincias de 

Buenos Aires y Salta. 
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Materiales y Métodos  
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Animales evaluados 

Para determinar el número de animales a muestrear se utilizó el software ProMESA para un 

muestreo estratificado. Se tuvo en cuenta que la población de pequeños rumiantes en 

Argentina en el 2016-2017 era de 14.864.321 ovinos (5.870.781 menores de 18 meses 

aproximadamente y 8.993.540 mayores) y 4.863.894 caprinos (1.368.344 menores de 18 meses 

aproximadamente y 3.495.550 mayores) (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 

Agroalimentaria, 2016, 2017). Se consideraron los resultados de Monleón et al. (2011) que 

indican que el 98,5% de los ovinos y el 87,5% de los caprinos poseen al menos un folículo 

linfoide en las mucosas a muestrear. Por consiguiente, para estimar la presencia del tejido 

linfoide en las mucosas de interés -con una confianza del 95%- se deberían colectar 

aleatoriamente muestras de 25 ovinos (15 adultos y 10 menores de 18 meses) y 56 caprinos (40 

adultos y 16 menores de 18 meses). Las salidas del programa se encuentran en el anexo de esta 

tesis. 

Se analizaron 66 ovinos de la provincia de Buenos Aires (36 menores de 18 meses y 30 

mayores), y 54 caprinos totales (3 de la provincia de Bs. As. y 51 de la de la provincia de Salta) 

(51 menores y 3 mayores) (ver tabla 3). Se obtuvieron muestras de tejido postmortem, durante 

la faena en frigorífico o tras realización de necropsia. La edad de los animales se estimó 

mediante cronología dentaria tomando como referencia lo establecido por Pugh y Baird (2012): 

aquellos animales con segundos incisivos permanentes fueron considerados mayores de 18 

meses ya que erupcionan entre los 18 y 24 meses. Se consideró 18 meses como edad límite 

para categorizar los animales debido a que es la edad que establece el programa de vigilancia 

de EET en Argentina a partir de la cual se deben testear los pequeños rumiantes (Servicio 

Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2019a). Los programas de otros países 

establecen límites de edad diferentes, aunque generalmente menores. El de Canadá, por 

ejemplo, establece que el diagnóstico mediante muestras de mucosa de tercer párpado y 

mucosa rectal puede realizarse a partir de los 14 y 12 meses respectivamente (Canadian Food 

Inspection Agency, 2023a).  

 Menores de 18 meses 

(Grupo J) 

Mayores de 18 meses 

(Grupo G) 

Ovinos 36 30 

Caprinos 51 3 

 

Tabla 3. Individuos muestreados categorizados según especie y edad.  
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Muestras a analizar 

Se tomaron muestras postmortem, una vez que los animales fueran sacrificados durante la 

faena (frigorífico) o eutanasiados para la realización de necropsias por razones ajenas a este 

estudio.  

De los animales seleccionados se recolectaron las siguientes muestras. 

● Muestras de conjuntiva del tercer párpado: luego de exteriorizar el tercer párpado, se 

tomó un fragmento de mucosa (a la derecha o izquierda de la línea media) (figura 7) con 

una pinza y se escindió con tijera (O’Rourke et al., 2002). Las muestras se conservaron en 

formol bufferado al 10% (Na2HPO4 -anhidro- 6,5%, NaH2PO4 4%, formaldehido 10%) hasta 

su procesamiento. Esta muestra fue tomada en solo 57 ovinos y 37 caprinos debido a que 

en el proceso de desuello en el frigorífico puede dañarse el tercer párpado. Se priorizó la 

muestra de tercer párpado completo por poseer mayor material para los estudios 

histológicos. 

● Muestras de mucosa rectal: Para las muestras de mucosa rectal se siguió la metodología 

descripta por Espenes et al. (2006). Para ello se tomaron muestras de mucosa de 1-2 cm 

aproximadamente a craneal de la línea rectoanal, dorso o ventro lateralmente con pinza y 

tijeras. Las muestras se conservaron en formol bufferado al 10% hasta su procesamiento. 

● Tercer párpado completo: luego de exteriorizarlo, se extrajo la totalidad de este órgano 

del ojo contralateral al que previamente se le tomó la muestra de mucosa. Se conservó en 

formol bufferado al 10% hasta su procesamiento. 

● SNC: con la cabeza separada del cuerpo del animal a nivel de la articulación atlanto-

occipital, se introdujo una cuchara para muestreos (ver figura 6) con la punta hacia abajo a 

través de la parte superior del foramen magno hasta llegar al tope. Luego se giró la 

cuchara 180° hacia ambos lados y se extrajo el material con la punta de la cuchara 

mirando hacia arriba.  La muestra se conservó en formol bufferado 10% hasta su 

procesamiento. 
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Figura 6. Cuchara descartable utilizada para el muestreo del tronco encefálico de bovinos y pequeños rumiantes 

para el diagnóstico de EET animales. El tamaño difiere entre las especies.  

Adicionalmente se tomaron las siguientes muestras: 

● Linfonódulos mesentéricos y/o retrofaríngeos de 4 ovinos y 4 caprinos al azar y se 

conservaron en formol bufferado al 10% hasta su procesamiento. 

● Linfonódulos mesentéricos y/o retrofaríngeos de 4 ovinos al azar y se conservaron en 

solución fijadora de zinc (SFZ) (ZnCl 0,5%; acetato de zinc 0,5% en Tris 0,1 M; CaCl2 0,05% 

pH 7-7,4) modificada de Beckstead (1994). 

● Muestras de recto, desde el ano hasta 4 cm hacia proximal de 15 ovinos al azar durante 

sus respectivas necropsias y se conservaron en formol bufferado al 10% hasta su 

procesamiento. 

 

 

Figura 7. A la izquierda se observa la superficie bulbar del tercer párpado de una oveja. La flecha inferior indica el 

tejido linfoide levemente sobreelevado. La fecha superior indica la zona donde se escindió el TL del otro lado 

(O’Rourke et al., 2002). A la derecha se observa la superficie bulbar del tercer párpado de una cabra durante los 

muestreos de esta tesis.  

Procesamiento histológico de las muestras  

Una vez fijadas, las muestras fueron deshidratadas por inmersión en concentraciones 

crecientes de etanol (80%, 96% y 100%) y aclaradas con xileno. Luego fueron incluidas en 

parafina y se obtuvieron cortes seriados de 3 µm de espesor. Uno de ellos se montó en un 

portaobjetos tradicional para su coloración con hematoxilina y eosina (Luna, 1968). El resto fue 

montado en portaobjetos positivados para su análisis inmunohistoquímico.  
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Identificación del TL en tercer párpado 

La presencia de TL se evaluó mediante observación microscópica de las secciones coloreadas 

con hematoxilina y eosina en un microscopio óptico, tanto en la muestra de mucosas como en 

el tercer párpado completo. En este último caso, el mismo se cortó en 2 o 3 fragmentos 

dependiendo del tamaño de la pieza (a los costados de la línea media, mismo sitio de la toma 

de muestras de mucosa) y se observaron al menos 2-3 secciones longitudinales del mismo. Se 

contabilizó el número de folículos linfoides presentes en cada una de las muestras. 

Identificación del TL en mucosa rectal  

Debido a la diferencia de criterios descripta por diferentes autores, se evaluó la presencia de 

folículos linfoides y su distribución en muestras de mucosa rectal (Aleksandersen et al. 1991; 

Espenes et al. 2006; Gonzalez et al. 2008; Keane, Barr, Osborn, Langenberg, K. I. O’Rourke, et al. 

2009). 

Para ello se tomaron muestras de mucosa rectal de 35 ovinos en dos sitios diferentes: 

-Muestra A: inmediatamente craneal a la unión mucocutánea.  

-Muestra B: a 2 cm de la unión mucocutánea. 

Además, se evaluaron secciones del recto de 15 ovinos de aproximadamente 3-4 cm desde la 

unión mucocutánea.  

La presencia de TL se evaluó mediante observación microscópica de las secciones obtenidas, 

coloreadas con hematoxilina y eosina. 

Detección IHQ de marcadores celulares  

Con el objeto de identificar las poblaciones celulares presentes en el TLAM se buscó detectar 

CDF y Linfocitos B mediante la detección del antígeno CD21, Linfocitos T totales mediante la 

detección de CD3, linfocitos T colaboradores mediante la detección de CD4, Linfocitos T 

citotóxicos mediante la detección del antígeno CD8 y macrófagos mediante el antígeno L1 (ver 

tabla 4), se utilizaron las muestras de ganglios linfáticos fijadas en formol y SFZ como controles 

y se probaron diluciones de 1:100, 1:500 y 1:1000 de cada anticuerpo.  

La técnica de IHQ se realizó sobre las secciones de tejido montadas sobre portaobjetos 

positivados. Luego del desparafinado en xileno y alcoholes de graduación decreciente (100%, 

96%, 80%), los cortes se sumergieron en peróxido de hidrogeno al 3% en metanol para 

bloquear la actividad de la peroxidasa endógena. Luego de este paso, se realizó la recuperación 

antigénica apropiada para cada anticuerpo (ver más adelante). Posteriormente la reacción 

antígeno-anticuerpo fue revelada mediante el sistema Envision (Dako), utilizando 2,3 

diaminobenzidina (DAB) como sustrato cromógeno. 
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Anticuerpo Célula Blanco Clon Origen 

CD21 

Linfocitos B maduros y 
células dendríticas 
foliculares (González et 
al., 2001). 

CC21 Bio-Rad 

GB25A Washington State University 

EP64 Bio SB 

CD3 
Linfocitos T (Schwinzer 
et al., 1991). 

Policlonal Cell Marque 

L1 (Calprotectin) 
Macrófagos, 
granulocitos y monocitos 
(Flavell et al., 1987) 

MAC387 Bio-Rad 

CD68 
Macrófagos y monocitos 
(Micklem et al., 1989). 

KP-1 Bio SB 

CD4 
Linfocitos T 
colaboradores (Maddox 
et al., 1985). 

GC1A Washington State University 

44.38 Bio-Rad 

CD8 
Linfocitos T citotóxicos 
(Maddox et al., 1985) 

38.65 Bio-Rad 

Tabla 4. Anticuerpos para la detección de células en la técnica de IHQ probados en el desarrollo de esta tesis.  

Para la optimización de la técnica IHQ de cada anticuerpo se probaron diferentes métodos de 

recuperación antigénica: 

Recuperación antigénica inducida por calor (RAIC): 

Método de calor húmedo en horno de microondas (15-30 minutos) con las siguientes 

soluciones:  

 Buffer citrato pH 6 (ácido cítrico 10 mM, 0,05 % de tween 20).  

 Buffer tris-EDTA pH 9 (tris 10 mM, EDTA 1 mM, 0,05 % de tween 20).  

 Solución Target Retrieval Solution, Citrate pH 6 (Dako).  

 Solución ImmunoDNA Retriever Citrate (Bio SB).  

Recuperación antigénica inducida por enzimas (RAIE):  
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 Proteinasa K lista para usar (Dako) a temperatura ambiente. Incubaciones de 15, 30 y 45 

minutos. 

 Tripsina 0,1% con CaCl2 0,1% a 37°C. Incubaciones de 15, 30, 45 minutos y 3 horas. 

Debido a que varios anticuerpos no habían sido probados en tejidos de ovinos se realizaron 

pruebas de inmunoreactividad sobre estos tejidos. Para ello se utilizó como control linfonódulo 

(LN) de ovino fijado en SFZ. Esta solución fijadora, a diferencia del formol, no produce 

modificaciones en las proteínas. De esta manera, los antígenos no sufrirían alteraciones que 

puedan impedir la unión de anticuerpos específicos por lo que no se necesita recuperación 

antigénica. Por eso, utilizando tejidos fijados en SFZ se evalúa la interacción del antígeno 

(marcador celular) de esa especie con el anticuerpo a probar, teniendo efecto mínimo la 

fijación y el procesamiento del tejido sobre la interacción antígeno-anticuerpo. Los resultados 

de estas pruebas se resumen en las tablas 5 y 6. Los anticuerpos anti-CD68 (Bio SB) y anti CD21 

(Bio SB) dieron negativo a esta prueba.  

Anticuerpo Clon Reactividad declarada 
Reactividad frente a LN 
ovino fijado en SFZ 

CD21 

CC21 
Bovino, ovino, caprino, ciervo 
colorado, ciervo mula 

+ 

GB25A Bovino, ovino, caprino + 

EP64 Humano, ratón - 

CD3 Policlonal Humano, canino, ratón + 

L1  MAC387 
Equino, porcino, canino, conejo, 
ratón, bovino, felino, caprino y otros. 

+ 

CD68 KP-1 
Humano, rata, ratón, porcino, conejo, 
hámster, primate no-humano 

- 

CD4 
GC1A Ovino, caprino + 

44.38 Ovino, caprino + 

CD8 38.65 Ovino, caprino, bovino + 

Tabla 5. Resultados de las pruebas de optimización de anticuerpos para la técnica de IHQ. Se muestran los 

resultados de reactividad frente a LN ovino fijado en SFZ. Se consideró “reactividad declarada” a la información 

dada por los fabricantes. LN: linfonódulo; SFZ: solución fijadora de zinc.  
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Anticuerpo Clon Método de RA  

CD21 

CC21 
RAIC: Target Retrieval Solution Citrate 
(Dako); Target Retrieval Solution with Citrate 
(Bio SB) 

GB25A 
RAIC: Target Retrieval Solution Citrate 
(Dako); Target Retrieval Solution with Citrate 
(Bio SB) 

CD3 Policlonal 
RAIC: Buffer citrato pH 6; Target Retrieval 
Solution with Citrate (Bio SB) 

L1 (Calprotectin) MAC387 RAIC: Buffer tris-EDTA pH 9 

Tabla 6. Resultados de las pruebas de optimización de anticuerpos para la técnica de IHQ. Se muestran todos los 

métodos de recuperación antigénica (RA) que dieron una reactividad positiva en tejidos ovinos y caprinos fijados 

en formol. RAIC: recuperación antigénica inducida por calor. 

Marcadores celulares a evaluar 

Si bien se evaluaron varios anticuerpos para marcadores celulares diferentes, se seleccionaron 

aquellos que dieron buenos resultados en tejidos fijados con formol, ya que este fue el fijador 

utilizado para las muestras a evaluar. Por tal razón se determinaron las poblaciones celulares 

CD3+ con el anticuerpo de CellMarque (dilución 1:500), CD21+ con el anticuerpo de WSU y Bio-

Rad (dilución 1:500) y L1+ con el anticuerpo de Bio-Rad (dilución 1:100).  

Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos obtenidos de la toma de muestra rectal a distintas 

distancias de la unión mucocutánea, se aplicó la prueba estadística de Kruskal Wallis. Esta 

prueba no paramétrica se utilizó para confirmar que las diferencias en el número de folículos 

linfoides observados entre las muestras tomadas inmediatamente anterior a la unión 

mucocutánea (muestra A) y aquellas tomadas a 2 cm de la unión (muestra B) fueran 

significativas.  

Con respecto a la aptitud diagnóstica, para determinar si las diferencias entre ambos tipos de 

muestras (A y B) son significativas se realizó una tabla de contingencia utilizando la prueba 

estadística de χ2 (chi cuadrado).  

Para determinar si las diferencias en la aptitud diagnóstica observada entre animales menores 

(grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses fueran significativas, se utilizó la prueba estadística 

de χ2 (chi cuadrado).  

Para determinar la significación estadística observada en la marcación de CD21 entre los ovinos 

menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses; y entre el tejido linfoide de la mucosa rectal 

y el tercer párpado, se utilizó la prueba estadística de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los tejidos se 
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evaluaron de manera semicuantitativa, adaptando los criterios de do Prado Duzanski et al. 

(2022), se le asignó un valor dependiendo el porcentaje de células marcadas dentro de cada 

folículo. Los valores fueron: 0=sin marcación apreciable a un aumento de 40X; 1 = ˂25%; 2 = 

26–50%; 3 = 51–75%; y 4 = ˃75%. Se evaluaron 6 folículos al azar de cada muestra. Los datos se 

analizaron como el promedio de las observaciones de cada individuo. 

Para todo el análisis estadístico se utilizó el software InfoStat. 
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Resultados  
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Muestreo 

Se alcanzó a obtener el número propuesto de ovinos de las edades de interés. Esto no fue 

posible para el caso de los caprinos adultos. La situación de pandemia declarada en marzo de 

2020 obligó a suspender los muestreos en establecimientos y dificultó el ingreso a frigoríficos 

debido a la implementación de medidas de prevención frente a COVID19. Una vez normalizada 

las actividades de faena, no se encontraron frigoríficos/mataderos que operaran con animales 

adultos, priorizando la faena de animales jóvenes (cabritos) y de manera estacional. De esta 

manera, respecto de los caprinos el estudio se centrará en animales jóvenes. 

