Resistencia genética a las encefalopatias espongiformes
transmisibles

Los factores genéticos que influyen en la susceptibilidad y el desarrollo de una EET
animal estan todavia en estudio. Es un tema novedoso, sobre todo en lo que se refiere a
la EEB, ya que el descubrimiento de un gen directamente implicado en el desarrollo de
esta enfermedad permitiria la aplicacion de un sistema de control mediante la seleccién
de animales resistentes.

A continuacion se presentan algunos de los conocimientos actuales respecto a este tema,
comenzando por una introduccion histdrica de las investigaciones realizadas, seguida de
una descripcion de los polimorfismos del gen de la proteina prién que han sido
relacionados con modificaciones en el periodo de incubacion de las EET o con la
susceptibilidad a las mismas en distintas especies. De forma mas exhaustiva se
describen los factores genéticos implicados en el scrapie ovino y su aplicacion en planes
de seleccidn dirigidos a la obtencion de animales resistentes.

INTRODUCCION

Los experimentos destinados a conocer la interaccion compleja entre los genes del
hospedador y la infeccion con un tipo especifico de cepa de scrapie en ovino
comenzaron en los afios 50 con las investigaciones desarrolladas por Gordon, en las que
se inocularon 24 razas distintas con el mismo extracto. El resultado, publicado en 1966,
mostraba que habia un amplio rango de variacion en cuanto a la susceptibilidad en las
distintas razas. La incidencia de la enfermedad variaba entre un 78% en la raza
Herdwick y nula en el ovino Dorset Down. Ademaés, el periodo de incubacion en
aquellas ovejas que desarrollaban la enfermedad tambien variaba entre razas, con
valores que oscilaban entre 100 y 690 dias. Esta diferencia en la susceptibilidad también
se observo en distintas lineas de raton; aunque en este caso las 4 lineas inoculadas
desarrollaron la enfermedad, el periodo de incubacion variaba entre 140 y 280 dias tras
la inoculacion.

Otra evidencia de la existencia de factores genéticos del hospedador con influencia en la
susceptibilidad a esta enfermedad surgi6 a partir de los estudios realizados con scrapie,
tanto por infeccién natural como experimental, en Edimburgo (NPU, Neuropathogenesis
Unit) en 1961 con las razas Cheviot y Herdwick. Estas experiencias han contribuido de
forma importante al conocimiento de los mecanismos genéticos subyacentes a estas
enfermedades. Los animales eran sometidos a una inyeccién subcutanea con un extracto
infeccioso (SSBP/1 Sheep Scrapie Brain Pool 1) y posteriormente seleccionados
siguiendo como criterio la duracion del periodo de incubacion, obteniéndose dentro de
la misma raza una linea sensible y una resistente. En la linea resistente a scrapie los
animales no presentaban signos clinicos después de la infeccion subcutanea. Sin
embargo, tras inoculacion por via intracerebral (IC) la enfermedad acababa
desarrollandose, pero después de un periodo de incubacion mas de cuatro veces superior
al de la linea sensible. Estos resultados se repitieron con extractos de distinto origen con
la excepcion del homogeneizado con CH1641, donde se produjo una inversion de la
resistencia entre las dos lineas de Cheviot. La existencia de una interaccion entre la cepa
de scrapie y la genética del hospedador fue confirmado por Goldman et al.



Dickinson et al habian propuesto que el efecto observado estaba mediado por un gen
gue denominaron Sip (Scrapie incubation period) que presentaba dos alelos sA (short
incubation) y pA (prolongated incubation), teniendo el primero un efecto dominante
sobre el segundo. Posteriormente, estudios de genética molecular realizados por Hunter
et al demostraron que el gen Sip y el gen que codifica para la proteina prién eran
probablemente el mismo gen. En el articulo de Elsen et al se puede encontrar una
revision sobre la genética de la susceptibilidad al scrapie en la especie ovina.

EL GEN DE LA PROTEINA PRION (PRNP)

El gen PRNP tiene una longitud variable (dependiendo de la especie) entre 16.000 y
22.000 bases. Estad formado por dos o tres exones, segun la especie, si bien toda la
region codificante (ORF) se encuentra en un Unico exon. Este gen codifica una
glicoproteina de membrana (la proteina prién) que posee entre 230 y 255 aminoéacidos y
cuya secuencia esta altamente conservada entre especies. La Fig 1 muestra un esquema
de la estructura del gen PRNP, asi como de la proteina que codifica.
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Fig 1.- Esquema de la estructura del gen PRNP

El gen PRNP se ha identificado en un gran nimero de especies, tanto domésticas como
salvajes. La homologia entra las distintas especies es muy elevada, por ejemplo un 94%
de la secuencia nucleotidica de las especies bovina y ovina es idéntica. A su vez, estas
especies muestran una homologia con el gen humano del 66.7% y del 65.4%,
respectivamente.

