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l. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LAS EETs

1.- VIGILANCIA EN GANADO BOVINO (EEB).
A.- VIGILANCIA ACTIVA.

El programa de vigilancia activa de la Encefalopatia Espongiforme Bovina
(EEB) es regulado por el anexo Il.A del Real Decreto 3454/2000, de 22 de
diciembre, por el que se establece y regula el Programa Integral
coordinado de vigilancia y control de las encefalopatias espongiformes
transmisibles de los animales.

La vigilancia activa recogida en el Programa Nacional, se adapta a los
cambios normativos tanto comunitarios como nacionales relativos a las
modificaciones de las edades de los animales objeto de muestreo
obligatorio.

El objetivo bdsico de esta vigilancia es realizar una busqueda efectiva de
la enfermedad, mediante el control de determinadas poblaciones de
animales sacrificados para consumo humano y de ofros animales de
riesgo, distintfos de aquellos sospechosos de EEB, como son los animales
muertos o aquellos cuyo sacrificio no estd destinado al consumo humano.
Ademds, un segundo objetivo de la vigilancia activa es determinar la
evolucion temporal de la prevalencia de la enfermedad.

El citado anexo II.A determina las subpoblaciones de animales que deben
muestrearse en el contexto de vigilancia activa de EEB, segin el riesgo
derivado de la situacion epidemioldgica vigente en cada momento, y que
por que tanto deben ser objeto de investigacion por pruebas de
diagndstico rapido en los laboratorios autorizados por las CCAA, y en su
caso, por posteriores pruebas de confirmacion en el Laboratorio Nacionall
de Referencia.

Los detalles relativos a la sistemdtica a seguir en esta vigilancia activa
pueden consultarse en el vigente Programa Nacional de Vigilancia,
Control y Erradicacion de la EEB.



En el ano 2015 se redlizard un seguimiento de las subpoblaciones de
animales que se describen a continuaciéon mediante la realizacion de
pruebas de diagnéstico rapido en los laboratorios autorizados por las
CCAA.

A.1. Animales sacrificados para consumo humano:

Se realizardn pruebas de EEB a:

A.1.1.- Todos los animales nacidos en paises incluidos en el Anexo de
la Decision 2009/719/CE y modificaciones, por la que se autoriza a
determinados Estados Miembros a revisar su programa anual de
seguimiento de la EEB, de los siguientes grupos de edad:

ad) Mayores de cuarenta y ocho meses (48) de edad siempre que se
trate de:

e 1°- Animales sometidos a un sacrificio de urgencia.

e 2°-Animales que durante la inspeccidn ante-mortem sean
sospechosos de sufrir una enfermedad o hallarse en un estado de
salud que pueda perjudicar a la salud de las personas, salvo los
animales sacrificados en el marco de una campana de
erradicaciéon que no presenten signos clinicos de la enfermedad.

b) Todos los animales autéctonos sanos sacrificados para consumo
humano que hayan nacido con anterioridad al 1 de enero de 2001,
siempre que procedan de explotaciones en las que se hayan
diagnosticado focos de EEB. Dicha condicidn serd recogida en la
documentacion prevista en el articulo 6 del Real Decreto 728/2007,
de 13 de junio, por el que se establece y regula el Registro general
de movimientos de ganado y el Registro general de identificaciéon
individual de animales.

A.1.2.- Todos los animales nacidos en paises no incluidos en el Anexo
de la Decisién 2009/719/CE y modificaciones y por lo tanto son paises no
autorizados a revisar su programa anual de seguimiento de la EEB, de los
siguientes grupos de edad:

a) Mayores de treinta meses (30) de edad siempre que se trate de:

e 1°- Animales sacrificados de manera normal para el consumo
humano, o



« 2°- Animales sacrificados en el marco de la ejecucién del Real
Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se regulan
los programas nacionales de erradicacién de enfermedades
de los animales, siempre que en este Ultimo caso no presenten
signos clinicos de la enfermedad.

b) Mayores de veinticuatro meses (24) de edad si se trata de:

* 1°- Animales sometidos a un sacrificio de urgencia.

e 2°- Animales que durante la inspeccion ante-mortem sean
sospechosos de sufrir una enfermedad o hallarse en un estado
de salud que pueda perjudicar a la salud de las personas,
salvo los animales sacrificados en el marco de una campana
de erradicacion que no presenten signos clinicos de la
enfermedad.