Evaluación de la presencia del tejido linfoide asociado a mucosa rectal  

En las secciones de recto completo de ovinos se observó TL inmediatamente craneal de la unión 

rectoanal (hasta 1 cm aproximadamente) en 15/15 de los individuos. Craneal a esta distancia 

solo 2/15 individuos mostraron tejido linfoide asociado a mucosa rectal en los cortes analizados 

(ver figura 9a). 

Teniendo en cuenta las muestras tomadas a 2 distancias diferentes a la unión mucocutánea, se 

comparó su aptitud diagnóstica. Se consideraron aptas aquellas muestras que presentaron 6 

folículos linfoides o más según lo establecido por O’Rourke et al. (2000).  

De las muestras tomadas inmediatamente posterior a la unión mucocutánea (muestra A), 

23/35 se consideraron aptas para el diagnóstico mientras que solo 6/35 de las muestras 

tomadas a 2 cm de la unión (muestra B) fueron aptas (ver figura 8). 

 

 

 

 

Figura 8. Aptitud diagnóstica de las muestras 

de mucosa rectal de ovinos tomadas 

inmediatamente posterior a la unión 

mucocutánea (muestra A) y tomadas a 2 cm 

de la unión mucocutánea (muestra B).  
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Figura 9a. Corte longitudinal del recto de un ovino teñido con hematoxilina y eosina. La flecha fucsia se ubica sobre 
el epitelio de la piel. La flecha violeta se encuentra sobre la mucosa rectal. La línea entrecortada azul indica la 
unión mucocutánea (línea recto-anal). Se observa el tejido linfoide asociado a la mucosa rectal inmediatamente a 
craneal de la unión mucocutánea. Escaneado con Microvisioneer Manual ScannerR.  

 

Figura 9b. Corte de la 
mucosa rectal de un 
ovino teñido con 
hematoxilina y eosina. 
Se observa gran 
cantidad de tejido 
linfoide asociado a la 
mucosa rectal. 
Escaneado con 
Microvisioneer Manual 
ScannerR.  
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Figura 9c. Corte longitudinal del tercer párpado completo de un ovino teñido con hematoxilina y eosina. La línea 
entrecortada verde indica la ubicación del tejido linfoide asociado a la mucosa del tercer párpado en relación a la 
superficie bulbar. Escaneado con Microvisioneer Manual ScannerR.  

Evaluación de la aptitud diagnóstica de las muestras 

Se evaluó la aptitud de todas las muestras de mucosa de tercer párpado y mucosa rectal, 

mediante la tinción de Hematoxilina y Eosina (HyE) (ver figuras 9b y 9c). Para ello, uno de los 

cortes de cada muestra, luego de ser procesado y teñido con H-E, fue observado en un 

microscopio óptico. 

Se consideraron aptas aquellas muestras que presentaron 6 folículos linfoides o más según lo 

establecido por O’Rourke et al., (2002). Comparando la aptitud diagnóstica del total de las 

diferentes muestras utilizadas en el diagnóstico de scrapie se obtuvieron los siguientes 

resultados: de las muestras conjuntivales de tercer párpado fueron aptas solo el 1,8% (1/57) en 

ovinos y el 5,4% (2/37) en caprinos (ver figura 10a); en cuanto a las muestras de mucosa rectal 

se observó que el 61.1% (33/54) de las muestras de caprinos y el 39,4% (26/66) de las muestras 

de ovinos cumplieron el criterio de aptitud para diagnóstico de scrapie (ver figura 10b).  

Analizando 2-3 cortes del tercer párpado completo se obtuvo un 50% (27/54) de cortes aptos 

en caprinos y un 16,7% (11/66) aptos en ovinos (graficado en la figura 10b). 
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Figura 10a. Aptitud diagnóstica del total de las muestras conjuntivales de caprinos (A) y ovinos (B). Los valores 

fueron redondeados. 

 

 

Figura 10b. Aptitud diagnóstica del total de las muestras de mucosa rectal de caprinos (A) y ovinos (B). Los valores 

fueron redondeados. 
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Figura 10c. Aptitud diagnóstica del total de las muestras de tercer párpado completo de caprinos (A) y ovinos (B). 

Los valores fueron redondeados. 

Se comparó la aptitud diagnóstica entre ovinos menores de 18 meses (Grupo J) y mayores de 

18 meses (Grupo G) para evaluar diferencias en la aptitud diagnóstica entre ambos grupos 

etarios. En los ovinos mayores a 18 meses se observó que 14/30 muestras de mucosa rectal, 

1/28 muestra de mucosa de tercer párpado y 4/30 de los terceros párpados analizados fueron 

consideradas aptos para diagnóstico de scrapie. En ovinos menores de 18 meses se observó 

que 12/36 muestras de mucosa rectal, 0/29 muestra de mucosa de tercer párpado y 7/36 de los 

terceros párpados analizados fueron consideradas aptos para diagnóstico de scrapie. Los 

resultados se muestran graficados en la figura 11. 
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Figura 11. Aptitud diagnóstica de las muestras de ovinos separadas por grupo etario. Grupo J: menores de 18 

meses; Grupo G: mayores de 18 meses. 

Caracterización de células del tejido linfoide 

Células CD21+ 

Con los anticuerpos anti-CD21 se observó inmunomarcación en los folículos linfoides, en la 

membrana plasmática celular. Debido a la ubicación en membrana de CD21 y la morfología de 

las CDF con abundantes prolongaciones citoplasmáticas, el patrón de marcación observado 

tiene aspecto reticular (ver figura 12), mostrando en la mayoría de los casos una coloración 

completa de la membrana de las células marcadas.  

  

Figura 12. Detección inmunohistoquímica de CD21 en tejido linfoide asociado a mucosa rectal de un caprino. Se 

observa la inmunomarcación (granulado marrón-rojizo) de aspecto reticular en un folículo linfoide. 

Inmunohistoquímica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción con hematoxilina, X40. 

Las células CD21+ se observaron principalmente en el centro de los folículos, coincidente con 

los centros germinales (ver figura 15). Sin embargo, también pudo observarse marcaciones del 

folículo completo en algunos casos (ver figura 13). La marcación de células de forma 

extrafolicular fue mínima, presentándose solo en algunos casos.  



66 

 

 

Figura 13. Detección inmunohistoquímica de CD21 en tejido linfoide asociado a mucosa rectal de un caprino. Los 

dos folículos linfoides que se observan en la imagen muestran inmunoreactividad (granulado marrón-rojizo) ante 

los anticuerpos monoclonales GB25A. Inmunohistoquímica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción con 

hematoxilina, 4X. 

En el tejido linfoide asociado a mucosa de tercer párpado pudo observarse una menor 

presencia de células CD21+ comparando con el tejido linfoide de mucosas rectales. Incluso 

muchos folículos resultaron con una marca muy tenue, poco apreciable (ver figura 14) 

principalmente folículos primarios densamente empaquetados. Para determinar la significancia 

de estas diferencias se realizó un análisis estadístico.  
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Figura 14. Detección inmunohistoquímica de CD21 en tejido linfoide asociado a mucosa de tercer párpado de un 

ovino. Se observa una marcación tenue, casi imperceptible (granulado marrón-rojizo) en un folículo primario. 

Inmunohistoquímica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción con hematoxilina, X10. El recuadro de 

puntos se ubica magnificado abajo a la izquierda para una mejor apreciación.  

Células CD3+ 

La inmunomarcación observada con el anticuerpo anti-CD3 (Cell Marque) tuvo distribución 

predominantemente perifolicular, aunque también se observó una cantidad apreciable, aunque 

mucho menor, dentro de los folículos (ver figura 15). A su vez, también se pudo observar 

escasas células CD3+ en el tejido conectivo de la submucosa. De acuerdo al criterio de 

evaluación determinado, no se observaron diferencias subjetivas de inmunomarcación entre 

los grupos analizados. 



 

 
Figura 15. Detección inmunohistoquímica de células del tejido linfoide asociado a mucosa de dos ovinos (CD21, CD3 y L1). Arriba cortes de una muestra de 

mucosa rectal, 10X. Abajo cortes de una muestra de mucosa de tercer párpado, 20X. Las células positivas a cada marcador celular se observan con un granulado 

marrón-rojizo. Las células CD21+ se observan principalmente en los centros germinales de los folículos. Las células CD3+ predominan en las zonas 

perifoliculares, aunque también se observan algunas en el interior de los folículos. Las células L1+ se presentan en una cantidad mucho menor entre los 

folículos (las flechas rojas indican las únicas células marcadas en la imagen correspondiente al TL del tercer párpado). Inmunohistoquímica con peroxidasa, 

revelado con DAB, contra-tinción con hematoxilina.  

CD21 CD3 

CD3 CD21 L1 

L1 
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Células L1+ 

El anticuerpo utilizado para reconocer macrófagos (anti L1, clon MAC387) reconoce la 

molécula L1 o calprotectin, un antígeno expresado intracitoplasmáticamente en 

granulocitos, monocitos y macrófagos tisulares (Brandtzaeg et al., 1988; Flavell et al., 

1987). La marcación observada fue más escasa que con los anticuerpos anteriores, 

limitándose al espacio perifolicular (ver figura 15). También se identificaron células 

marcadas cercanas al epitelio en las muestras de mucosa rectal (ver figura 16). Pocos 

folículos mostraron células L1+ en su interior y en el caso de haberlas solo se 

identificaron una o dos con una marcación muy tenue (ver figura 17). De acuerdo al 

criterio de evaluación determinado, no se observaron diferencias subjetivas de 

inmunomarcación entre los grupos analizados. 

 

Figura 16. Detección inmunohistoquímica de L1 

en tejido linfoide asociado a mucosa rectal de 

un ovino. Se observan células marcadas 

(granulado marrón-rojizo) cercanas al epitelio 

de la mucosa. Inmunohistoquímica con 

peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción 

con hematoxilina, X20. 
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Figura 17. Detección inmunohistoquímica de L1 en tejido linfoide asociado a mucosa de tercer párpado 

de un ovino. Dentro del círculo se observa una marcación tenue (granulado marrón-rojizo) de una célula 

dentro de un folículo linfoide. Inmunohistoquímica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción 

con hematoxilina, X20. El recuadro de puntos se ubica magnificado abajo a la izquierda para una mejor 

apreciación. 

Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico, los datos obtenidos de la toma de muestra rectal a distintas 

distancias de la unión mucocutánea de ovinos, se aplicó la prueba estadística de 

Kruskal Wallis. Con esta prueba (no paramétrica) se pudo concluir que las diferencias 

en el número de FL observados entre las muestras tomadas inmediatamente anterior a 

la unión mucocutánea (muestra A) y aquellas tomadas a 2 cm de la unión (muestra B) 

son significativas (p=0,0007).  

Con respecto a la aptitud diagnóstica, utilizando la prueba estadística de χ2 (chi 

cuadrado) se pudo concluir que las diferencias entre ambos tipos de muestras (A y B) 

también son significativas (p<0,0001). Estos resultados indican que las muestras 

tomadas inmediatamente anterior a la unión mucocutánea son más adecuadas para el 

diagnóstico de scrapie.  

Para determinar si las diferencias en la aptitud diagnóstica observada entre ovinos 

menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses fueran significativas, se utilizó la 

prueba estadística de χ2 (chi cuadrado). Se pudo concluir que las diferencias entre 

ambos grupos no son significativas ni en las muestras de tercer párpado completo 

(p=0,5), mucosa de tercer párpado (p=0,2) ni en las muestras de mucosa rectal 

(p=0,26) por lo que no habría asociación con la edad.  

Para determinar si las diferencias en la marcación de CD21 son significativas entre 

ovinos menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses se utilizó la prueba 

estadística Mann-Whitney-Wilcoxon. Se pudo concluir que las diferencias entre ambos 

grupos no son significativas (p=0,1273), por lo que esta variación en la 

inmunomarcación no estaría asociada con la edad.  

Para determinar si las diferencias en la marcación de CD21 son significativas entre el 

tejido linfoide de la mucosa rectal y el de tercer párpado de ovinos, se utilizó la prueba 

estadística Mann-Whitney-Wilcoxon. Se pudo concluir que las diferencias entre ambos 

grupos son significativas (p=0,002).  

Debido a que la inmunomarcación observada para CD3 y L1 fue similar en todos los 

grupos no se realizó un análisis estadístico. 
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Detección de TL y evaluación de la aptitud diagnóstica de las muestras 

La detección de PrPSc en muestras de biopsia de mucosa es recomendada como 

diagnóstico preclínico y antemortem de scrapie (OMSA, 2022). Sin embargo, algunos 

autores han manifestado dificultades en el diagnóstico de scrapie a partir de este 

material (Thuring et al., 2005).  

En el presente trabajo se logró detectar tejido linfoide en las muestras colectadas, 

aunque los resultados de la aptitud diagnóstica de las muestras de mucosa de tercer 

párpado no concuerdan con lo reportado por otros autores. Reportes previos indican 

que entre el 76-81,9% de las muestras eran aptas para el diagnóstico (Monleón et al., 

2011; O’Rourke et al., 2002). En el presente trabajo solo el 1,8% (1/56) de las muestras 

de ovinos y el 5,4% (2/37) de las muestras de caprinos resultaron aptas.  

Considerando que la detección de PrPSc en tejido linfoide se utiliza como prueba 

diagnóstica preclínica de scrapie en animales vivos, confirmar la aptitud de la muestra 

resulta determinante al momento de evaluar los resultados obtenidos. En ese sentido, 

pocas de las muestras de conjuntiva de tercer párpado analizadas mostraron folículos 

linfoides suficientes para considerarse aptas para el diagnóstico. Con la intención de 

determinar si el tejido linfoide presente en el órgano era realmente escaso o si en 

realidad se encontraba en otra ubicación, se realizaron estudios histológicos del tercer 

párpado contralateral al analizado por biopsia, observando cortes de las regiones 

mencionadas como lugar de toma de muestra (O’Rourke et al., 2002). Incluso 

considerando la observación de cortes del tercer párpado completo (que no sería de 

utilidad para estudio de animales vivos) se obtuvieron solo un 16,7% (11/66) de 

muestras con utilidad diagnóstica en ovinos y un 50% (27/54) en caprinos. Esta 

diferencia entre los resultados de un muestreo por biopsia y la observación de cortes 

del tercer párpado completo podría relacionarse con un error en la toma de muestra. 

Podría ocurrir que la biopsia se haya colectado de un área normalmente carente de 

tejido linfoide en todos los casos. Sin embargo, para el muestreo se siguieron las 

especificaciones indicadas por O’Rourke et al., (2002) y Monleón et al. (2011), con las 

cuales obtuvieron los resultados que recomiendan su uso. Más aun, O’Rourke asegura 

que el tejido linfoide es visualizable en la superficie bulbar como un tejido rosado 

ligeramente elevado a ambos lados de la línea media longitudinal del tercer párpado, 

indicando que esta es la zona a muestrearse, aunque no se observe la elevación 

mencionada. Contrariamente, tales estructuras no se observaron en la mayoría de los 

individuos muestreados para este trabajo (ver figura 7), siendo detectadas solo en 

algunos de los ovinos muestreados. De todas maneras, como se recomienda en dicha 

publicación, se colectó el tejido en el área indicada, encontrando un número muy bajo 

de muestras aptas para diagnóstico.  

En el mismo sentido, otros autores también manifestaron la imposibilidad de 

identificar macroscópicamente el tejido linfoide en la mucosa de tercer párpado en 

este tipo de muestreos. Thuring et al., (2005) indicaron que las protuberancias del 

tercer párpado apenas fueron identificables en las ovejas que evaluaron, e incluso la 
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sección en serie de un tercer párpado dio como resultado la detección de solo unos 

pocos folículos linfoides, coincidiendo con los resultados aquí presentados. Así, los 

autores propusieron que este hecho se debiera a que las ovejas no tuvieran demasiada 

exposición a agentes capaces de estimular el desarrollo de tejido linfoide en la 

conjuntiva (microorganismos, partículas de polvo y otros agentes irritantes). Algo 

similar podría haber ocurrido en los animales del presente trabajo. Los mismos se 

habrían criado de manera extensiva en el centro de la provincia de Buenos Aires sin 

exponerse a los ambientes saturados frecuentes de los sistemas productivos intensivos 

(poca ventilación, presencia de irritantes, mayor incidencia de enfermedades 

infecciosas respiratorias). Esto también respondería a los resultados encontrados en 

caprinos. La cantidad de folículos linfoides encontrados en tercer párpado fue mayor a 

lo observado en ovinos. Los caprinos provenían de un sistema de producción semi-

intensivo, por lo que es probable que hayan estado expuestos a las condiciones 

irritantes ya mencionadas y en consecuencia tener más desarrollo de tejido linfoide 

asociado a conjuntiva.  