POLIMORFISMO GENETICO DEL GEN PRNP

Se han descrito un gran nimero de polimorfismos o variantes genéticas en el gen PRNP
en distintas especies. Alguno de ellos se muestra en la Fig 2.
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Fig 2.- Polimorfismos del gen PRNP

En general, estos polimorfismos se pueden clasificar en:
- Mutaciones puntuales: un cambio de un nucle6tido en un codén da lugar a un
cambio aminoacidico en la proteina.
- Inserciones y delecciones: se producen en la region de octapéptidos dando
lugar a un nimero distinto de repeticiones (segun los individuos).

El desarrollo de una EET de forma natural esta fuertemente influenciado por las
alteraciones en el gen del hospedador que codifica para la proteina PrP. Estos
polimorfismos pueden influir en la conversion de PrPc en la isoforma patégena PrPsc.
Los mecanismos por los que una variante alélica individual conduce a una
susceptibilidad alterada o a un cambio en el periodo de incubacion no han sido bien
definidos. Se ha propuesto que, en humanos, los polimorfismos de PrP pueden
presentarse en sitios criticos implicados en la transicion de conformacién de PrPc a
PrPsc.

Polimorfismos de PRNP en humano: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

El gen de la proteina PrP humana se localiza en el cromosoma 20, tiene una longitud de
16.000 bases y codifica una proteina de 253 aminoéacidos. Ciertas mutaciones dan lugar
a un cambio aminoacidico que al provocar un cambio conformacional del plegamiento
de la proteina prion, origina una EET. Se han observado mutaciones en las formas
familiares de la enfermedad de CJD, en el Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS) y en el Insomnio Fatal Familiar (FFI). Por ejemplo, la mutaciéon que supone el
cambio de Prolina por Leucina en el codén 102 es suficiente para causar una forma de
GSS. Los distintos polimorfismos observados en la especie humana se deben a
inserciones o delecciones de octapéptidos o a mutaciones puntuales. En la actualidad se
han descrito 25 mutaciones en el gen PRNP humano, no todas ellas ligadas al desarrollo
de la enfermedad. La causa mas frecuente de CJD familiar es la mutacion puntual en el
coddn 200, esta mutacion aparece en mas del 70% de familias con CJD hereditaria en
todo el mundo. Una larga lista de mutaciones detectadas en la especia humana, asi
como su relacion con determinadas patologias estdn actualmente descritas
(http://www.bseinquiry.gov.uk/report/volume2/tab2_2.htm).




La predisposicion genética tiene su influencia en todos los tipos de EETs (familiar,
iatrogénica y esporadica). EI codon 129 parece ser el que estd implicado en esta
predisposicion. Asi, los casos iatrogénicos resultantes del uso de la hormona de
crecimiento estan asociados con el genotipo homocigoto Valina en este codédn. Por otro
lado, los casos de la v-CJD han aparecido en individuos homocigotos Metionina.

La genética del scrapie en raton

Los citados estudios de Dickinson et al basados en la inoculacién experimental de
distintas lineas de ratdn, trataban de estudiar el papel de los genes de este hospedador en
el control de los periodos de incubacion de scrapie. Los primeros resultados indicaban
que la duracion del periodo de incubacion estaba controlada por un gen que se
denomino Sinc (Scrapie Incubation). Posteriormente, se han identificado polimorfismos
en los codones 108 y 189 del gen murino de PRNP que determinan diferencias en el
periodo de incubacién de la enfermedad.

Esta especie animal se ha utilizado como modelo para confirmar la importancia de las
mutaciones detectadas en el gen PRNP humano. Mediante la produccion de ratones
transgénicos que portan las distintas variantes del gen humano, se determina la
susceptibilidad del animal a la inoculacién experimental.

Finalmente, se han desarrollado estudios dirigidos a identificar los denominados QTLs
(Quantitative Trait Loci) que influyen en el periodo de incubacién, al tratarse de un
caracter cuantitativo en el que puede estar implicado un gran namero de genes. Los
resultados de algunos trabajos indican la posible existencia de QTLs en los cromosomas
2, 11y 12 de ratdn, mientras que los de otros localizan sendos QTLS en los cromosomas
9y 11 de la misma especie.

Polimorfismos del gen PRNP en animales carnivoros

EET del vison

La EET del vison es una enfermedad rara que se detectdé por primera vez en Estados
Unidos en 1947. El primer documento cientifico sobre esta enfermedad data de 1965 y
desde entonces se han descrito varios focos. Esta patologia se presenta Unicamente en
visones criados de forma comercial y tiene un curso clinico particularmente corto. Los
estudios epidemioldgicos sugieren que los animales contraen la enfermedad por
exposicion externa al agente infeccioso, como puede ser el consumo de piensos
contaminados.