Con respecto a la aptitud diagnóstica de las muestras de mucosa rectal, los resultados 

obtenidos indican que el 39,4% de los ovinos y 61% de los caprinos resultaron aptos 

para el diagnóstico. Estos resultados son mejores a los obtenidos para la mucosa del 

tercer párpado, acercándose a los reportados por otros autores en trabajos previos 

realizados en otras regiones que indicaron un 66% de muestras aptas (Monleón et al., 

2011). Según los procedimientos descritos por Espenes et al. (2006), basados a su vez 

en descripciones de Aleksandersen et al. (1991), la muestra debe tomarse 

aproximadamente a 2-3 cm craneal a la línea recto-anal. Otros autores señalan que la 

muestra ideal debe tomarse de 0 a 1 cm a partir del inicio de la mucosa (Gonzalez et 

al., 2008; Keane et al., 2009). Debido a estas discrepancias, en el desarrollo de esta 

tesis se evaluaron muestras colectadas según ambos protocolos (Espenes et al., 2006; 

Gonzalez et al., 2008) para comparar su aptitud diagnóstica. Los resultados obtenidos 

coinciden con los de Gonzalez et al. (2008)  y Keane et al. (2009)  ya que se obtuvieron 

una mayor proporción de muestras aptas tomándolas inmediatamente craneal a la 

línea recto-anal (66% contra 17% de muestras consideradas aptas en este ensayo 

particular). Además, en 15 ovinos se analizaron secciones longitudinales de recto 

teñidos con HyE (ver figura 9a) y se observó que el tejido linfoide asociado a mucosa 

rectal se concentra inmediatamente craneal de la unión mucocutánea (línea recto-

anal). 

Respecto de la edad de los animales, no se encontraron diferencias significativas en la 

cantidad de folículos linfoides de muestras de ovinos menores o mayores a 18 meses 

de edad en ninguna de las dos muestras analizadas (mucosa rectal y tercer párpado 

completo). Los autores de un estudio similar que encontraron diferencias por edad 

categorizaron a los animales en una mayor cantidad de grupos etarios.  En el caso de la 

mucosa del tercer párpado, O’Rourke et al. (2002) encontraron que la cantidad de 

tejido linfoide disminuía con la edad y recomendaba utilizar esta muestra hasta los 36 

meses. En el caso del tejido linfoide asociado a mucosa rectal Monleón et al. (2011) y 
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Spraker et al. (2006)  encontraron resultados similares, disminuyendo la cantidad de 

folículos también con la edad. En esta tesis, las variaciones entre las distintas edades 

podrían no haberse observado debido al criterio de clasificación por edad utilizado, 

pudiendo abarcar el grupo “Mayores a 18 meses” un rango de edad demasiado amplio 

para observar diferencias. Durante el desarrollo de los muestreos intentamos realizar 

agrupamientos por edad más específico (datos no presentados). Sin embargo, la 

dinámica productiva del sector (elevada informalidad, envíos a faena sin 

programación, etc.) hizo compleja la recolección de muestras de animales de 

diferentes edades.  

Metodología empleada en la caracterización de poblaciones celulares 

Para la caracterización inmunohistoquímica de las poblaciones celulares del TL 

asociado a la mucosa rectal y de la conjuntiva del tercer párpado se probaron diversos 

anticuerpos para marcadores celulares observándose inmunomarcación con los 

anticuerpos anti-CD21 (WSU y Bio-Rad), anti-CD3 (CellMarque) y anti-L1 (Bio-Rad).  

Se evaluó la identificación de células CD4+ y CD8+ en tejido fijado en formol, aunque 

sin éxito. Los antígenos CD4 y CD8 son considerados inestables en tejidos fijados en 

formol y suelen utilizarse otros métodos de fijación en estudios inmunoquímicos que 

requieran revelar su presencia. A pesar de que existen reportes de inmunomarcación 

utilizando RAIC con buffers de pH alcalino como por ejemplo el tris pH 9 (Kim et al., 

2004), en esta tesis dichos marcadores no pudieron ser detectados bajo las 

condiciones evaluadas en tejidos fijados en formol. En su trabajo, Kim et al. (2004) 

evalúan anticuerpos contra cada antígeno (CD4 o CD8) fabricados a partir de 

diferentes clones, obteniendo resultados solo con dos anticuerpos que no fueron 

probados en el desarrollo de esta tesis. Muy posiblemente este hecho sea atribuible a 

los efectos de la solución fijadora utilizada en los ensayos. El formaldehído es un buen 

preservante de la morfología celular pero debido a la formación de enlaces cruzados 

entre aminoácidos, algunos epítopes quedan “enmascarados”. Este proceso puede 

revertirse, en muchos casos, mediante los tratamientos de recuperación antigénica 

(RA) ya descriptos, previo a la realización de la técnica inmunohistoquímica (Cattoretti 

et al., 1993). En algunos antígenos esta RA no da buenos resultados y este podría ser el 

caso de los marcadores CD4 y CD8. Otros autores ya reportaron la imposibilidad de 

detectar estos antígenos luego de una fijación con formaldehído, aunque sí fue posible 

detectarlos a partir de tejidos congelados (Beckstead, 1994; Breugelmans et al., 2011; 

Hicks et al., 2006). La criopreservación es uno de los mejores métodos de conservación 

antigénica, pero posee algunas desventajas: poca conservación de la morfología celular 

y tisular y necesidad de contar con un criostato, así como también dificultades en 

mantener la temperatura adecuada durante el transporte y almacenamiento de las 

muestras, lo que hizo que este método no sea factible de aplicar en el desarrollo de 

esta tesis.  

Como alternativa, se exploró el uso de una solución buffer con sales de zinc (SFZ) para 

la fijación de linfonódulos, que ya ha sido utilizado con éxito para la marcación de 



75 

 

células de tejido linfoide de ovinos (Breugelmans et al., 2011; González et al., 2001). 

Con esta metodología, la fijación se realiza a temperatura ambiente y posee una buena 

conservación morfológica y antigénica de los tejidos también observada por estos 

mismos autores. Las pruebas realizadas con muestras de LN ovinos fijadas con SFZ 

permitieron detectar los antígenos CD4 y CD8.  Sin embargo, a pesar de las 

características mencionadas para la SFZ, se decidió mantener al formol bufferado al 

10% como solución fijadora de rutina para esta tesis. Esta decisión se basó en las 

características de la SFZ y las de las muestras a analizar. La fijación con SFZ tiene ciertas 

desventajas operativas que dificultan su implementación, como son el corto tiempo de 

fijación y la necesidad de procesamiento urgente. Con la utilización de tiempos de 

fijación más largos de un par de días los tejidos se encojen pudiéndose modificar su 

estructura (Benavides et al., 2006). Esta imposibilidad de mantener los tejidos en la SFZ 

por mucho tiempo complica la logística de muestreos a grandes distancias del lugar de 

procesamiento, lo cual ocurrió en este trabajo.  

Respecto a las muestras, los tejidos analizados son de tamaño reducido y debido a la 

naturaleza de los estudios microscópicos cada evaluación celular requiere de un nuevo 

corte de tejido. Como se mencionó previamente, considerando el pequeño tamaño de 

los tejidos a analizar, es posible que la composición del tejido linfoide se modifique 

sensiblemente entre los diferentes cortes, afectando la confiabilidad de los resultados 

obtenidos. Por tanto, sería necesario evaluar la menor cantidad de marcadores 

posibles, descartándose la necesidad de evaluar CD4 y CD8. 

Si bien los tejidos fijados en SFZ no fueron utilizados para la caracterización del tejido 

linfoide de mucosas, los mismos se utilizaron como controles positivos de reactividad 

específica de los anticuerpos. En muchas oportunidades no se encuentra disponible un 

anticuerpo desarrollado o probado para ciertas especies animales. Sin embargo, suele 

haber reactividad cruzada debido a la relativa homología entre proteínas de especies 

relacionadas genéticamente. Cuando se quiere optimizar una detección 

inmunohistoquímica utilizando estos anticuerpos sobre tejidos fijados en formol nos 

enfrentamos, además de la incertidumbre respecto de la formación del complejo 

antígeno-anticuerpo, a las complicaciones impuestas por esta solución fijadora. Esto 

quiere decir que, ante resultados negativos, no es posible determinar si la ausencia de 

inmunomarcación se debe a la falta de reconocimiento del anticuerpo por el antígeno 

en esa especie o por el “enmascaramiento” del antígeno durante la fijación, no 

resuelta durante el proceso de RA. En este trabajo de tesis se utilizaron varios 

anticuerpos no evaluados en pequeños rumiantes según declaración del fabricante: un 

anti-CD21 (clon EP64, Bio-Rad), un anti-CD3 policlonal (CellMarque), un anti-CD68 (KP-

1, Bio SB) y un anti-L1 (clon MAC387, Bio-Rad). En el caso del anti-CD21 (clon EP64) y el 

anti-CD68 (KP-1), no se observó inmunomarcación con ningún método de RA utilizado, 

pero tampoco se observó en los tejidos fijados con SFZ. Es por esto que ambos 

anticuerpos se consideraron como no específicos de ovinos. 

El uso de una solución fijadora tiene como objeto principal conservar la morfología de 

los tejidos (y de los antígenos para el caso de ensayos de IHQ). El formaldehido es una 
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de las sustancias fijadoras más utilizadas y es por esto que en los laboratorios de 

patología se trabaja bajo condiciones de bioseguridad baja ya que, además de 

conservar los tejidos, el formol también inactiva a la mayoría de los patógenos 

infecciosos (Besarab et al., 1993). De esta manera, una vez fijada la muestra, la misma 

puede manipularse sin riesgo de transmisión de agentes al operador o al ambiente, 

solo conservándose el riesgo químico en la manipulación del formol. Para el caso de 

SFZ, no encontramos reportes que indiquen su actividad frente a microrganismos 

patógenos. Si bien podría suponerse que, al tener un efecto fijador tendría capacidad 

antimicrobiana, la misma no fue verificada. Considerando que el estudio de muestras 

de campo implica la posibilidad de trabajar con tejidos contaminados con agentes 

patógenos, debe considerarse el riesgo biológico asociado al uso de SFZ, hasta tanto 

no se confirme su capacidad desinfectante.  

La detección de los marcadores celulares fue compleja. El procedimiento utilizado de 

rutina para evaluar numerosos antígenos utilizando RAIC con citrato pH 6 preparado 

en el laboratorio fue útil solo con un marcador (CD3), requiriéndose de un ajuste de la 

técnica específico para cada uno. Por ejemplo, en el caso de CD21, encontramos que el 

anticuerpo que resultó positivo a la inmunomarcación (clon CC21), lo hizo con una 

RAIC utilizando las versiones comerciales de buffer citrato pH 6 (Dako y Bio SB), y no 

con las formulaciones in house, sin importar el método de calentamiento evaluado. Se 

probaron combinaciones de diferentes concentraciones de citrato de sodio o ácido 

cítrico (de 10 a 100 mM) y Tween 20 (de 0,05% a 0,1%) sin resultados positivos. Otros 

autores que utilizaron el mismo anticuerpo (clon CC21) sobre tejidos fijados en formol 

también encontraron esta dificultad. Por ejemplo, Breugelmans et al., (2011) no 

observaron inmunomarcación utilizando buffer citrato mientras que Sigurdson et al. 

(2002) expresaron haber utilizado el buffer de recuperación antigénica de Dako 

logrando la detección por inmunofluorescencia en tejidos fijados en formol. Esto 

implicaría que algún componente o característica de las soluciones de RA comerciales 

(no declarada por los fabricantes) es indispensable para la RA de este antígeno en 

tejidos formolados. 

Para el caso del anticuerpo anti-L1 (clon MAC387), la recomendación del fabricante 

indica recuperación antigénica con tripsina, sin aclarar otras condiciones. Por ello, se 

siguieron las indicaciones mencionadas por autores que obtuvieron marcación 

utilizando tripsina en la recuperación antigénica (Frost et al., 2000; Pérez et al., 1999). 

Bajo estas condiciones no se obtuvieron los resultados esperados, a pesar de 

observarse daños en la estructura de los tejidos característicos de la digestión 

enzimática, debiendo evaluarse procedimientos alternativos. Otros autores en 

publicaciones más recientes, mencionan haber tenido buenos resultados utilizando 

una RAIC con buffer citrato pH 6 (Bertolo et al., 2022; Wacinski et al., 2021) o RAIE con 

proteinasa K (J. H. Edwards et al., 2021; Vafaee et al., 2022), también probados sin 

éxito en el desarrollo de esta tesis. De los métodos de RA evaluados, se logró 

inmunomarcación utilizando RAIC con buffer Tris-EDTA pH 9. No se encontraron 

registros de la utilización de este buffer para la recuperación antigénica de células L1+ 



77 

 

detectadas con el anticuerpo MAC387, aunque Nanney et al. (2008) también logran 

inmunomarcación utilizando una solución con pH alcalino (Tris-HCl pH 10). Si bien el 

procedimiento para detectar macrófagos con este anticuerpo no fue particularmente 

complejo, la evaluación del conjunto de los diferentes marcadores resulto trabajosa y 

demandante de insumos. Esto debería considerarse en futuros estudios ya que 

aumenta los tiempos de trabajo y eleva los costos. 

Caracterización de las poblaciones celulares del TL de las muestras  

Se observaron células CD3+ morfológicamente compatibles con linfocitos en una 

distribución principalmente perifolicular, de manera coincidente con lo reportado por 

otros autores en TLAM (Dagleish et al., 2012; Mahajan et al., 2005; Meek et al., 2022; 

Sedgmen et al., 2002). Asimismo, se observaron, en menor cantidad, células CD3+ 

dentro de los folículos de ovinos y caprinos. Autores que realizaron estudios 

inmunohistoquímicos en TLAM diferenciando las poblaciones de linfocitos T en CD4+ y 

CD8+ indican los linfocitos presentes en el interior de los folículos son en su mayoría 

CD4+. Sedgmen et al. (2002), al caracterizar el tejido linfoide de la mucosa rectal de los 

ovinos, encuentran una mayor presencia de células CD4+ tanto fuera como dentro de 

los folículos comparando con la población de células CD8+. Las mismas distribuciones 

fueron observadas en el TLAM rectal en bovinos (Mahajan et al., 2005) y en ciervos 

colorados (Dagleish et al., 2012). No encontramos registros de detección de linfocitos T 

en TLAC del tercer párpado en ovinos o caprinos sin patologías. Sin embargo, la 

distribución de células CD3+ coinciden con lo reportado en otros TLAM de rumiantes.         

Con respecto a la marcación de células L1+ (monocitos, macrófagos y granulocitos), las 

mismas fueron detectadas en escaso número dentro de los folículos sin encontrar 

diferencias de edad o especie. Esto es coincidente con lo descripto por los 

desarrolladores del anticuerpo monoclonal utilizado (clon MAC387) (Flavell et al., 

1987). Las células detectadas serían los macrófagos del interior de los folículos 

linfoides denominados “tingible body macrophages” (macrófagos de cuerpo teñible), 

los cuales son escasos y muestran una tinción débil coincidente con lo reportado por 

estos autores (Flavell et al., 1987). Por otro lado, se detectaron escasas células L1+ de 

la zona perifolicular mayormente cercanas al epitelio de la mucosa (epitelio asociado a 

folículos) que coincide con la ubicación de macrófagos reportado por otros autores, los 

cuales cumplirían función fagocítica en el tejido conectivo (Cesta, 2006; Liebler-Tenorio 

& Pabst, 2006; Meek et al., 2022).  

El marcador celular CD21, también conocido como CR2, está presente en CDF y 

linfocitos B maduros cuya localización esperable en las muestras evaluadas, son los 

folículos linfoides (Naessens et al., 1990; Pringle et al., 2012). Los resultados de 

inmunomarcación de células CD21+ en las muestras de mucosa rectal de ovinos y 

caprinos coinciden con lo reportado por otros autores (Sedgmen et al., 2002). Las 

células marcadas se distribuyen principalmente en los folículos linfoides y escasamente 

por fuera de ellos. Lo mismo fue observado en otras especies como los bovinos 

(Mahajan et al., 2005) y los ciervos colorados (Dagleish et al., 2012).  
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Respecto al tejido linfoide asociado a mucosa de tercer párpado, no se han encontrado 

reportes de inmunomarcación de CD21 en tejidos de ovinos o caprinos. En las 

muestras evaluadas la marcación difiere de lo observado en la mucosa rectal de 

manera significativa (p=0,002), encontrando una proporción de folículos linfoides 

densamente empaquetados con escasa o nula presencia de células CD21+ (a un 

aumento de 40X). Esto fue también observado en el tejido linfoide asociado a mucosa 

nasofaríngea de bovinos (Meek et al., 2022). Teniendo en cuenta que los linfocitos B 

maduros se encuentran en los centros germinativos de los folículos secundarios, 

podría inferirse que estos folículos sean folículos primarios. Sin embargo, como se dijo 

previamente, CD21 también se expresa en las CDF que son constitutivas de los 

folículos linfoides, por lo cual sería de esperar la presencia de inmunomarcación en 

cualquier folículo. Si bien esto es cierto, otros autores también han descripto 

diferencias entre las CDF de folículos primarios y secundarios (Cyster et al., 2000; 

Kurshumliu et al., 2019). Se ha visto que la detección de CD21 y otros marcadores 

celulares presentes en CDF es mayor en los centros germinales de los folículos 

secundarios posiblemente debido a que están involucrados en la presentación de 

antígenos a los linfocitos B (Cyster et al., 2000). Incluso algunos autores proponen 

nombrar como “células estromales foliculares” (CEF) a las CDF de la periferia de los 

folículos por sus diferencias con las CDF del centro (Allen & Cyster, 2008). Aunque no 

presenten diferencias morfológicas apreciables (Imai & Yamakawa, 1996), estas células 

poseen una baja expresión de receptores de Fc (como CD23) o de receptores de 

complemento (como CD21) que son necesarios para la presentación de antígenos 

(Allen & Cyster, 2008; Kurshumliu et al., 2019). La baja presencia de CD21 en folículos 

primarios sumada a los límites de detección de la técnica de inmunohistoquímica 

pudieron haber dado una ausencia de marcación apreciable al microscopio óptico. 

Podría suponerse que la expresión de CD21 en el TLAM del tercer párpado sea menor 

que en otros TLAM en relación a una menor presencia de folículos linfoides con centro 

germinativo. Para determinar esto serían necesarios estudios adicionales 

En relación con el diagnóstico antemortem de scrapie, la falta o escasez de células 

CD21+ en el tejido linfoide asociado a mucosa de tercer párpado podría influir en la 

utilidad de este tipo de muestra ya que se ha encontrado una relación entre la 

expresión de CD21 y PrPC. En ovejas de genotipos susceptibles, la PrPC se expresa con 

niveles más altos en el subconjunto de células CD21+ (Halliday et al., 2005) por lo que 

la expresión menor de CD21 también podría estar significando una expresión menor 

de PrPC. A su vez, la expresión de PrP parece estar influenciada por el genotipo siendo 

mayor en el genotipo más susceptible (VRQ/VRQ) y menor en el menos susceptible 

(ARR/ARR) (Halliday et al., 2005). Esto indicaría que este tipo de muestras con baja 

expresión de CD21 podría no ser útil para el diagnóstico de scrapie. A pesar de la 

menor marcación de CD21 en el tejido linfoide de la mucosa de tercer párpado, esto 

no se vio en las muestras de mucosa rectal. Sería importante entonces, al considerar la 

aptitud diagnóstica de las muestras, la presencia de folículos linfoides con centro 

germinativo en las muestras y no solo el número total de folículos observados.  
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Conclusiones 
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 El tejido linfoide asociado a la conjuntiva no tendría gran desarrollo en el tercer 

párpado de ovinos y caprinos de las regiones evaluadas.  

 

 El tejido linfoide asociado a la mucosa rectal de los ovinos se ubicaría 

principalmente adyacente a la unión mucocutánea, reduciendo su cantidad 

hacia craneal.  

 

 La muestra recomendada para diagnóstico preclínico de scrapie sería la mucosa 

rectal debido a su mayor desarrollo de tejido linfoide y mayor presencia de 

células CD21+. 

 

 La edad no fue un factor determinante en el desarrollo del tejido linfoide en los 

ovinos analizados. Bajo las condiciones definidas en este trabajo, no se 

encontraron diferencias en cantidad, aunque el criterio elegido podría haber 

influido en el resultado. Si bien no se tuvieron en cuenta diferentes ambientes, 

el sistema productivo podría tener influencia ya que los caprinos criados en 

encierre mostraron mayor desarrollo en su desarrollo. Se requieren estudios 

adicionales para confirmar este hecho. 

 

 La técnica de IHQ fue de utilidad para la caracterización de poblaciones de 

células del sistema inmune. El método de análisis propuesto permitió 

determinar diferencias entre los tejidos analizados. 

 

 Existieron diferencias en la detección de CD21 entre el TL de las mucosas 

evaluadas, encontrando una proporción de folículos linfoides densamente 

empaquetados con escasa o nula presencia de células CD21+ en las muestras 

de tercer párpado.  

 

 Debido a las diferencias encontradas y la importancia de la presencia de CDF 

(CD21+) para la acumulación de PrPSc en el TL de los animales infectados, 

debería considerarse la presencia de centros germinativos en la determinación 

de la aptitud diagnóstica de las muestras para el diagnóstico de scrapie. 
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Capítulo 3 
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Introducción 

Existen procedimientos para la detección de PrPSc mediante diferentes metodologías. 

Para ello se utilizan insumos importados, muchos de los cuales han sido 

discontinuados en el mercado. Por lo tanto, actualmente los mismos no pueden 

conseguirse debiendo adaptarse los procedimientos de investigación y diagnóstico de 

las EET a los insumos disponibles. En el presente trabajo nos propusimos estudiar el 

desarrollo del tejido linfoide en mucosas en conjunto con la presencia de PrP. Contar 

con un producto de origen nacional capaz de detectar sus formas normal y patogénica 

facilitaría estas actividades y ahorraría recursos en estudios futuros. En este sentido, se 

propuso la obtención de un anticuerpo anti-PrP y el desarrollo de procedimientos de 

IHQ y WB capaces de detectar las formas celular y patogénica de la proteína priónica.  

El uso de gallinas ponedoras en la producción de inmunoglobulinas mediante la 

tecnología IgY permite la obtención de anticuerpos específicos en abundancia, 

comparando con los sistemas que lo hacen en mamíferos. Se puede producir 

aproximadamente 17–35 g de IgY total/año a partir de una sola gallina, de los cuales se 

puede esperar que 1–10 % sea específico para el antígeno (Schade et al., 2005). 

Además, el uso de la tecnología IgY tiene ventajas en cuanto al bienestar animal 

porque permite una extracción no invasiva de los anticuerpos (recolección de huevos), 

lo que es menos estresante y traumático para los animales en comparación con los 

métodos tradicionales de producción de anticuerpos (Schade et al., 2005). Esto reduce 

la necesidad de sacrificar animales y está en conformidad con los principios de las 3 Rs 

del bienestar animal de Russell y Burch: reducir, refinar y reemplazar (Tannenbaum & 

Bennett, 2015).  

Existen en el mercado varios anticuerpos anti-PrP producidos en diferentes especies 

animales, requiriéndose de diversas estrategias de producción debido a que, por la 

elevada homología de PrP entre las especies animales, la misma puede ser poco 

inmunogénica. Los mamíferos suelen ser tolerantes a su propia PrP homóloga y a 

cualquier sitio homólogo en la PrP de otras especies (Rubenstein et al., 1999). La 

producción de anticuerpos en especies filogenéticamente distantes a la especie de 

interés minimizaría la inmunotolerancia y facilitaría la producción de anticuerpos. Por 

este motivo, pueden producirse anticuerpos contra proteínas de mamíferos 

conservadas de manera más eficiente que en otros animales como los conejos (Larsson 

& Sjöquist, 1990). En este caso, la proteína priónica es altamente conservada en 

mamíferos existiendo una homología de aproximadamente entre un 88-93% entre 

conejos, ratones, ovinos, humanos, hámsteres y visones (Rubenstein et al., 1999). En 

cambio, comparando con la proteína priónica de las aves se ha observado una 

homología de 55% aproximadamente (Gabriel et al., 1992). Así, la distancia filogenética 

que existe entre las aves y mamíferos sería una ventaja de la tecnología IgY por sobre 

otras estrategias de producción de anticuerpos. Por lo tanto, se propuso la producción 

de anticuerpos IgY anti PrPC ovino para detección de PrPC y PrPSc en tejidos animales. 
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Materiales y 
métodos  
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La estrategia seguida para la producción de anticuerpos anti PrPC se resume a 

continuación: 

-Producción de una PrPC ovina recombinante (PrPCrec): para esto se diseñaron primers 

específicos para amplificar la región codificante de la proteína PrPC mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del genoma de un ovino. El 

segmento amplificado se clonó en un vector de clonado (pGEM-T) y luego se subclonó 

en un vector de expresión (pRSET). La expresión se llevó a cabo en un sistema 

procariota (Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS). La proteína obtenida fue reconocida por 

anticuerpos comerciales anti-PrP (clon 6H4) mediante inmunotransferencia (Western 

blot) y fue sensible a la proteinasa K. 

-Inoculación de PrPCrec ovina en gallinas ponedoras: la PrPCrec ovina se purificó 

mediante una resina quelante de níquel. Luego fue inoculada en gallinas ponedoras 3 

veces cada 21 días utilizando adyuvante de Freund completo e incompleto. Luego se 

recolectaron los huevos a partir del día 52.  

-Obtención de anticuerpos anti-PrPC: los anticuerpos fueron purificados a partir de los 

huevos recolectados mediante precipitación con sulfato de amonio. Luego fueron 

adsorbidos con una suspensión de E. coli BL21 (DE3) pLysS para eliminar anticuerpos 

inespecíficos.  

-Caracterización de los anticuerpos obtenidos: la inmunoreactividad de los anticuerpos 

obtenidos fue analizada mediante inmunotransferencia (Western blot) utilizando la 

PrPCrec ovina producida.  

-Detección de PrPSc a través de IHC utilizando IgY anti-PrPC: se utilizaron los anticuerpos 

IgY como anticuerpos primarios en la técnica de IHQ en tejidos provenientes de 

bovinos con EEB y un ovino con scrapie dando resultados positivos.  

Producción de PrPC ovina recombinante 

Toma de muestras de sangre 

Para la amplificación del gen PRNP; se tomó una muestra de sangre (2 ml) de un ovino 

mediante punción de la vena yugular y de un bovino a partir de la vena coccígea 

utilizando una jeringa de 10 ml y aguja hipodérmica (21G).  

Diseño de cebadores  

Se diseñaron cebadores específicos para amplificar la secuencia codificante de la PrPC 

en base al gen PRNP de la oveja ya que la región codificante se encuentra en sólo un 

exón (número de acceso en GenBank: U67922.1). En el diseño se adicionaron sitios de 

restricción de las enzimas XhoI y HindIII para el posterior clonado (ver tabla 7).  
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Nombre Secuencia (5´- 3´) Sitio de Restricción 

Cebador sentido CTCGAGGCTGACACCCTCTTTATTTTGCA XhoI 

Cebador antisentido AAGCTTTTAACCTGGCAAAGATTAAGAAGATAATGA HindIII 

 

Tabla 7. Cebadores específicos para amplificar la secuencia codificante de la PrPC.  

Extracción del ADN genómico ovino 

La extracción del ADN genómico ovino y bovino se realizó a partir de una muestra de 

sangre entera utilizando el kit de extracción ADN PuriPrep S-Kit (Inbio Highway) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN extraído se conservó a -20°C hasta su 

uso. 

Amplificación de la región codificante del gen PRNP ovino  

La amplificación se llevó a cabo mediante PCR según el siguiente protocolo: 

Reactivo Volumen por reacción (µl) 

H2O 14,875  

Buffer GoTaq (5X) 5  

Cebador sentido 1,25  

Cebador antisentido 1,25  

dNTPs 0,5  

Taq polimerasa (Promega) 0,125  

ADN 2  

Total 25  

 

El programa utilizado en el termociclador para la presente PCR fue: 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo N.º de Ciclos 

Desnaturalización Inicial 95 2 min 1  

Desnaturalización 95 30 seg 

30  Alineamiento 58 30 seg 

Extensión 72 1 min 

Extensión final 72 5 min 1  
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Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento  

Las cepas bacterianas utilizadas fueron: E. coli DH5α para el clonado y E. coli BL21 

(DE3) pLysS (Invitrogen) para la producción de proteínas recombinantes. Se crecieron 

en caldo LB (Triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g, agua destilada hasta 

llegar a 1 litro) o agar LB (15 g de agar en 1 litro de caldo LB), con ampicilina (100 

µg/ml) cuando fue necesario, a 37 °C.  

Todas las cepas de E. coli se conservaron a -70 °C en caldo LB-glicerol 30 %. 

Clonado en el vector pGEM-T 

Los productos de PCR amplificados fueron purificados mediante del kit ADN PuriPrep-

GP (Inbio Highway) y luego ligados en el vector pGEM-T Easy (Promega) siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Este es un vector abierto que contiene una timina 

agregada en sus extremos 3' que permite ligarse con las adeninas protruyentes que 

deja la Taq polimerasa en los extremos 3' de los amplicones (ver figura 19). Los 

promotores de la ARN polimerasa T7 y SP6 flanquean una región de clonación con 

múltiples sitios de restricción dentro de la región codificante de la β-galactosidasa (ver 

figura 18). La inserción del amplicón en esta zona permite que los clones 

recombinantes se identifiquen directamente mediante la detección azul/blanca en las 

placas de agar LB/ampicilina. Luego se transformaron E. coli DH5α con el plásmido 

recombinante (pGEMT-PRNPov) y se realizó una selección de colonias con ampicilina, 

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranósido (X-Gal).  Se seleccionaron colonias blancas y la presencia del inserto 

fue verificada mediante PCR y secuenciación en la Unidad Genómica del CICVyA-INTA. 

 

  

 

 

 

Figura 18. Esquematización del vector 

pGEM-T Easy.  
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Figura 19. Esquematización del clonado utilizando el vector pGEM-T Easy. PRNP(rc): región codificante 

del gen PRNP.  

Preparación de células competentes de E. coli 

Se siguió el método modificado de Sambrook et al. (1989) Se tomaron 0,25 ml de un 

cultivo de 16 horas y se inocularon en 25 ml de caldo LB. Se dejó crecer en agitación a 

37 °C hasta llegar a una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0,48 (2,5 horas 

aproximadamente). Se colocó el cultivo en hielo 15 minutos, posteriormente se 

centrifugó 10 min a 5000 rpm, 4 °C. Se resuspendieron suavemente las células en 10 

ml de medio RF1 estéril (KCl 100 mM; MnCl2∙4H2O 50 mM; Acetato de K, 30 mM; 

CaCl2∙2H2O 10 mM; Glicerol 15%, pH = 5,8) y se incubó 5-10 minutos en hielo. Luego se 

centrifugó 10 minutos a 5000 rpm, 4°C y se resuspendieron las células en 1 ml de 

medio RF2 (KCl 10 mM; MOPS o PIPES 10 mM; CaCl2∙2H2O 75 mM; Glicerol 15%; 

pH=6,5) previamente enfriado y estéril. Se incubaron 10 minutos en hielo y se 

guardaron en alícuotas de 50 µl a -70 °C hasta su utilización. 

Transformación de células competentes 

Para la transformación, se descongelaron las células en hielo, se mezclaron 

inmediatamente con 5 µl de ADN plasmídico y se incubaron a 4 °C por 30 minutos. 

Luego se dio un choque térmico a 42 °C durante 60 segundos; y se dejó en hielo 1-2 

minutos. Posteriormente se agregaron 0,9 ml de caldo LB y se incubó 1 hora a 37 °C en 
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agitación. Se sembraron en placas de agar LB con el agregado de los reactivos 

adecuados para seleccionar las bacterias transformadas. Para el clonado en pGEM-T 

Easy se utilizaron placas con 100 μg/ml de ampicilina, sobre la cuales se habían 

esparcido 100 μl de una solución 100 mM de IPTG (Genbiotech) y 20 μl de una solución 

50 mg/ml de X-Gal (Promega).  