Existen muy pocas referencias bibliograficas en el que se estudie la genética de esta
enfermedad; Unicamente se observa el fendmeno de barrera de especie entre vison
americano y turon (hurdn salvaje). Estas dos especies muestran bastantes diferencias
respecto a la susceptibilidad al agente de la EET del vison, siendo el periodo de
incubacion mucho maés largo en el turon. La proteina prion en ambas especies no
muestra diferencias cuando se analiza por Western Blot y la expresion del gen también
es similar. Segun los analisis del gen PRNP del vison y del turon, se han llegado a
observar 6 mutaciones silentes (sin cambio aminoacidico), un cambio de Fenilalanina
por Lisina en el codén 179 y otro de Arginina por Glutamina en el codén 224,
sugiriendo que la barrera entre estas dos especies podria tener su origen en esta regién
polimorfica del gen PRNP.



EET felina

Esta enfermedad se diagnostico por primera vez en 1990 en un macho siamés, desde
entonces se han detectado multiples casos en el Reino Unido. Se considera la
posibilidad de que se trate de una enfermedad nueva que tenga su origen en la epidemia
de EEB, transmitiéndose a los gatos por el consumo de carne contaminada. Segln
nuestro conocimiento, no parece haberse encontrado la zona polimorfica en el gen
PRNP felino. Por otro lado, el gen PRNP del perro posee muchas similitudes
estructurales con el gato, incluso se afirma que si nos basamos Unicamente en la
estructura del gen, el perro tendria la misma susceptibilidad que el gato a padecer la
enfermedad.

Polimorfismo de PRNP en rumiantes

Enfermedad cronica caquectizante del ciervo

Con respecto a los factores genéticos que controlan la susceptibilidad o resistencia a
esta enfermedad, se ha identificado un polimorfismo en el codén 132 del gen PRNP que
consiste en el cambio de Metionina por Leucina. Se han detectado casos positivos en los
homocigotos Metionina y en los heterocigotos 132 Metionina/Leucina. El hecho de que
no se hayan diagnosticado casos positivos en los animales homocigotos para Leucina,
tal vez facilite la posibilidad de realizar un control de la enfermedad mediante técnicas
de genotipado.

En el ciervo de cola blanca se ha determinado la existencia de polimorfismos en el
codén 96 (Glicina/Serina), en el coddn 138 (Serina/Asparagina) y en el 226
(Glutamina/Glutamico) y se cree que Glicina 96 y Serina 138 puedan predisponer al
padecimiento de la enfermedad.

Recientemente se ha descrito un nuevo polimorfismo en el codon 95
(Glutamina/Histidina) en el ciervo de cola blanca, de forma que se han comparado
animales positivos y negativos y se ha demostrado que la mayoria de los animales
positivos presentaban el haplotipo Glutamina/Glicina/Serina (95/96/138).

EEB

El gen que codifica para la proteina prion bovina tiene un tamafio de 20-22.000 bases,
se encuentra en el cromosoma 13 (13g17) y presenta una homologia con el humano del
66.7% y con el ovino del 94%. La secuencia aminoacidica de la proteina codificada
difiere de la ovina en 7 u 8 posiciones.

Como consecuencia de la epidemia de EEB sufrida en el Reino Unido, se han
desarrollado muchos trabajos con el fin de detectar la base genética de esta enfermedad
en la especie bovina. Ademas de la necesidad de contacto con el agente (relacionada
con el consumo de piensos contaminados), la epidemiologia de esta enfermedad induce
a pensar que, al igual que ocurre en otras especies como humano u ovino, existe un
componente genético.

En esta especie se han detectado 2 mutaciones silentes en el exon 3 y polimorfismo en
el nimero de repeticiones de octapéptidos (5 y/6 6 copias). Aunque el polimorfismo en
la region de octapéptidos se ha asociado con la enfermedad en otras especies, no se han
encontrado diferencias ni en el cambio del nimero de repeticiones ni en las mutaciones
silentes entre los animales afectados por EEB y sus parientes.

Recientemente, se ha demostrado la asociacion entre la susceptibilidad a EEB y la
insercion / deleccidn de 23 pares de bases en la regién promotora del gen PRNP.



Scrapie caprino

La aparicion de scrapie en cabras de forma natural se ha descrito en un gran numero de
paises: Francia, Reino Unido, Suiza, Estados Unidos, Canada, Chipre, Italia, Grecia y
Espania.