Extracción de plásmidos de E. coli por lisis alcalina 

Se siguió el método modificado de Birnboim (1983). Esta técnica se basa en un cambio 

brusco de pH pasando de una etapa de ruptura celular y desnaturalización del ADN 

(con una solución de lisis a pH 12,5), a una de neutralización y precipitación del ADN 

cromosómico desnaturalizado junto a proteínas y restos celulares (con una solución de 

acetato de potasio a pH 4,8). Las dos hebras de ADN plasmídico desnaturalizadas 

permanecen enlazadas una con la otra. En un paso posterior de centrifugación, el ADN 

plasmídico, ya renaturalizado, se mantiene en solución mientras que el resto forma un 

pellet. Se tomó 1,5 ml de un cultivo de 18 h, se centrifugó 2 minutos a 13000 rpm y se 

descartó el sobrenadante. Se resuspendió en 100 µl de buffer TEG (tris 25 mM, EDTA 

10 mM, glucosa 50 mM) y se dejó 5 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron 

200 µl de solución de lisis (NaOH 0,2 N, SDS 1%) y se mezclaron con movimientos 

suaves. Se dejó en hielo 5 minutos. Se agregaron 150 µl de acetato de potasio 3 M pH 

4,8; se mezcló por inversión hasta obtener una mezcla homogénea y se llevó a hielo 5 

minutos. Se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm a 4 °C y se pasó el sobrenadante a un 

tubo nuevo. Se agregó un volumen de alcohol isopropílico al sobrenadante y se dejó a 

temperatura ambiente 20 min; con frecuentes inversiones. Se centrifugó 10 minutos a 

13000 rpm a 4 °C, se lavó con etanol 70 %; se centrifugó a 13000 rpm 3 minutos y se 

dejó secar. Se resuspendió en 100 µl de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 8) o agua 

destilada. 

Electroforesis en geles de agarosa 

Las corridas electroforéticas de los plásmidos provenientes de E. coli se realizaron a 65 

V/cm2 durante 90 min utilizando una concentración de agarosa de 0,8 % en buffer TAE 

1X empleando cubas de electroforesis (Bio-Rad) y fuente de poder (Bio-Rad). Para 

productos de PCR se utilizaron geles de agarosa 1 %, en buffer TAE 1X y las corridas 

electroforéticas se realizaron a 75 V/cm2 utilizando los mismos equipos. Los geles en 

ambos casos fueron teñidos con bromuro de etidio 10 mg/ml (Sambrook et al. 1989). 

Los resultados se analizaron con el sistema de documentación de geles UVIdoc 

(Uvitec).  

Composición del buffer de corrida TAE (50X): Tris base 242 g, ácido acético glacial 57,1 

ml, EDTA 0,5 M (pH 8) 40 ml, agua destilada esterilizada hasta llegar a 1000 ml. La 

solución 1X se preparó diluyendo el buffer 50X en agua destilada.  
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Marcadores de peso molecular: para determinar el tamaño de plásmidos y fragmentos 

de PCR en geles de agarosa se utilizó el marcador Ladder 1 kpb plus (Productos Bio-

Lógicos). 

Subclonado en el vector pRSET-B 

Para esto se digirió el vector pGEMT-PRNPov con las endonucleasas de restricción XhoI 

y HindIII (Promega). Se realizó una electroforesis en gel de agarosa con el vector 

digerido y se purificó la banda de correspondiente al inserto (PRNPov) por medio del 

kit ADN PuriPrep-GP (Inbio Highway). El PRNPov purificado fue ligado en pRSET-B (ver 

figura 20) previamente digerido con XhoI y HindIII. Este vector tiene la capacidad de 

producir una gran cantidad de proteínas, controlada por el promotor del bacteriófago 

T7. Además, cuenta con el agregado de un segmento de 6 histidinas consecutivas en el 

extremo Nterminal de la proteína producida. Este segmento de polihistidinas sirve 

luego para la identificación y la purificación del producto logrado. 

La construcción (pRSET-B-PRNPov) se utilizó para transformar E. coli DH5α y BL21 (D3) 

pLysS por el método antes descripto. Las colonias que resultaron positivas para el 

subclonado, fueron confirmadas por digestión con enzimas de restricción y 

secuenciación. Esta metodología se resume en la figura 21.  

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquematización del vector 

de expresión pRSET-B. 
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Figura 21. Esquematización del subclonado utilizando el vector pRSET-B. ER: enzimas de restricción.  

Digestión con Enzimas de Restricción  

Para un volumen final de 20 μl, se mezclaron los reactivos detallados en la tabla 8. Se 

incubó la mezcla 2 horas. Para el caso de HindIII y XhoI, es posible hacer tanto 

digestiones sucesivas como una doble digestión a 37 ° C. 
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Reactivos  Volumen 

Buffer B 10X (Promega) 2 μl (1/10 de vol. final) 

ADNa  4 μl 

Albúmina sérica bovinab  0,2 ml 

Enzima de restricción  0,3 μl 

Agua destilada estéril  3,5 μl 

 

Tabla 8. Reactivos y volúmenes sugeridos para la digestión con enzimas de restricción.  

a: según la concentración en que se encuentre el ADN. 

b: según lo indicado por el fabricante de la enzima. 

Ligación  

Para unir los fragmentos de ADN y con el vector pRSET-B cortados con XhoI y HindIII se 

utilizó la ligasa del bacteriófago T4 (Promega) tomado en cuenta las recomendaciones 

del fabricante en cuanto a la relación molar vector:inserto. Se incubó 18 horas a 16°C.  

Verificación de la construcción pRSET-B-PRNPov 

La construcción pRSET-B-PRNPov fue verificada mediante PCR y digestión enzimática 

con XhoI y HindIII observándose las bandas del tamaño esperado luego de una 

electroforesis en gel de agarosa. 

Expresión de PrPCrec ovina 

Las cepas de E. coli BL21 (D3) pLysS portantes de la construcción pRSET-B-PRNPov se 

cultivaron a 37°C en caldo LB con el agregado de ampicilina (100 µg/ml). Al día 

siguiente se realizó una dilución 1/50 de este cultivo en caldo LB/ampicilina fresco y se 

creció de manera similar hasta alcanzar una DO600=0,6-0,8. En ese momento fueron 

inducidos con lPTG (1 mM) durante 16 horas reservándose 1 ml como control sin 

inducir, ambos cultivos se incubaron a 37ºC durante 16 horas. Luego, los cultivos se 

centrifugaron durante 10 minutos a 5000 rpm y se descartó el sobrenadante. 

Preparación del lisado celular  

Se equilibró la solución de lisis (cloruro de guanidina 6 M; fosfato de sodio 20 mM; 

NaCl 500mM; sarkosyl 0,2%; pH 7,8) a 37 °C. Se lisaron las bacterias con la solución de 

lisis en agitación suave, 1 h a temperatura ambiente. Se utilizaron 5 ml de solución de 

lisis por cada gramo de peso húmedo del pellet. Se sonicó el lisado celular, en hielo, 

con tres pulsos de 5 segundos a intensidad alta. Se centrifugó el lisado celular (10000 x 

g, 15 min, 4 °C). Se descartó el precipitado. 
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Preparación de la columna de purificación 

Se resuspendió la resina quelante de níquel ProBond (ThermoFisher) invirtiendo 

suavemente, varias veces, su envase contenedor. Se colocaron 2 ml de resina en una 

columna de purificación de 10 ml y se dejó que se asentara por gravedad (5-10 

minutos). Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante. Se agregaron 6 ml de agua 

destilada estéril y se resuspendió la resina por inversión suave de la columna. Se 

permitió que la resina se asentara y se eliminó el sobrenadante. Se agregaron 6 ml de 

buffer A (8 M urea; 0,1 M Na2HPO4; 10 mM Tris–HCl, pH 8). Se resuspendió la resina. 

Se permitió que la resina se asiente y se eliminó el sobrenadante. Se repitió el lavado 

con buffer A una vez más.  

Purificación de la PrPCrec ovina 

Para la purificación de la PrPCrec ovina se probaron 3 métodos utilizando la resina 

ProBond (ThermoFisher): 

a) Procedimiento en condiciones desnaturalizantes. Siguiendo las recomendaciones 

del fabricante con el agregado de sarkosyl 0,2% al buffer de lisis. 

b) Procedimiento híbrido (desnaturalizante y nativo). Siguiendo las recomendaciones 

del fabricante con el agregado de sarkosyl 0,2% al buffer de lisis. 

c) Procedimiento descripto por Vrentas et al. (2012). Se lisaron las bacterias 

recombinantes inducidas luego de 18 hs a 37°C con buffer de lisis (6 M cloruro de 

guanidinio; 20 mM fosfato de sodio, pH 7,8; 500 mM NaCl; sarkosyl 0,2%, 20 mM 2-

mercaptoetanol) y sonicación. Luego se incubó con resina ProBond (ThermoFisher) por 

30 minutos en agitación. Se realizaron 4 lavados con buffer A (8 M urea; 0,1 M 

Na2HPO4; 10 mM Tris–HCl, pH 8) y la PrPCrec se eluyó con buffer L modificado (8 M 

urea; 10 mM Tris–HCl, 0,3 M imidazol, pH 8). 

d) Procedimiento descripto por Vrentas et al. (2012) con modificaciones. Se lisaron las 

bacterias recombinantes inducidas luego de 18 hs a 37°C con buffer de lisis (6 M 

cloruro de guanidinio; 20 mM fosfato de sodio, pH 7,8; 500 mM NaCl; sarkosyl 0,2%) y 

sonicación. Luego se incubó con resina ProBond (ThermoFisher) por 30 minutos en 

agitación. Se realizaron 4 lavados con buffer A (8 M urea; 0,1 M Na2HPO4; 10 mM 

Tris–HCl, pH 8) y la PrPCrec se eluyó con buffer L modificado (10 mM Tris–HCl, 0,3 M 

imidazol, pH 8). 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Para analizar el perfil de las proteínas, se realizó una electroforesis desnaturalizante en 

geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12 % en condiciones 

reductoras. Las muestras de proteínas fueron diluidas en buffer de carga (Tris-HCl 100 

mM pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,02%, β-mercaptoetanol 5%, glicerol 20%) e 
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incubadas durante 5 minutos a 100°C. La corrida electroforética fue realizada a un 

voltaje constante de 70 V durante 20 minutos, y a 120 V constante durante 1 hora.  

Marcador de proteínas: se utilizó el marcador de proteínas preteñido Blue Plus Protein 

Marker de 14-100 kDa (Trans) y BLUltra Prestained Protein Ladder de 6,5 a 270 kDa 

(Genbiotech). 

Tinción de azul brillante de Coomassie 

Luego de la electroforesis los geles fueron sumergidos en una solución de tinción con 

el reactivo azul brillante de Coomassie al 0,125 % durante 1 hora. Posteriormente, los 

geles fueron desteñidos con una solución de metanol al 50 % p/v y ácido acético al 10 

% p/v. Para el análisis del perfil proteico se utilizó el equipo Gel Doc XR + (Bio-Rad). 

Inmunotransferencia (Western blot) 

Luego de efectuada la electroforesis, se transfirieron las proteínas del gel a 

membranas de nitrocelulosa aplicando una corriente constante de 250 mA durante 1,5 

horas en buffer de transferencia (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%).  

La transferencia de proteínas a la nitrocelulosa se verificó por tinción con rojo Ponceau 

0,1% (en ácido acético 5%). 

Luego de la transferencia, las membranas se incubaron toda la noche a 4°C en la 

solución de bloqueo PBS-Tween (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 

1,8 mM, pH 7,4; Tween 20 0,05%) con el agregado de 5% de leche descremada. Luego 

del bloqueo, se lavaron con la solución de lavado PBS-Tween y se incubaron con 

diluciones apropiadas (según el fabricante) de los anticuerpos primarios (anti-cola de 

histidina [Bio-rad] y anti-PrP [Prionics]) en buffer de dilución PBS-Tween con el 

agregado de 3% de leche descremada. Luego de 2 horas de incubación a temperatura 

ambiente con agitación suave, las membranas se lavaron 3 veces con solución de 

lavado PBS-Tween y posteriormente fueron incubadas con un anticuerpo secundario 

anti-ratón marcado con peroxidasa (Trans) durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween y fueron reveladas 

utilizando DAB (10 ml de Tris-HCl 0,05 M, pH 7,4; DAB 10 mg y 6,4 µl de H2O2) hasta 

visualizar las bandas.  

Determinación de la concentración de proteínas  

La concentración de proteínas se realizó mediante el método estándar de Bradford 

(1976) utilizando un kit comercial (Bio-Rad) según las instrucciones del fabricante. Las 

muestras se colocaron en microplacas de 96 wells (10 µl de cada muestra/well) y se 

agregaron 200 µl del reactivo de Bradford diluido 1:5 en agua destilada. Para medir la 

absorbancia se utilizó un espectrofotómetro. 
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Para calcular correctamente la concentración correspondiente a la PrPCrec ovina se 

ajustaron los resultados del método de Bradford con los porcentajes obtenidos a partir 

del análisis de geles de poliacrilamida con el programa ImageJ.   

Prueba de sensibilidad a la proteinasa K 

Para caracterizar la PrPCrec generada se determinó su sensibilidad a la PK utilizando 50 

µg/ml, 100 µg/ml, 200 µg/ml y 500 µg/ml de PK. La incubación se realizó a 37°C por 1 

hora. Como control positivo se utilizó la PrPCrec ovina producida sin digerir y como 

control negativo se utilizó PK a una concentración de 500 µg/ml sin el agregado de la 

PrPCrec. Posteriormente, cada producto de la digestión fue separado por electroforesis 

(SDS-PAGE) para su visualización y también se les realizó una inmunotransferencia 

(Western blot) para identificar la presencia de PrPCrec con anticuerpos específicos anti-

PrP (Prionics, clon 6H4). 

Producción de anticuerpos de yema de huevo (IgY) anti PrPCrec 

Inoculación de gallinas ponedoras con la PrPCrec ovina 

Para la producción de IgY se utilizaron 2 gallinas ponedoras (Gallus gallus domesticus) 

de entre 16 y 22 semanas de vida con un peso aproximado entre 1.800 y 2.400 g. Se 

inmunizaron con la PrPCrec ovina purificada en 3 inoculaciones separadas por un lapso 

de 21 días, según el esquema de inmunización propuesto por Schade et al. (2005). Para 

la primera inmunización la PrPCrec se emulsionó con adyuvante completo de Freund 

(AFC) (Sigma-Aldrich), mientras que para las inmunizaciones siguientes se utilizó 

adyuvante incompleto de Freund (AFI) (Sigma-Aldrich). El inmunógeno se elaboró en 

una proporción 50/50 (antígeno y AFC o AFI respectivamente). En la primo-

inmunización, las aves fueron inoculadas con 0,5 ml del inmunógeno por vía 

subcutánea y las inmunizaciones subsiguientes fueron por vía intramuscular. Para 

determinar la presencia de anticuerpos específicos contra la PrPCrec en suero y yema 

se extrajeron muestras de sangre 7 días luego de cada inmunización a partir de la vena 

alar y se recolectaron huevos durante 10 días después de la tercera inmunización (ver 

figura 22). 
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Figura 22. Esquema de inmunización. Inoculación de inmunógeno los días 0, 21 y 42. Extracción de 

sangre los días 0, 7, 28 y 49. A partir del día 52 se recolectaron los huevos.  

Detección de anticuerpos anti-PrPrec en el suero de las gallinas inoculadas 

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-PrP en el suero de las gallinas 
inmunizadas se llevó a cabo un ensayo de dot blot. Se inmovilizó 1 µl de distintas 
diluciones en PBS de PrPCrec ovina (de 1:2 a 1:32) sobre tiras de membrana de 
nitrocelulosa. Como control negativo se utilizó PBS. Las membranas fueron bloqueadas 
con PBS-T-Leche 5% y luego incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora con 
una dilución 1:1000 en PBS-T del suero extraído de las gallinas los días 0 (T0), 28 (T2) y 
49 (T3). Finalmente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-IgY 
conjugadas con peroxidasa (diluida 1:5.000 en PBS-T) y reveladas con una solución del 
sustrato cromógeno DAB para observar la aparición de color. La reacción fue detenida 
sumergiendo las membranas en agua destilada.  

Extracción de anticuerpos de yema de huevo (IgY) 

La extracción de anticuerpos IgY a partir de los huevos recolectados se realizó 

mediante el método de precipitación con sulfato de amonio según metodologías 

previamente descriptas y con modificaciones (Akita y Nakai 1992). Para esto, las yemas 

de los huevos fueron separadas de la clara en forma manual con un dispositivo 

separador. Posteriormente, las yemas se hicieron rodar sobre un papel absorbente 

para eliminar los restos de clara que podrían haber quedado adheridos a la membrana 

vitelina. El contenido de las yemas fue extraído mediante punción la membrana y 

recolectado en probetas para determinar el volumen del mismo. Las yemas fueron 

diluidas 1:5 en agua destilada y, luego de su homogeneización, fueron congeladas a -

20ºC durante al menos 48 h. Para realizar la extracción de las IgY, las yemas diluidas 

fueron descongeladas a temperatura ambiente. Una vez descongeladas, se 

centrifugaron a 8.000 g a 4°C durante 10 min. Se descartó el pellet lipídico y el 

sobrenadante se filtró a través de un papel de filtro para eliminar restos de lípidos de 

la fracción acuosa. Se midió el volumen del filtrado resultante y fueron agregados 0,24 

g/ml de sulfato de amonio en agitación constante a temperatura ambiente por 10 min. 

Luego de su centrifugación a 10.000 g a 4°C durante 10 min, se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en una solución de sulfato de amonio 2 

M, que fue centrifugada como en el paso anterior. Finalmente, el pellet resultante fue 

resuspendido en 15 o 20 partes del volumen inicial en solución fisiológica, y colocado 

dentro de membranas de diálisis con un punto de corte de 14 kDa (Sigma-Aldrich). Las 

bolsas de diálisis fueron sumergidas en solución fisiológica mantenidas a 4°C y 

renovándola al menos 3 veces. Para garantizar la correcta eliminación del sulfato de 

amonio, se utilizó el método con BaCl2 que permite la detección de grupos sulfato. 

Este método no tiene gran sensibilidad, pero es capaz de detectar hasta 0,03 % p/v de 

sulfato de amonio. Una vez eliminado el sulfato de las muestras, se agregó 0,01 % p/v 

de timerosal con el fin de evitar contaminaciones microbianas. Finalmente, los 

extractos de IgY fueron conservados a 4°C hasta su uso. 



96 

 

Adsorción del extracto de IgY con E. coli BL21 

Para eliminar aquellos anticuerpos no específicos presentes en el extracto de IgY se 

llevó a cabo un proceso de adsorción con E. coli BL21. Para ello, el extracto de IgY anti-

PrPCrec ovina se enfrentó a una suspensión de E. coli BL21 en PBS (OD600=2,0) en una 

dilución 1:2 y 1:10. Se encubó a 42°C por 2 horas según el procedimiento modificado 

de van Der Ploeg et al. (2015).  

Determinación de la inmunoreactividad de la IgY anti PrPCrec ovina 

En primer lugar, se realizó la electroforesis de la PrPCrec ovina en un gel al 12 % de 

poliacrilamida en condiciones reductoras según la metodología descripta 

anteriormente y se determinó la inmunoreactividad de las IgY mediante 

inmunotransferencia. Para esto, luego de la transferencia, las membranas con las 

proteínas separadas e inmovilizadas fueron incubadas a temperatura ambiente 

durante 1 hora con una dilución 1:1.000 de sueros o extractos de IgY anti-PrPCrec ovina 

diluido en PBS-T. Después de 3 lavados, las membranas se incubaron con anticuerpos 

de conejo anti-gallina (Sigma-Aldrich) conjugados con peroxidasa (diluido 1:5.000 en 

PBS-T) y, posteriormente, se agregó una solución de sustrato cromogénico DAB con el 

fin de observar la presencia de bandas de reconocimiento.  

Diagnóstico de scrapie mediante IHC  

El diagnóstico se realizó sobre las muestras de mucosa rectal que resultaron aptas (con 

6 o más folículos linfoides observados en microscopio óptico) o sobre muestras de SNC 

(óbex) de aquellos animales cuyas muestras de mucosa no fueran aptas. Se utilizó el 

procedimiento empleado de rutina para diagnóstico de scrapie. Brevemente, una vez 

incluidas en parafina las muestras, se cortaron secciones de tejido de 2-3 µm de 

espesor y se montaron sobre portaobjetos positivados. Luego del desparafinado en 

xileno y alcoholes de graduación decreciente (100%, 96%, 80%), los cortes se 

sumergieron en peróxido de hidrogeno al 3% en metanol para bloquear la actividad de 

la peroxidasa endógena. A continuación, los cortes se sumergieron en ácido fórmico al 

98% por 5 minutos y luego por una solución de Tris-HCl (10 mM, pH 7,6). La 

recuperación antigénica se realizó en buffer citrato (citrato de sodio 10 mM, pH 6) por 

20 minutos en horno microondas y luego de este proceso, las muestras fueron 

tratadas con PK por 2 minutos a temperatura ambiente.  

Como anticuerpo primario se utilizaron anticuerpos monoclonales hecho en ratón 

(Prionics, clon 6H4 dilución 1:1000 y VMRD, clon 99.97 dilución 1:2000). La reacción 

antígeno-anticuerpo fue revelada mediante el sistema Envision (Dako), utilizando DAB 

como sustrato cromógeno.  

Como control positivo se utilizaron muestras de SNC de bovinos con EEB y un ovino 

con scrapie fijados en formol al 10%, %, gentilmente cedidos por laboratorios de 

referencia de la OMSA para EEB y scrapie (Canadian Food Inspection Agency y la 
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University of Bern). Como control negativo se utilizaron muestras de SNC de bovinos 

y/u ovinos sin signología nerviosa provenientes de Argentina.  

Detección de PrPSc a través de IHC utilizando IgY anti-PrPC 

Se utilizó el mismo procedimiento anterior (Diagnóstico de scrapie mediante IHC), pero 

como anticuerpos primarios se utilizaron las IgY adsorbido con E. coli BL21 en una 

dilución 1:1000 y anticuerpos monoclonales comercialmente disponibles hecho en 

ratón (Prionics, clon 6H4 dilución 1:1000 y VMRD, clon 99.97) como control positivo. 

En el caso de los anticuerpos IgY anti-PrP se utilizó un IgG anti-gallina conjugado HRP 

(Thermofisher) como anticuerpo secundario, y DAB como sustrato cromógeno. En el 

caso del anticuerpo 6H4, la reacción antígeno-anticuerpo fue revelada mediante el 

sistema Envision (Dako), utilizando DAB como sustrato cromógeno.  

Como control negativo del anticuerpo primario se utilizaron muestras de bovinos sin 

sintomatología nerviosa y como control negativo del anticuerpo secundario se siguió el 

mismo procedimiento sin aplicar anticuerpo primario.  

Detección de PrPC a través de IHC utilizando IgY anti-PrPC 

Se realizó la misma metodología descripta para la detección por IHQ de los marcadores 

celulares. Se probaron diferentes métodos de RAIC: 

Método de calor húmedo en horno de microondas (15-30 minutos) con las siguientes 

soluciones:  

 Buffer citrato pH 6 (ácido cítrico 10 mM, 0,05 % de tween 20).  

 Solución ImmunoDNA Retriever Citrate (Bio SB).  

Método de calor húmedo en olla a presión (15-30 minutos) con las siguientes 

soluciones:  

 Buffer citrato pH 6 (ácido cítrico 10 mM, 0,05 % de tween 20).  

 Solución ImmunoDNA Retriever Citrate (Bio SB).  

Para la optimización de la detección se utilizaron muestras de tejido linfoide de ovinos 

fijados en formol al 10% y en SFZ.   
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Resultados  
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Amplificación y clonado del gen PRNP 

Se logró amplificar la región codificante del gen PRNP que codifica para la PrPC a partir 

del ADN extraído de una muestra de sangre de ovino y de bovino por la técnica de PCR. 

Los productos amplificados fueron purificados y se utilizaron para ligarlos al vector 

pGEM-T Easy (ver figura 23). Posteriormente el inserto correspondiente al ovino fue 

subclonado en el vector pRSET-B utilizando las enzimas de restricción HindIII y XhoI, y 

la proteína fue expresada en la cepa de E. coli BL21 (DE) pLysS. Los resultados de las 

secuenciaciones de los amplicones producidos se encuentran en el anexo de esta tesis. 

 

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% visualizada con bromuro de etidio y luz UV. De izquierda 

a derecha: pGEMT-PRNPov sin digerir; pGEMT-PRNPov digerido con HindIII y XhoI. El recuadro muestra 

la banda correspondiente al inserto (863 pb comprobadas por secuenciación). La banda de 3 kpb 

corresponde al vector linealizado. 

Expresión de la PrPCrec 

La proteína PrPCrec se expresó cuando las cepas de E. coli portantes de la construcción 

pRSET-B_PRNPov fueron inducidas con 1 mM de IPTG. La proteína expresada fue 

identificada   mediante WB usando tanto un anticuerpo monoclonal anti cola de 

histidina (Bio-Rad) como un anti PrP (clon 6h4, Prionics) (ver figura 24). 
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Figura 24. Detección por Western Blot de la 

PrPCrec ovina utilizando anticuerpos anti cola de 

histidina (A) y anti-PrP (B). El control negativo es 

E. coli sin inducir utilizando anti cola de histidina. 

La banda de 30 kDa se corresponde con el tamaño 

esperado. Marcador de proteínas: Blue Plus 

Protein Marker (Trans). 

 

 

 

Purificación de PrPCrec 

De los cuatro métodos de purificación probados, el método de Vrentas et al. (2012) 

modificado fue el que posibilitó una mayor cantidad de PrPCrec ovina en el eluído final. 

En cuanto al método híbrido, no pudo detectarse proteínas en el gel de acrilamida o 

por el método de Bradford (ver tabla 9). 

Método de 
purificación 

Concentración total 
de proteínas (mg/ml) 

Porcentaje de 
PrPCrec ovina (%) 

Concentración de 
PrPCrec ovina 
(mg/ml) 

Desnaturalizante 0,6 6,4 0,038 

Vrentas et. al. (2012) 1,7 9,6 0,16 

Vrentas modificado 1,6 12 0,2 

Tabla 9. Concentración de proteínas en base al promedio de 3 eluciones de PrPCrec ovina purificada.  

 

Figura 25. Detección mediante Western Blot de la 

PrPCrec ovina utilizando anticuerpo anti PrP (clon 6h4, 

Prionics) y DAB como sustrato cromógeno. Marcador de 

proteínas: Blue Plus Protein Marker (Trans) 

(a) PrPCrec a partir de E. coli lisada. 

(b) PrPCrec purificada. 

(-) E. coli sin inducir. 
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Evaluación de la sensibilidad a la PK  

La PrPCrec ovina purificada resultó ser sensible a la PK en todas las concentraciones 

probadas (50 µg/ml, 100 µg/ml, 200 µg/ml y 500 µg/ml). La única banda que se 

observa en la electroforesis de las digestiones corresponde al tamaño de la PK (30 kDa 

aproximadamente) que puede corroborarse con el control negativo (ver figura 26 y 

27).  

 

Figura 26. Electroforesis en 

gel de poliacrilamida al 12% 

teñidos con Coomasie de las 

digestiones de PrPCrec.  

(A) 50µg/ml de PK 

(B) 100µg/ml de PK 

(C) 200µg/ml de PK 

(D) 500 µg/ml de PK 

(-) Control, PK sin PrPC 

(+) Control, PrPC sin digerir. 

 

 

 

Figura 27. Western blot de las 

mismas digestiones de la 

figura 26. Solo se observa 

inmunoreactividad en el 

control positivo (+). Marcador 

de proteínas: BLUltra 

Prestained Protein Ladder 

(Genbiotech). 

 

 

 

 

Detección de anticuerpos anti-PrP en el suero de las gallinas inoculadas 

Mediante dot blot, se observó que los anticuerpos presentes en el suero de las gallinas 
inmunizadas reconocieron la PrPCrec ovina (ver figura 28). No se apreciaron diferencias 
evidentes entre las dos gallinas. Se observó una mayor señal con el suero extraído a los 
49 días (T3). Con respecto al suero tomado previo a la inmunización, también mostró 
cierta reactividad, aunque en menor intensidad.  



102 

 

 

 

Figura 28. Detección por dot Blot de la 

inmunoreactividad de los anticuerpos del suero de las 

gallinas inoculadas. Del 1:2 a 1:32 corresponden a 

diluciones en PBS de PrPCrec ovina. El control negativo 

(-) corresponde a PBS. Cada tira de nitrocelulosa fue 

incubada con una dilución 1:1000 del suero extraído 

de las gallinas los días 0 (T0), 28 (T2) y 49 (T3). 

Finalmente, las membranas fueron incubadas con 

anticuerpos anti-IgY conjugadas con peroxidasa 

(diluida 1:5000 en PBS-T) y reveladas con DAB.  

 

 

 

 

 

Producción de IgY contra PrPCrec ovina  

Luego de la inmunización de gallinas ponedoras, siguiendo el esquema descripto, se 

realizó la purificación de anticuerpos IgY a partir de los huevos de las mismas. Se 

observó inmunoreactividad de los extractos tanto para la PrPCrec ovina purificada 

como contra E. coli BL21. No hubo diferencias entre las reacciones correspondientes a 

PrPCrec y E. coli BL21 (ver figura 29).   

  

Figura 29. Detección por Western blot de la 

inmunoreactividad de los anticuerpos IgY de la 

gallina 2.  

(-) E. coli BL21. 

(A) PrPCrec ovina purificada. 

El control positivo (+) corresponde a la PrPCrec 

ovina purificada detectada con anticuerpo anti PrP 

(clon 6H4- Prionics). Marcador de proteínas: 

BLUltra Prestained Protein Ladder (Genbiotech). 
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Para reducir la presencia de anticuerpos que estuvieran detectando antígenos de la 

cepa de E. coli utilizada para la expresión de la proteína, se adsorbieron los extractos 

de IgY con E. coli BL21. Luego de la adsorción se lograron obtener bandas mucho más 

nítidas. La detección de la PrPCrec ovina con el extracto de IgY fue muy similar al 

control positivo detectado con anticuerpos anti-PrP (clon 6H4, Prionics) (ver figura 30). 

 

Figura 30. Detección por Western blot de la 

inmunoreactividad de los anticuerpos IgY de la 

gallina 2 luego de la adsorción con E. coli BL21.  

(-) E. coli BL21. 

(A) PrPCrec ovina purificada. 

El control positivo (+) corresponde a la PrPCrec 

ovina purificada detectada con anticuerpo anti 

PrP (clon 6H4, Prionics). Marcador de 

proteínas: BLUltra Prestained Protein Ladder 

(Genbiotech). 

 

 

 

Diagnóstico de scrapie mediante IHC  

Todas las muestras de mucosa rectal y SNC (óbex) de los individuos testeados dieron 

negativas al diagnóstico de scrapie.  

Detección de PrPSc a través de IHC utilizando IgY anti-PrPC 

Con el extracto de IgY adsorbido se detectó PrPSc en muestras de bovinos con 

encefalopatía espongiforme bovina y ovinos con scrapie. Se utilizó IgY adsorbido con E. 

coli BL21 en una dilución 1:2 (ver figura 31) y 1:10 (ver figura 32) como anticuerpo 

primario e IgG anti-gallina conjugado con HRP (Thermofisher) como anticuerpo 

secundario, la reacción se reveló con DAB (Dako) como sustrato cromógeno. Los 

resultados se contrastaron con los obtenidos realizando el mismo procedimiento, pero 

utilizando un anticuerpo anti-PrP comercialmente disponible 99.97 (VMRD) y revelado 

con el sistema EnVision (Dako) (ver figura 31). Como control negativo del anticuerpo 

primario se utilizaron muestras de bovinos sin sintomatología nerviosa y como control 

negativo del anticuerpo secundario se siguió el mismo procedimiento sin aplicar 

anticuerpo primario (ver figura 33). Los anticuerpos IgY mostraron un patrón de 

inmunomarcación similar a la observada con el anticuerpo comercial anti-PrP (99.97, 

VMRD):  se marcaron las mismas áreas en cortes del mismo tejido (ver figura 31). Sin 

embargo, los extractos de IgY también mostraron inmunoreactividad en los vasos 
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sanguíneos, específicamente en el endotelio (ver figura 31). Esta marcación indeseada 

fue mayor utilizando IgY adsorbida con E. coli BL21 en una dilución 1:2. 
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Figura 31. Detección inmunohistoquímica en tejido nervioso de un bovino con BSE (infectado con PrPEEB). En la imagen (A) se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-PrP (clon 

99.97, VMRD) y el sistema Envision (Dako). Dentro del recuadro azul se observa inmunoreactividad (granulado marrón-rojizo). En la imagen (B) se utilizó IgY (adsorbido con E. 

coli 1:2) como anticuerpo primario y un anticuerpo anti-gallina conjugado con peroxidasa como anticuerpo secundario. Este corte es el subsiguiente al de la imagen (A), se 

observa inmunoreactividad en los vasos sanguíneos y en una región similar a la del control positivo (recuadro azul). Ambas se revelaron con DAB, contra-tinción con 

hematoxilina, X20.