El gen PRNP caprino codifica para una proteina de 255 aminodcidos. Ademas de 4
mutaciones silentes en los codones 42, 107, 138 y 207 se han detectado mutaciones en
otros 17 codones. En la Tabla 1 se muestran los polimorfismos descritos en el gen
PRNP caprino. Unicamente las mutaciones descritas para los codones 102, 142, 143 y
154 parecen estar relacionadas con el periodo de incubacion o la susceptibilidad a la
enfermedad, siendo las variantes Gz, M142, R143 Y Hiss las que podrian conferir cierta
resistencia al individuo.

Ademas de las mutaciones que suponen un cambio aminoacidico, en la cabra también se
ha descrito un polimorfismo en la regidén de octapéptidos: se produce una deleccion,
pasando de 5 a 3 repeticiones. El alelo mas corto (3 repeticiones) parece estar
relacionado con un cambio en el periodo de incubacién de la enfermedad.

Tabla 1.- Mutaciones con cambio aminoacidico descritas en el gen PRNP caprino.

Coddn | Mutacién Codén | Mutacién
21 V2A 143 H>R
23 L>P 146 N->S/D
37 G~>V 151 R->H
49 G—=>S 154 R->H
102 W->G 168 P>0
110 T=>P 211 R>G
127 G—=>S 218 1= L
133 L=>0 220 Q->H
137 M- 1 222 o0->L
142 1> M 240 P->S

Scrapie ovino

Las primeras investigaciones destinadas a la identificacion de una base genética que
pudiera explicar la diferencia en cuanto a la susceptibilidad y al desarrollo de una EET
se llevaron a cabo en la especie ovina. De hecho, la influencia de la genética del
hospedador en esta especie es una de las mejor conocidas, incluso se han llegado a
establecer relaciones entre ciertos polimorfismos del gen PRNP y la susceptibilidad al
scrapie. En la actualidad se estan aplicando estos conocimientos en el control de esta
enfermedad.

El gen PRNP ovino tiene un tamafio de 20.000 pb y codifica para una proteina de 256
aminoacidos. Este gen ha sido localizado en el cromosoma 13. El gen presenta un alto
grado de polimorfismo, habiéndose descrito 32 mutaciones que suponen un cambio
aminoacidico en 22 codones distintos (la Tabla 2 muestra estos polimorfismos). La
mayoria son raros y no se han asociado con ningun fenotipo de la enfermedad, ni en la
infeccion natural ni en la experimental. Sin embargo, las variantes genéticas de los
codones 136, 154 y 171 parecen tener influencia en la susceptibilidad a la enfermedad.
Del conjunto total de posibles alelos (2x2x3), solo 5 se detectan (véase Tabla 3) con una
frecuencia relativamente alta.



Tabla 2.- Mutaciones con cambio aminoacidico descritas en el gen PRNP ovino.

Codon Mutacién Codon Mutacién
101 Q~>R 167 R->S
112 M>T 171 Q>R HK
127 G>AV,S 172 Y->D
136 A>T AV 175 Q~>E
137 M=>T 176 N> K
138 S=>N 180 H=>Y, T
141 L>F 189 Q>R L
143 H>R 195 T->S
151 R->C,GH 196 T->S
152 Y->F 211 R->0Q
154 R>H 241 P->S

Tabla 3.- Alelos de PrP relacionados con la susceptibilidad a scrapie (extraida de: Dawson et al., 1998).

Codones 136 154 171
Forma ancestral Ala (A) Arg (R) GIn (Q)
Formas mutadas: Val (V) Arg (R) GIn (Q)

Ala(A) |His(H) [GIn(Q)
Ala (A) Arg (R) Arg (R)
Ala(A) |Arg(R) [His (H)

La forma original del gen parece ser la variante ARQ, habiéndose originado el resto de
alelos mediante mutaciones puntuales. La frecuencia y distribucion de las distintas
combinaciones varia segun la raza (Tabla 4).

Tabla 4.- Distribucion de los alelos de PrP en distintas razas ovinas europeas (extraida de: Dawson et al.,
1998).

Alelos Predominantes Razas

ARQ, ARR Cotswold, Hampshire Down, Suffolk, Vendeen

ARQ, ARR, VRQ Bleu du Maine, Border Leicester, Charollais, Poll
Dorset, Wensleydale

ARQ, ARR, AHQ Bluefaced Leicester

ARQ, ARR, AHQ, VRQ Cheviot, Dalesbred, Herdwick, Scottish Blackface,
Shetland, Swaledale, Welsh Mountain

ARQ, ARR, AHQ, VRQ, ARH Texel, Lleyn

En los ultimos afios se han publicado numerosos trabajos en los que se determina la
distribucion de estos alelos en otras razas europeas. Concretamente, parece ser que los
alelos predominantes en las poblaciones ovinas espafiolas son ARQ, ARR, ARH.