  

A B 



 

 

 

Figura 32. Detección inmunohistoquímica en tejido 

nervioso de un ovino infectado con scrapie 

utilizando IgY (adsorbido con E. coli 1:10) como 

anticuerpo primario. Se observa inmunoreactividad 

(granulado marrón-rojizo). Inmunohistoquímica 

con anti gallina conjugado con peroxidasa, revelado 

con DAB, contra-tinción con hematoxilina, X20. 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Control negativo del anticuerpo 

secundario. Detección inmunohistoquímica en 

tejido nervioso de un bovino. No se utilizó 

anticuerpo primario. No se observa 

inmunoreactividad (granulado marrón-rojizo). 

Inmunohistoquímica con IgG anti gallina conjugado 

con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción 

con hematoxilina, X20. 

 

 

Detección de PrPC a través de IHC utilizando IgY anti-PrPC 

Se logró inmunomarcación en tejido linfoide de ovinos (linfonódulos) fijados con SFZ utilizando 

los anticuerpos IgY anti-PrPC obtenidos. Los resultados concuerdan con la marcación del control 

positivo utilizando un anticuerpo comercial anti-PrP (Prionics, clon 6H4) (ver figuras 34 y 35).  

No se logró inmunomarcación en tejidos formolados con ninguno de los anticuerpos, bajo 

ninguna de las condiciones de recuperación antigénica probadas. Tanto los anticuerpos IgY 

desarrollados como el anti-PrP comercial (clon 6H4) dieron resultados negativos. 
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Figura 34. Detección inmunohistoquímica de PrPC en LN de un ovino fijado en SFZ. Se utilizó anti-PrP (6H4) como 

anticuerpo primario. Se observa inmunoreactividad (granulado marrón-rojizo) en los folículos linfoides. 

Inmunohistoquímica con EnVision (Dako), revelado con DAB, contra-tinción con hematoxilina, X20. 

 

Figura 35. Detección inmunohistoquímica de PrPC en LN de un ovino fijado en SFZ. Se utilizaron los anticuerpos IgY 

anti-PrP como anticuerpo primario. Se observa inmunoreactividad (granulado marrón-rojizo) en los folículos 

linfoides. Inmunohistoquímica con anti gallina conjugado con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinción con 

hematoxilina, X20. 
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Producción de la PrPCrec ovina 

Se diseñaron primers específicos capaces de reconocer la región codificante del gen PRNP de 

los ovinos mediante PCR. Debido a la gran homología de la proteína priónica entre mamíferos 

(Rubenstein et al., 1999), el diseño de esta técnica permitió amplificar la región codificante 

también en bovinos. Otros autores describieron resultados similares. Roh et al., (2020) 

basándose en el gen PRNP del ovino, desarrollaron primers con capacidad de amplificar la 

secuencia en varias especies de cérvidos. En base a esto podríamos decir que la PCR diseñada 

permitiría realizar estudios de genotipos en ovinos, bovinos y probablemente en otras especies.   

Siguiendo la metodología propuesta se obtuvo una proteína del tamaño esperado de 30 kDa 

(Prusiner, 1998), la cual contenía el agregado de histidina prevista para su purificación y 

detección mediante anticuerpos anti cola de histidina (Bio-Rad). La PrPCrec ovina también fue 

detectada utilizando un anticuerpo anti-PrP tradicionalmente utilizado para el diagnóstico de 

EET (clon 6h4 de Prionics).  

Para la purificación de la proteína recombinante producida se aplicó el método descripto por 

Vrentas (2012), el cual posibilitó una mayor concentración de PrPCrec ovina en las eluciones. Sin 

embargo, para la utilización posterior del producto obtenido debieron introducirse algunas 

modificaciones para que pueda ser inoculado en las gallinas sin necesidad de ser dializada, 

reduciendo así la cantidad de pasos y el tiempo requerido. Esto resultó importante ya que, si 

bien la diálisis reduce la concentración de sustancias irritantes para los tejidos de los animales a 

inocular como 2-mercaptoetanol (White et al., 1973) y urea en altas concentraciones 

(Droegemueller et al., 1978), también disminuye la concentración final de la proteína de interés 

(Peter & Otto, 2010). Por lo dicho, se siguió el procedimiento mencionado, pero evitando el uso 

de estas sustancias en el buffer de elución. De esta manera se obtuvieron concentraciones de 

PrPCrec similares al método original reduciendo el riesgo de lesiones en los animales 

inoculados.  

Para la producción de la PrPCrec se siguió la metodología propuesta por Hornemann et al. 

(1997) y Rezaei et al. (2000) que obtuvieron PrPC recombinantes con las características 

estructurales típicas de la proteína priónica celular. Sin embargo, se decidió comprobar el 

riesgo biológico de esta proteína recombinante evaluando la sensibilidad a la PK de la misma, 

una vez purificada. La PrPCrec resultó ser sensible a la PK lo que demostraría que no tiene 

capacidad infectiva ya que existe una relación directa entre la resistencia a la PK y la 

infectividad (Wang et al., 2018). En su trabajo, Wang et al. (2018) demuestra que la infectividad 

de los priones recombinante está codificada dentro de la estructura de los fragmentos de PrP 

resistentes a la PK. A su vez, para que los PrPCrec posean esta resistencia a la PK, fueron 

convertidos previamente a PrPSc mediante PMCA (Wang et al., 2018). Al parecer para que 

ocurra la conversión de PrPCrec a PrPSc son necesarias condiciones muy específicas de ciclos 

sucesivos de sonicación e incubación alternas en presencia de polianiones y/u otras sustancias 

como ocurre en la técnica de PMCA (Zhang et al., 2013).  La proteína obtenida durante este 
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trabajo no fue expuesta a estas condiciones. Esto, sumado a su sensibilidad a la PK, sugieren la 

seguridad del producto obtenido.   

Durante la evaluación del proceso de purificación se observó en el producto final la presencia 

de bandas que no correspondían al tamaño de la proteína de interés (aproximadamente 30 

kDa) aunque varias de ellas fueron también reconocidas por el anticuerpo anti-PrP (clon 6H4 de 

Prionics). Por eso se evaluó la posibilidad de purificar la proteína directamente a través del 

corte y posterior elución por difusión de los geles de poliacrilamida a partir de las expresiones 

en E. coli. Sin embargo, este procedimiento se descartó ya que no fue posible diferenciar 

fácilmente un lisado inducido y otro no inducido en los geles (datos no presentados) debido a 

que la proteína generada no se expresa en una cantidad distinguible a simple vista. Por otro 

lado, el rendimiento de este método de purificación suele ser bajo, lo cual afectaría el 

procesamiento posterior de la proteína obtenida (Seelert & Krause, 2008).  

Optimización de la detección de PrPSc y PrPC a través de inmunohistoquímica utilizando el 
extracto de IgY anti- PrPCrec 

Los anticuerpos IgY producidos fueron capaces de detectar la PrPSc en tejido nervioso de 

animales con EEB y scrapie, obteniendo patrones de inmunomarcación similares a los 

observados con anticuerpos comerciales (99.97 VMRD y 6H4 Prionics). Esto indica que el 

producto generado no solo detecta PrP de origen ovino, sino que también presentan una 

reactividad cruzada con la PrP de origen bovino. Esta capacidad también la presentan varios de 

los anticuerpos comerciales utilizados en el diagnóstico de EET (Cordes et al., 2008; O’Rourke, 

Baszler, Miller, et al., 1998; Spraker et al., 2002) ya que la proteína priónica es muy conservada 

entre mamíferos (Rubenstein et al., 1999). Por este motivo, según el anticuerpo utilizado, 

puede usarse el mismo producto para diagnosticar scrapie, EEB o EDC. 

Si bien la localización de la inmunomarcación obtenida fue similar a la observada con 

anticuerpos comerciales, la intensidad de la misma fue menor. Esto se relacionaría con el 

sistema de revelado utilizado con cada anticuerpo. Para el caso de los anticuerpos comerciales, 

se utilizó el sistema de detección empleado para el diagnóstico de EET, el sistema EnVision de 

Dako, el cual consiste en un complejo de polímeros marcados con HRP conjugado con 

anticuerpos secundarios anti-ratón y anti-conejo. La sensibilidad de este sistema es mayor que 

la descripta para los sistemas de streptavidina-biotina utilizados de rutina, y más aún que 

sistemas indirectos de un paso en los cuales la detección es realizada con un anticuerpo 

secundario conjugado con la enzima, como fue en este caso (anti-gallina conjugado con HRP de 

ThermoFisher) (Boenisch et al., 2002). 

En la detección de anticuerpos anti-PrPCrec en el suero de las gallinas inoculadas pudimos 

observar la presencia de anticuerpos reaccionantes al purificado de PrPCrec previo a la 

inmunización probablemente debido a la presencia de proteínas de E. coli en los eluídos aun 
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luego de la purificación. Para eliminar estos anticuerpos anti E. coli y otros inespecíficos, se 

llevó a cabo un procedimiento de adsorción.  

La adsorción de los anticuerpos IgY con E. coli en una dilución 1:2 redujo sensiblemente la 

marcación inespecífica en ensayos de Western blot, pero no fue suficiente para la IHQ ya que se 

observó una fuerte marcación no deseada de los vasos sanguíneos con esta técnica. A pesar de 

ser una proteína que se expresa en el endotelio (Turu et al., 2008), la PrPC presente en los 

tejidos debería degradarse con el tratamiento con proteinasa K al que son sometidos durante el 

desarrollo de la técnica de IHQ para el diagnóstico de EET. A su vez, tal marcación no se observa 

utilizando anticuerpos comerciales. Por ello, entendemos que esta reacción de marcación no 

deseada corresponde a anticuerpos presentes en el extracto de anticuerpos IgY dirigidos contra 

una proteína no identificada del endotelio vascular o su lamina propia, y no a la presencia de 

PrPC. Es por esto que se modificó el protocolo de adsorción aumentando la dilución a 1:10, con 

lo que se obtuvo una disminución considerable en la marcación de vasos sanguíneos. Por lo 

tanto, es posible que estos anticuerpos reconocieran proteínas con epítopes similares a PrPCrec 

o a péptidos generados durante su producción no determinados durante este trabajo y 

estuvieran reaccionando de manera cruzada con algún antígeno de los vasos sanguíneos.   

Respecto a la detección de la proteína priónica celular normal, los anticuerpos IgY producidos 

presentaron una inmunomarcación similar a la observada utilizando el anticuerpo 6H4 

(Prionics) en tejido linfoide fijado con SFZ. Sin embargo, la PrPC no pudo ser detectada a partir 

de tejidos fijados en formol al 10% con ninguno de los anticuerpos utilizados, a pesar de seguir 

procedimientos descriptos previamente (Capellino, 2010; Davenport et al., 2017; Sørby et al., 

2009). Estos trabajos describen la detección de PrPC tanto en tejido linfoide como en sistema 

nervioso central utilizando diferentes protocolos, variando la solución fijadora, el anticuerpo 

primario y/o los sistemas de detección.  En uno de los mismos se evaluaron muestras fijadas en 

formol al 10% y fijador de Bouin con diferentes anticuerpos (Capellino, 2010) y si bien el autor 

logró detectar PrPC, no queda claro el procedimiento con el que obtuvo mejores resultados. En 

el presente trabajo se realizaron diferentes tratamientos de recuperación sin lograr la 

detección del antígeno ya sea con el anticuerpo desarrollado ni con el anticuerpo comercial 

6H4. Se utilizó una olla a presión en lugar de autoclave ya que algunos autores recomiendan 

este remplazo en el diagnóstico inmunohistoquímico de EET debido a su practicidad 

(Andréoletti, 2004). Sin embargo, teniendo en cuenta nuestros resultados y lo observado en el 

capítulo 2 para detección de otros antígenos, cambios menores podrían tener efecto en los 

resultados de la técnica. En este sentido, el uso de autoclave podría ser importante en la 

recuperación antigénica de PrPC y tener efecto en el resultado de IHQ.  

La ausencia de inmunomarcación de PrPC en tejidos fijados en formol también podría estar 

influenciada por características propias del anticuerpo utilizado. El anticuerpo 6H4, si bien es 

capaz de detectar PrPSc en tejido fijado en formol, lo hace con una intensidad menor 

comparándolo con otros anticuerpos utilizados en inmunohistoquímica (Cordes et al., 2008). En 
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los animales infectados se presentan acúmulos de PrPSc en los tejidos mientras que la expresión 

de la proteína priónica normal celular en tejido linfoide es baja en condiciones naturales 

(Austbø et al., 2006). Esto, sumado a la menor sensibilidad del anticuerpo monoclonal utilizado 

podría ser la causa de la ausencia de detección en tejido linfoide fijado en formol. Además, la 

mayoría de las investigaciones destinadas a evaluar la presencia de PrPC mediante 

inmunohistoquímica suelen evitar el formaldehido como solución fijadora (Austbø et al., 2006; 

Miyazawa et al., 2007; Sørby et al., 2009; Thielen et al., 2001). En relación a esto último, es 

probable que en este trabajo no se haya probado el método de recuperación antigénica más 

apropiado para revelar el epítope específico capaz de ser reconocido por el anticuerpo 

monoclonal utilizado. Sería recomendable utilizar en futuros estudios fijadores aptos para IHQ, 

como la SFZ evaluada en el presente trabajo. Sin embargo, debe considerarse el potencial 

riesgo de trabajar con muestras de tejidos en un fijador para el cual no se ha evaluado su 

actividad antimicrobiana. 
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Conclusiones 
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 Se diseñaron primers capaces de amplificar la región codificante del gen PRNP de ovinos 

y bovinos mediante PCR. Esto podrá ser de utilidad para el estudio de genotipos en 

estas y otras especies susceptibles a otras EET animales. 

 

 Con la metodología empleada se logró obtener una PrPC ovina recombinante y 

producirla en cantidad suficiente para su utilización posterior. 

 

 Tal como fuera supuesto, la PrPCrec obtenida fue inmunogénica para gallinas 

corroborando que la distancia filogenética entre especies sería una variable de 

importancia en el desarrollo de la respuesta inmune ante la exposición a PrPC. 

 

 Se logró la producción de anticuerpos IgY anti-PrPCrec. Los mismos fueron capaces de 

reconocer PrPSc mediante IHQ en ovinos y bovinos infectados. Si bien deben ajustarse 

las condiciones de uso y validar el procedimiento, podría utilizarse para diagnóstico de 

EET animales en el futuro. 

 

 No se logró detectar PrPC en las muestras de tejido fijadas en formol con el anticuerpo 

desarrollado ni con el anticuerpo comercial 6H4. Esto podría deberse a las condiciones 

de trabajo empleadas. 
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Capítulo 4 

Consideraciones finales 
  



116 

 

Las EET representan una barrera para el comercio de animales y sus productos entre países, 

siendo algunas de ellas un riesgo para la salud pública. El scrapie de ovinos y caprinos es la 

enfermedad del grupo con mayor cantidad de reportes anuales en el mundo, siendo a la vez la 

enfermedad modelo para el estudio de las EET en todas las especies. 

El diagnóstico confirmatorio de las EET es postmortem, existiendo para el caso de scrapie la 

posibilidad de un diagnóstico antemortem preclínico. Su utilización tendría importancia al 

momento de ingresar animales a países o áreas libres de la enfermedad. Para ello se realiza la 

detección de PrPSc en biopsias tejido linfoide asociado a las mucosas del tercer párpado o 

rectal, recomendándose evaluar al menos 6 folículos linfoideos en cada muestra. Considerando 

la relevancia del diagnóstico preclínico, en este trabajo se propuso estudiar el tejido linfoide 

asociado a estas mucosas en ovinos y caprinos bajo la hipótesis de que existen cambios en su 

composición de acuerdo a su edad. 

Los resultados obtenidos rechazan la hipótesis planteada, ya que no se observaron diferencias 

en la cantidad o composición celular del tejido linfoide de las mucosas palpebral y rectal de los 

ovinos analizados de acuerdo a su edad. Esto podría deberse a que, a diferencia de lo reportado 

en otras regiones del mundo, efectivamente no existieran tales diferencias en el tejido linfoide 

de mucosas entre animales jóvenes y adultos de nuestro país, o a que las mismas no fueran 

evidenciadas con el criterio de edad utilizado en este trabajo. Si bien no fue evaluado 

particularmente en este estudio, el sistema productivo empleado tendría influencia en el 

desarrollo del tejido linfoide de mucosas. Esto ha sido propuesto por otros autores, y podría 

sugerirse con los resultados observados ya que caprinos mantenidos en confinamiento parcial 

tuvieron mayor desarrollo de tejido linfoide palpebral que los ovinos criados en condiciones 

extensivas (cuenca del Salado de la provincia de Buenos Aires). 