Resultados similares se han obtenido en la raza Sarda italiana y en razas portuguesas.
(Revision de factores genéticos en rumiantes ver articulo el adjunto, Goldmann et al., 2008)

GENOTIPO DEL GEN PRNP Y EL SCRAPIE CLASICO OVINO

Segun los datos obtenidos principalmente de razas britanicas y francesas, existe una
clara influencia del genotipo de PRNP para los codones 136, 154 y 171 sobre la
susceptibilidad del animal a scrapie clasico. El genotipo de PRNP se muestra como el
principal factor asociado a la incidencia de esta enfermedad, mientras que la transmision
horizontal y vertical parecen tener menor importancia. Las conclusiones que se
obtuvieron a partir de estas investigaciones se resumen a continuacion:



- El alelo VRQ es el més estrechamente relacionado con la susceptibilidad a
scrapie. Los animales homocigotos para este alelo son los animales de mayor
riesgo. Los heterocigotos con el alelo resistente (ARR y AHQ) tienen menor
riesgo.

- La forma original ARQ también se ha asociado con la susceptibilidad a esta
enfermedad, aunque con un menor riesgo o una penetrancia menor que el VRQ.

- Los alelos ARR y AHQ se han asociado con resistencia a esta EET.

El grupo nacional de informacion de scrapie establecido en el Reino Unido desarroll6
una guia “universal” para clasificar los 15 posibles genotipos del PrP en niveles de
riesgo. Con este objetivo se establecieron distintas clasificaciones de genotipos teniendo
en cuenta los alelos predominantes en las distintas razas. Los genotipos se agrupan en
funcion del nivel de riesgo del animal y del de su posible progenie. Dawson et al
proporcionan estas tablas de riesgos enfatizando que las interpretaciones de esta
clasificacion estan basadas en probabilidades y no en certezas. Las tablas se revisan de
forma periddica y pueden estar sujetas a modificaciones.

Las distintas agrupaciones de los genotipos se basan en el riesgo al desarrollo de la
enfermedad (R) y han sido valoradas de R1 a R5.

- R1:indica un riesgo muy bajo de desarrollar la enfermedad en el individuo y un
riesgo muy bajo en la progenie de primera generacion;

- R2:indica un riesgo bajo del individuo y de la progenie.

- R3: indica un riesgo bajo individual, pero el de la progenie puede aumentar
dependiendo del genotipo del otro parental.

- R4: indica que el scrapie se puede encontrar de forma ocasional y que la
progenie tiene mayor riesgo que la del grupo anterior.

- R5: indica que este ovino tiene el mayor riesgo de desarrollar scrapie.

La Guia en el uso del genotipado de PrP como una ayuda al control del scrapie clinico
realiza distintas clasificaciones en funcion de los alelos predominantes de las razas, no
obstante se ha unificado una unica clasificacion universal para todas las razas (Tabla 5).

ARR/ARR

Categoria de riesgo

Riesao 1

ARR /ARQ
ARR/ARH
ARR/AHQ

Riesgo 2

ARQ/ARH
ARQ/AHQ
AHQ/AHQ
ARH/ARH
AHQ/ARH
ARQ/ARQ

Tabla 5.- Clasificacion de riesgos para razas con los cinco alelos.

Riesgo 3




GENOTIPO DEL GEN PRNP Y EL SCRAPIE ATIPICO OVINO

Recientemente se han descrito casos de la enfermedad de scrapie, cuyas caracteristicas
clinicas, patoldgicas, inmunoquimicas y estructurales, difieren en gran medida de la
enfermedad clésica de scrapie. En la actualidad, se considera que estos casos se han
producido como consecuencia de la aparicion de cepas atipicas de scrapie, diferentes de
las descritas hasta ahora y denominadas genéricamente cepas clasicas.

La primera descripcion de la presencia de cepas atipicas de scrapie en Europa fue en
Noruega, cuyo descubrimiento en el afio 1998 da origen al propio nombre de una de
estas cepas, la Nor98. Posteriormente, se han ido describiendo nuevos casos a lo largo
de toda Europa.

Una de las caracteristicas mas importantes del scrapie atipico es que parece estar
asociado a animales con genotipo resistente al scrapie clasico, incluidos los animales
ARR homocigotos. Ademas pocas infecciones por scrapie atipico estan asociadas al
haplotipo sensible (VRQ). Del mismo modo, se ha visto relacion entre el polimorfismo
141 leucina (L) / fenilalanina (F) (Fig.2) y la susceptibilidad a las cepas atipicas.
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Fig 3. Polimorfismo del cod6n 141 (L/F)

GENOTIPO DEL GEN PRNP Y LA EEB EN EL OVINO

Respecto a la susceptibilidad a la EEB, se han realizado infecciones experimentales en
ovino, y se ha demostrado que el genotipo ARQ/ARQ es el méas sensible a dicha
infeccion. Una publicacion reciente muestra los resultados de un experimento llevado a
cabo en Compton (Reino Unido), tras inoculacion IC con EEB, 17 de 19 ovejas
ARQ/ARQ desarrollaron la enfermedad tras un periodo de incubacion medio de 18
meses y medio mientras que, hasta el momento, una Unica oveja ARR/ARR sobre un
total de 19 desarrollo la enfermedad tras un periodo de incubacion de 33 meses y medio.

El comportamiento de la EEB en la oveja es similar al scrapie, de forma que si
realmente se hubiera producido la transmision de la EEB a la oveja nos enfrentariamos a
los mismos problemas que los hallados en la erradicacion del scrapie. En los dltimos
afios se estan llevando a cabo numerosos trabajos de investigacion con el fin de
determinar si la EEB se ha podido transmitir al ganado ovino.

Otro hecho importante, y que no debemos olvidar, es que, aparentemente, sélo los fetos
con genotipos ARQ/VRQ, VRQ/VRQ y posiblemente ARQ/ARQ acumulan PrPsc en la
placenta, luego estos fetos son los principales causantes de la transmisién de la
enfermedad, ya que si no se produjera esa transmision, el control de esta EET seria
mucho mas sencillo.

Respecto al papel protector o no que otros codones polimorficos (diferentes de 136, 154
y 171) del gen PRNP pueden ejercer frente a la enfermedad de scrapie o EEB,
recientemente se ha demostrado el posible efecto protector de la variante ARL168Q



frente a la EEB experimental y de las variantes M137T, 1142K y N176K tanto frente a
scrapie como a EEB experimental.

EL PROGRAMA DE GENOTIPADO COMO HERRAMIENTA DE
ERRADICACION DE LAS ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES
TRANSMISIBLES EN ESPANA

Como consecuencia de la imposibilidad de tener un método fiable para el diagndstico in
vivo de las EETSs, su control se debe realizar mediante la ejecucion de una vigilancia
activa y pasiva. Ademas, como complemento, el genotipado debe utilizarse como una
herramienta para pronosticar el riesgo de padecer la enfermedad.

Cuando se detecta un caso positivo, una vez que se realiza el analisis de los animales
restantes del rebafio, muy pocos animales son diagnosticados como positivos, de forma
que el sacrificio masivo de toda la explotacion podria ser una medida desmesurada.
Seria preferible analizar el genotipo de los animales del rebafio y sacrificar unicamente
aquellos que posean una clinica compatible con EET, y aquellos con genotipo sensible.

Los programas de vigilancia basados en el genotipado de los animales se estan
aplicando en diversos paises y, aunque todavia es un poco precipitado sacar
conclusiones, parecen estar dando resultados positivos. Ademas de los programas de
vigilancia activa y pasiva, distintas Decisiones de la Comision Europea se dirigen hacia
el establecimiento de programas de mejora enfocados a la seleccion de una resistencia
del ganado ovino a las EETSs junto con la definicion de medidas a tomar en caso de ser
detectado un foco de scrapie, ambas medidas basadas principalmente en el genotipo
para el gen PRNP.

La Decision de la Comisién del 18 de diciembre de 2002 (2002/1003/EC) propone que
cada pais determine la frecuencia de animales resistentes ARR/ARR en cada una de sus
razas autoctonas.

Posteriormente, el 12 de febrero de 2003 se hace publica la Enmienda (EC) No
260/2003 al Reglamento (EC) No 999/2001 del Parlamento Europeo y del Consejo
enfocada a la erradicacion de EETs en ovino y caprino y estableciendo las reglas para el
comercio de ganado vivo de estas mismas especies, asi como de embriones bovinos. En
esta enmienda se establece también que en caso de ser detectado un caso de scrapie en
un rebafio se deben sacrificar, o todos los animales de la explotacion o el siguiente
grupo de animales:

- todos los animales en los que se detecte la enfermedad,

- todos los rumiantes distintos de ovino y caprino presentes,

- si se pueden identificar, se sacrificaran los padres y la progenie del animal en el
que la enfermedad se haya confirmado. También se destruiran todos los
embriones y los évulos de estos animales.

- con el fin de no sacrificar todo el resto del rebafo, esta enmienda establece que
se pueden mantener los machos reproductores de genotipo ARR/ARR, las
hembras reproductoras que porten al menos un alelo ARR y ningun VRQ, v el
ovino que porte al menos un alelo ARR y sea destinado a consumo.
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En esta misma enmienda se establece que, en aquellas explotaciones en las que se ha
diagnosticado scrapie y se han tomado las medidas de sacrificio descritas anteriormente,
solo se podran introducir los siguientes animales:

- machos resistentes (ARR/ARR),
- hembras reproductoras que porten al menos un alelo ARR y ningin VRQ,
- cabras si se prueba que :

- s06lo hay ovinos homocigotos ARR/ARR en la explotacion,

- se han llevado a cabo las premisas de desinfeccion y limpieza,

- la explotacion sera sometida a monitorizacion de EETS.