Para el diagnóstico preclínico de scrapie resulta clave la presencia de tejido linfoide en las 

mucosas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que su aparición sería 

esporádica en el tercer párpado, y que en el recto el mismo se concentraría en la porción 

terminal, adyacente a la unión mucocutánea. Por esto sería recomendable utilizar esta última 

como muestra para diagnóstico, indicando al momento de su realización la cantidad de 

folículos incluidos en la misma. 

La caracterización celular del tejido linfoide resultó compleja. A pesar de las dificultades 

encontradas a trabajar con muestras fijadas en formol, se identificaron los marcadores de 

interés. Así, se observó una mayor detección de CD21 en la mucosa rectal respecto de la 

palpebral. Considerando que las células dendríticas foliculares (CD21+) son importantes en la 

acumulación PrPSc en el tejido linfoide, esta muestra tendría mayor utilidad para diagnóstico 

preclínico de scrapie. De manera similar a lo mencionado para la presencia de tejido linfoide, no 

se observó diferencia en la expresión de CD21 en tejidos de animales jóvenes y adultos, 

pudiendo deberse al criterio de clasificación por edad empleado y al número de muestras 

analizadas. Tampoco se observaron diferencias entre mucosas o edades para los marcadores 
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CD3 o L1. Los patrones de marcación observados sugieren que las poblaciones de linfocitos T y 

macrófagos se distribuyen en los animales analizados de manera similar a lo propuesto en la 

bibliografía. 

Durante la realización del presente trabajo se obtuvo una proteína PrPC recombinante, y un 

anticuerpo IgY capaz de reconocer PrPC en tejidos de ovinos sanos. Sin embargo, no se logró 

detectar PrPC en tejido linfoide de las muestras analizadas asociando tal resultado al proceso de 

fijación con formol al 10% realizado, a pesar de evaluar diferentes condiciones de recuperación 

antigénica. Esto podría relacionarse con la sensibilidad del antígeno al formol, como a la 

naturaleza de los anticuerpos utilizados ya sean comerciales o al desarrollado. 

La IgY obtenida permitió reconocer al agente causal de scrapie y de la encefalopatía 

espongiforme bovina mediante IHQ en tejidos de animales infectados provistos por 

laboratorios de referencia para estas enfermedades (OMSA). Así, el producto generado podrá 

utilizarse en futuros estudios relacionados con las EET animales, como así también en el 

diagnóstico de rutina (vigilancia epidemiológica) una vez validado el procedimiento. 

Como resultado de este trabajo se generó información, procedimientos de laboratorio y un 

anticuerpo capaz de detectar al agente responsable de una enfermedad compleja. Su aplicación 

colaborará en la prevención del ingreso de scrapie, será de utilidad para las actividades de 

vigilancia y control que se realizan actualmente en Argentina, y servirá de inicio para futuros 

estudios vinculados a las EET animales.  

La presente tesis se logró desarrollando ideas y procedimientos a partir de la experiencia 

adquirida en laboratorios de instituciones de estatales. Estas han mostrado ser fundamentales 

para encontrar soluciones a problemas tanto globales como locales. Su fortalecimiento y 

estímulo será fundamental en el desarrollo económico y social de nuestro país y la región. 
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Tamaño de muestreo estratificado con ProMESA 

Muestreo en ovinos: 

 

Muestreo en caprinos: 

 

Análisis estadístico con InfoStat 

Diferencias en el número de FL observados entre las muestras rectales 

Muestras: tomadas inmediatamente anterior a la unión mucocutánea (muestra A) y aquellas 

tomadas a 2 cm de la unión (muestra B) 
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Diferencias en la aptitud diagnóstica entre las muestras rectales 

Muestras: tomadas inmediatamente anterior a la unión mucocutánea (muestra A) y aquellas 

tomadas a 2 cm de la unión (muestra B) 

 

 

Diferencias en la aptitud diagnóstica de tercer párpado completo observada entre el grupo J y el 

grupo G 

Animales menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses.  
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Diferencias en la aptitud diagnóstica de mucosa rectal observada entre el grupo J y el grupo G 

Animales menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses.  
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Diferencias en la aptitud diagnóstica de mucosa de tercer párpado observada entre el grupo J y 

el grupo G 

Animales menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses.  
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Diferencias en marcación de CD21 en TL de tercer párpado entre el grupo J y el grupo G 

 

A: ovinos menores de 18 meses 

B: ovinos mayores de 18 meses 

Diferencias en marcación de CD21 entre el TL de la mucosa rectal y del tercer párpado  

 

3P: tercer párpado 

MR: mucosa rectal 
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Secuenciaciones en formato FASTA 

Secuenciación del producto de PCR amplificado de un ovino y clonado en pGEM-T 

>B2F-T7promotor. 

CTCGAGGCTGACACCCTCTTTATTTTGCAGAGAAGTCATCATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCTGGT

TCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATGGAACACTG

GGGGGAGCCGATACCCGGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGG

TCAGCCCCATGGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGGAC

AGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAGAACC

AACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGAA

GTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTA

CCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATC

ACAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAG

CGAGTGGTGGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCAAGTGT

GATCCTCTTTTCTTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAGGGGCAACCTTCC

TGTTTTCATTATCTTCTTAATCTTTGCCAGGTTAAAAGCT 

Resultados en BLAST: Ovis aries príon protein gene 

 

Secuenciación del producto de PCR amplificado de un bovino y clonado en pGEM-T 

>3-T7 

CTCGAGGCTGACACCCTCTTTATTTTGCAGATAAGTCATCATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCT

GGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGAGGAGGAT

GGAACACTGGGGGGAGCCGATACCCAGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGTTATCCACCTCAGGG

AGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGAGGTGGCTGGGGCCAGCCTCATGGAGGTGGCTGGGGCCAG

CCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGGACAGCCACATGGTGGTGGAGGCT

GGGGTCAAGGTGGTACCCACGGTCAATGGAACAAACCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAAGCATGTG

GCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGAAGTGCCATGA

GCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGCACCGTTACCC

CAACCAAGTGTACTACAGGCCAGTGGATCAGTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAA

CATCACAGTCAAGGAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAA

GATGATGGAGCGAGTGGTGGAGCAAATGTGCATTACCCAGTACCAGAGAGAAATCCCAGGCTTATTAC

CAACGAGGGGCAAGTGTGATCCTCTTCTCTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCA

TAGTAGGATAGGGGCAACCTTCCTGTTTTCATTATCTTCTTAATCTTTGCCAGGTTAA 

Resultados en BLAST: Bos taurus prion protein (PRNP) 

 

Datos de ovinos y caprinos 
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Animal N° Especie 
Grupo 
Etario FL 3P Apitud 3P FL B3P 

Aptitud 
B3P FL MR Apitud MR 

INTA-01 Caprino J 6 Apto 0 No apto 8 Apto 

INTA-02 Caprino J 6 Apto     20 Apto 

INTA-03 Caprino J 7 Apto 6 Apto 6 Apto 

INTA-04 Caprino J 8 Apto 0 No apto 10 Apto 

INTA-05 Caprino J 9 Apto     10 Apto 

INTA-06 Caprino J 5 No apto 0 No apto 20 Apto 

INTA-07 Caprino J 4 No apto 1 No apto 45 Apto 

INTA-08 Caprino J 10 Apto 3 No apto 15 Apto 

INTA-09 Caprino J 14 Apto 4 No apto 13 Apto 

INTA-10 Caprino J 4 No apto     20 Apto 

INTA-11 Caprino J 6 Apto     0 No apto 

INTA-12 Caprino J 6 Apto 0 No apto 6 Apto 

INTA-13 Caprino J 0 No apto 3 No apto 4 No apto 

INTA-14 Caprino J 0 No apto     6 Apto 

INTA-15 Caprino J 2 No apto 4 No apto 6 Apto 

INTA-16 Caprino J 1 No apto     2 No apto 

19 Caprino G 8 Apto 2 No apto 9 Apto 

20 Caprino J 3 No apto 0 No apto 5 No apto 

23 Caprino J 9 Apto     10 Apto 

24 Caprino J 11 Apto 3 No apto 0 No apto 

24c Caprino J 0 No apto 1 No apto 9 Apto 

25c Caprino J 5 No apto     13 Apto 

26 Caprino J 7 Apto 1 No apto 0 No apto 

26c Caprino J 6 Apto 0 No apto 9 Apto 

27 Caprino J 8 Apto     0 No apto 

28 Caprino J 6 Apto     0 No apto 

29 Caprino J 6 Apto 2 No apto 0 No apto 

29c Caprino J 0 No apto     0 No apto 

31 Caprino G 13 Apto 0 No apto 3 No apto 

31c Caprino J 2 No apto 3 No apto 7 Apto 

32 Caprino J 13 Apto 8 Apto 18 Apto 

32c Caprino J 0 No apto     8 Apto 

33 Caprino J 7 Apto 3 No apto 6 Apto 

33c Caprino J 2 No apto 1 No apto 8 Apto 

34 Caprino J 8 Apto 2 No apto 6 Apto 

35 Caprino J 9 Apto 0 No apto 10 Apto 

35c Caprino J 2 No apto     20 Apto 

36 Caprino J 17 Apto 5 No apto 7 Apto 

36c Caprino J 1 No apto     4 No apto 



156 

 

38 Caprino J 5 No apto 0 No apto 6 Apto 

39 Caprino J 1 No apto 4 No apto 1 No apto 

39c Caprino J 0 No apto 2 No apto 26 Apto 

40 Caprino J 0 No apto 1 No apto 3 No apto 

40c Caprino J 0 No apto 0 No apto 0 No apto 

41 Caprino J 15 Apto 0 No apto 1 No apto 

41c Caprino J 0 No apto     37 Apto 

42 Caprino J 3 No apto 2 No apto 12 Apto 

43 Caprino J 7 Apto     1 No apto 

43c Caprino J 2 No apto 0 No apto 5 No apto 

44 Caprino G 5 No apto 0 No apto 3 No apto 

44c Caprino J 0 No apto     20 Apto 

45 Caprino J 6 Apto 5 No apto 1 No apto 

46 Caprino J 6 Apto 1 No apto 1 No apto 

46c Caprino J 1 No apto 2 No apto 34 Apto 

Ov9 Ovino G 2 No apto 0 No apto 4 No apto 

Ov10 Ovino G 0 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov11 Ovino J 0 No apto 0 No apto 7 Apto 

Ov20 Ovino J 1 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov21 Ovino J 4 No apto 
 

  0 No apto 

Ov22 Ovino J 15 Apto 2 No apto 0 No apto 

Ov23 Ovino J 3 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov24 Ovino J 2 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov25 Ovino J 4 No apto 
 

  8 Apto 

Ov26 Ovino J 0 No apto 0 No apto 4 No apto 

Ov27 Ovino J 2 No apto 0 No apto 2 No apto 

Ov28 Ovino G 5 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov29 Ovino J 4 No apto     0 No apto 

Ov30 Ovino J 7 Apto     0 No apto 

Ov31 Ovino J 0 No apto 0 No apto 1 No apto 

Ov32 Ovino J 3 No apto 0 No apto 1 No apto 

Ov33 Ovino J 1 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov34 Ovino J 3 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov35 Ovino G 1 No apto     0 No apto 

Ov36 Ovino G 0 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov37 Ovino J 6 Apto 0 No apto 5 No apto 

Ov38 Ovino G 3 No apto 0 No apto 4 No apto 

Ov39 Ovino J 4 No apto     0 No apto 

Ov40 Ovino J 2 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov41 Ovino G 3 No apto 0 No apto 11 Apto 

Ov42 Ovino J 0 No apto 0 No apto 1 No apto 
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Ov43 Ovino J 2 No apto 4 No apto 0 No apto 

Ov44 Ovino J 2 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov45 Ovino G 0 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov46 Ovino G 0 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov47 Ovino J 6 Apto     3 No apto 

Ov50 Ovino J 1 No apto 2 No apto 4 No apto 

Ov51 Ovino J 0 No apto 1 No apto 38 Apto 

Ov52 Ovino G 6 Apto 2 No apto 6 Apto 

Ov53 Ovino G 0 No apto 0 No apto 1 No apto 

Ov54 Ovino G 6 Apto 1 No apto 6 Apto 

Ov55 Ovino G 0 No apto 0 No apto 4 No apto 

Ov56 Ovino J 1 No apto 0 No apto 15 Apto 

Ov57 Ovino G 0 No apto 0 No apto 0 No apto 

Ov58 Ovino G 9 Apto 6 Apto 14 Apto 

Ov59 Ovino G 1 No apto 0 No apto 6 Apto 

Ov60 Ovino G 0 No apto 0 No apto 8 Apto 

Ov61 Ovino J 2 No apto 0 No apto 20 Apto 

Ov62 Ovino G 6 Apto 1 No apto 6 Apto 

Ov63 Ovino G 2 No apto 0 No apto 1 No apto 

Ov64 Ovino J 6 Apto 1 No apto 1 No apto 

Ov65 Ovino G 1 No apto 2 No apto 7 Apto 

Ov66 Ovino G 0 No apto 1 No apto 6 Apto 

Ov67 Ovino J 2 No apto 0 No apto 6 Apto 

Ov68 Ovino G 1 No apto 0 No apto 7 Apto 

Ov69 Ovino J 0 No apto 0 No apto 9 Apto 

Ov70 Ovino J 0 No apto 1 No apto 39 Apto 

Ov71 Ovino G 1 No apto 1 No apto 4 No apto 

Ov72 Ovino G 3 No apto 1 No apto 11 Apto 

Ov73 Ovino G 0 No apto 2 No apto 1 No apto 

Ov74 Ovino G 0 No apto 2 No apto 10 Apto 

Ov75 Ovino J 17 Apto 1 No apto 6 Apto 

Ov76 Ovino J 8 Apto 2 No apto 4 No apto 

Ov78 Ovino G 0 No apto     18 Apto 

Ov79 Ovino J 0 No apto 0 No apto 22 Apto 

Ov80 Ovino G 2 No apto 1 No apto 6 Apto 

Ov81 Ovino J 2 No apto 4 No apto 17 Apto 

Ov82 Ovino J 0 No apto     4 No apto 

Ov83 Ovino J 0 No apto 0 No apto 14 Apto 

Ov84 Ovino G 3 No apto 0 No apto 4 No apto 

Ov85 Ovino G 1 No apto 1 No apto 1 No apto 
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FL 3P: Número de folículos linfoides en tercer párpado completo 

FL B3P: Número de folículos linfoides en muestras conjuntivales de tercer párpado completo 

FL MR: Número de folículos linfoides en mucosa rectal 

Datos de la marcación de CD21 en las muestras de tercer párpado de ovinos analizadas 

Animal N° Especie Grupo Etario 
Prom 
CD21 

Ov22 Ovino A 1,2 

Ov30 Ovino A 0,8 

Ov37 Ovino A 2 

Ov47 Ovino A 0,8 

Ov52 Ovino B 2,33 

Ov54 Ovino B 0,8 

Ov58 Ovino B 2,75 

Ov62 Ovino B 2 

Ov64 Ovino A 0 

Ov75 Ovino A 1,2 

Ov76 Ovino A 1,67 

A: menores a 18 meses 

B: mayores a 18 meses 

Datos de la marcación de CD21 en las muestras de mucosa rectal de ovinos analizadas 

Animal N° Especie 
Grupo 
Etario 

Prom 
CD21 

Ov11 Ovino A 2,67 

Ov25 Ovino A 2,67 

Ov41 Ovino B 2,33 

Ov51 Ovino A 3 

Ov52 Ovino B 2,8 

Ov54 Ovino B 1,4 

Ov56 Ovino A 2,5 

Ov58 Ovino B 2,17 

Ov59 Ovino B 2,33 

Ov60 Ovino B 2 

Ov61 Ovino A 2,83 

Ov62 Ovino B 2,2 

Ov65 Ovino B 3 

Ov66 Ovino B 2 

Ov67 Ovino A 1,6 
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Ov68 Ovino B 2,33 

Ov69 Ovino A 3,33 

Ov70 Ovino A 2,83 

Ov72 Ovino B 2,4 

Ov74 Ovino B 2,83 

Ov75 Ovino A 2,8 

Ov78 Ovino B 1,2 

Ov79 Ovino A 2,67 

Ov80 Ovino B 0,25 

Ov81 Ovino A 2,83 

Ov83 Ovino A 1,5 

 

A: menores a 18 meses 

B: mayores a 18 meses 

 

 

 

 

 

 

 