Se propone una transitoria hasta el 1 de enero de 2006 por la que los Estados Miembros
pueden permitir la entrada de corderas no gestantes de genotipo desconocido si no se
pueden obtener animales de genotipo conocido.

Se establecen también quée lineas germinales se pueden mantener en explotaciones
donde ha aparecido un foco:

Semen de machos ARR/ARR
- Embriones que porten al menos un alelo ARR y ningin VRQ.

Si se han aplicado las medidas anteriores, los machos ARR/ARR procedentes de esta
explotacion no estardn sujetos a ninguna restricciobn de movimiento. Las hembras
heterocigotas para ARR sélo podran enviarse a matadero y los animales con otros
genotipos deberan ser destruidos.

Cuando la frecuencia del alelo ARR dentro de la raza o de la explotacion sea muy baja,
el Estado Miembro puede decidir mantener animales con otros genotipos a los referidos
anteriormente siempre gque ninguno de ellos porte el alelo VRQ.

En cuanto al comercio de animales vivos dentro de la comunidad, la enmienda establece
que estos animales deben ser homocigotos ARR/ARR o provenir de explotaciones que
cumplan los siguientes requisitos:

- estén sujetas a examenes veterinarios oficiales,

- los animales estén marcados,

- no se haya confirmado ningun caso de scrapie,

- los animales de desvieje hayan sido seleccionados para el examen diagndstico de
EETs,

- las hembras introducidas en esas explotaciones provengan de explotaciones
similares a éstas.

Por otra parte, la Decision de la Comision del 13 de febrero de 2003 (2003/100/EC)
establece los requerimientos minimos para los programas de mejora destinados a la
resistencia frente a las EETs en oveja. Esta decision ha sido derogada por el Reglamento
727/2007 de la Comision de 26 de junio de 2007 en el que se describen las
caracteristicas mas relevantes respecto a la seleccién genética de los rebafios de cria:
Requisitos generales

1. Se concentrara en rebafios de alto valor genético.

2. Creacion de una base de datos que contendra:
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a) identidad, raza y numero de cabezas de todos los rebafios que
participan en el programa de cria;
b) identificacién de cada animal muestreado en el programa de cria;
c) resultados de cualquier prueba de genotipado realizada.
3. Se establecera un sistema de certificacion uniforme en el que el genotipo de
cada animal muestreado en el programa de cria se certificard mediante referencia
a su namero de identificacion individual.
4. Se pondréa en funcionamiento un sistema para la identificacion de animales y
de muestras.
5. El genotipado de sangre u otros tejidos recogidos con objeto del programa de
cria se realizard en laboratorios autorizados para el programa.
6. La autoridad competente del Estado miembro podra ayudar a empresas de cria
a crear bancos genéticos consistentes en esperma, Ovulos o embriones
representativos de genotipos de proteinas priénicas que puedan hacerse raros de
resultas del programa de cria.
7. Se estableceran programas de cria para cada raza, teniendo en cuenta:
a) las frecuencias de los distintos alelos en la raza;
b) la rareza de la raza;
C) que se eviten la endogamia y la deriva genética.
Requisitos especificos
1. El programa de cria tendrd como objetivo aumentar la frecuencia del alelo
ARR en el rebafio ovino, y reducir la prevalencia de los alelos conocidos por
contribuir a la sensibilidad a las EET.
2. Los requisitos minimos para los rebafios participantes seran los siguientes:
a) cada uno de los animales del rebafio cuyo genotipo se vaya a
determinar se identificara de manera segura;
b) todos los machos del rebafio destinados a la reproduccién se someteran
al genotipado antes de servir para la reproduccion;
c) cualquier macho portador del alelo VRQ sera sacrificado o castrado
antes de transcurridos seis meses desde la determinacion de su genotipo;
este animal no saldra de la explotacion si no es para el sacrificio;
d) las hembras portadoras del alelo VRQ no saldran de la explotacion si
no es para el sacrificio;
e) los machos, incluidos los donantes de esperma para inseminacion
artificial, distintos de los certificados para el programa de cria, no se
usaran para reproduccion en el rebafio.
3. Los Estados miembros podran conceder excepciones a efectos de proteccion
de razas y de caracteristicas de produccion.
Marco para el reconocimiento de la calificacion como resistentes a las EET de algunos
rebafos ovinos
1. El marco reconocerd la calificacién como resistentes a las EET de los rebafios ovinos
que, de resultas de su participacion en el programa de cria, cumplan los criterios
exigidos por el programa.
Este reconocimiento se concedera, como minimo, en los dos niveles siguientes:
a) los rebafios de nivel | estaran totalmente compuestos por ovinos de genotipo
ARR/ARR;
b) los rebafios de nivel Il serd aquellos cuya progenie haya sido engendrada
exclusivamente por machos de genotipo ARR/ARR.
Los Estados miembros podrédn reconocer otros niveles, en funcion de sus
requisitos nacionales.
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2. Se realizaran muestreos regulares aleatorios de los ovinos de rebafios resistentes a las
EET:
a) en la explotacion o en el matadero, para verificar su genotipo;
b) en el caso de rebafios de nivel I, de los ovinos mayores de 18 meses en el
matadero, para someterlos a pruebas de las EET.

Este reglamento se mantuvo en suspensiéon dadas determinadas actuaciones a realizar
respecto a la erradicacion del scrapie, pero fue nuevamente aceptado en el Reglamento
(CE) No 1428/2007 de la Comision de 4 de diciembre de 2007.

CONSIDERACIONES EN LA APLICACION DEL GENOTIPADO DE PRNP EN
LOS PLANES DE SELECCION

El estudio de la susceptibilidad a scrapie es complicado debido a los diferentes
genotipos de PrP encontrados en distintas razas. También es dificil predecir las
relaciones entre cambios conformacionales y la existencia de varias cepas infecciosas
del agente causal, cada una de ellas con distinta afinidad por el genotipo del hospedador.
Antes de aplicar los planes de erradicacion de esta enfermedad basados en el genotipo
de PRNP se debe conocer la distribucion de los distintos alelos en las razas autdctonas.
Hay que recordar que estos planes se han establecido basandose en los resultados
obtenidos en razas europeas, principalmente britanicas y francesas. Ademas puede
conllevar cierto riego basar todos los esquemas de seleccion Unicamente en los codones
136, 154 y 171. Podria haber variantes genéticas resistentes en poblaciones autoctonas,
localizadas en otros codones, que pudieran desaparecer debido a la focalizacién de los
estudios Unicamente en estos tres codones.

Otro punto a considerar es la existencia de distintas cepas de scrapie que se diferencian
por el periodo de incubacién en ratones con genotipos definidos y la severidad de la
distribucion de cambios patologicos inducidos en los cerebros de esos ratones. Es
importante definir cuéntas cepas existen y si se comportan de forma diferente en ovino
con distintos genotipos.

Aunque el principal factor de riesgo asociado con scrapie es el genotipo de PRNP, es
conocido que se trata de una enfermedad transmisible. El trabajo de Foster et al
utilizando transplante de embriones genotipados para PRNP no sélo confirmaron que
las ovejas VRQ/VRQ tiene una sensibilidad muy alta a esta EET, sino también que en
algunos animales susceptibles genéticamente, la transmision de scrapie podia ser
blogueada o el desarrollo de la enfermedad retrasado por factores desconocidos. Esto
implica que el scrapie no es una enfermedad puramente genética. Estudios de
genotipado en rebafios de Nueva Zelanda indican que los genotipos susceptibles pueden
existir sin signos clinicos de la enfermedad. Entonces, aungque en la mayoria de los
paises aparece el genotipo de PRNP como el factor de riesgo, otros factores como es la
presencia del agente u otras condiciones aun desconocidas se requieren para el
desarrollo de la enfermedad. Una de las lineas de investigacion en la genética de las
EETSs es la busqueda de otros genes, distintos de PRNP, implicados en la susceptibilidad
0 resistencia a esta enfermedad.

Hay muchos factores a considerar cuando se seleccionan los animales para produccion.
Entre estos factores se podria incluir la adaptacion al medio, la calidad de la lana, ratio
de crecimiento, conformacion, capacidad maternal, corderos al nacimiento. El
genotipado de PRNP permite incluir la seleccidn para bajo riesgo a scrapie. La ganancia
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para el ganadero seria pequefia si se selecciona hacia un rebafio resistente pero con bajas
producciones. Sin embargo, si el ganadero hace frente a un problema de esta
enfermedad, la seleccion de un bajo riesgo tiene una mayor importancia que para un
ganadero sin casos descritos. En la actualidad existen investigaciones en marcha
destinados a identificar las implicaciones que puede tener la seleccion para resistencia
genética a scrapie en caracteres productivos. En el momento de realizar el genotipado,
los machos tienen prioridad sobre las hembras ya que éstos tienen mayor influencia en
el desarrollo de caracteres productivos. Una vez seleccionado un grupo basandose en
sus caracteristicas productivas se recomienda realizar el genotipado en este grupo
elegido. Si es posible, se deberia de evitar la utilizacion de machos R4 y R5.

Se necesita todavia un gran esfuerzo en el terreno de la investigacion de la genética de
las EETs para esclarecer todas las cuestiones que todavia sigue generando el tema.
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