Se entiende como ‘“sacrificio de urgencia”, segun la seccion |,
capitulo VI, punto 1 del anexo lll del Reglamento (CE) 853/2004 a aquel
sacrificio realizado en un animal que, estando por lo demds sano, ha
debido sufrir un accidente que impidid su tfransporte al matadero
atendiendo a su bienestar.

Se entiende como ‘“inspeccién ante mortem”, segun la seccion |,
capitulo Il, parte B, punto 2, del anexo | del Reglamento (CE) 854/2004, a
aqguella que deberd permitir en particular determinar respecto del animal
concreto sometido a inspeccidn si existen senales:

a) de que se haya puesto en peligro su bienestar, o

b) de que se den cuadlesquiera condiciones que puedan ser
perjudiciales para la salud humana o la sanidad animal, prestando una
atencion especial a la deteccidn de zoonosis y de enfermedades animales
en relacion con las cuales la legislacion de la Unidon establece normas
zoosanitarias.

Se exceptuardn de esta consideracién, los animales sin sinfomas
clinicos de la enfermedad, sacrificados en el marco de una campana de
erradicaciéon de enfermedades de las establecidas en el Real Decreto
2611/1996, que serdn considerados en el epigrafe que corresponde en
funcioén del destino final de esas canales.



A.2. Animales muertos y no sacrificados para consumo humano, mayores
de cuarenta y ocho (48) meses:

Se realizardn pruebas de la EEB a todos los animales bovinos mayores
de cuarenta y ocho meses de edad que hayan muerto o hayan sido
sacrificados, pero que no fueron sacrificados en el marco de una
epidemia, como es el caso de la fiebre affosa. No obstante, si se trata de
animales nacidos en paises no recogidos en el anexo de la Decisidon
2009/719/CE y modificaciones, se realizardn pruebas de la EEB a todos los
animales bovinos mayores de veinticuatro meses.

Se incluyen especificamente las siguientes subpoblaciones:
- Animales bovinos muertos en explotacién o durante el transporte.

- Animales bovinos que hayan sido sacrificados, pero no para consumo
humano ni en el marco de una epidemiaq, incluidos animales de campanas
de erradicacion de enfermedades de las establecidas en el Real Decreto
2611/1996, desvieje o similares no destinados a consumo humano.

NOTA: Todo animal que, habiendo mostrado sinftomas compatibles con la
EEB, muera o se sacrifique en la explotacion, serd clasificado dentro de la
subpoblacion de animal sospechoso, y por lo tanto se fratard como se
describe en el apartado B explicado a continuacion.

Los animales bovinos sacrificados como aplicacion de las medidas de
erradicaciéon de un foco de EEB, y pertenecientes a la poblacion de riesgo
(descendientes y cohorte de edad) se muestreardn todos en base a la
investigacion epidemioldgica que se realice en ese foco.

En caso de que el resultado de las pruebas rdpidas realizadas fuera
positivo o dudoso, se remitird la muestra para su andlisis mediante pruebas
de confirmacién al Laboratorio Nacional de Referencia para las EET (LCV).



B.- VIGILANCIA PASIVA.

Todos los animales sospechosos por sinftomatologia deberdn ser sometidos
a pruebas de laboratorio para confirmar o descartar la enfermedad.

La vigilancia pasiva de la enfermedad consiste, bdsicamente, en la
deteccion de animales positivos debido a la comunicacién por parte de
veterinarios o ganaderos/responsables de los animales o de la aparicion de
animales con sintomatologia clinica compatible con EETs.

Todos los animales sospechosos por sinfomatologia (definidos en el
apartado 4.6.B del Programa nacional de vigilancia, control y erradicacion
de la EEB) se someterdn a control, independientemente de su edad,
mediante pruebas de confirmaciéon en el Laboratorio Nacional de
Referencia para las EET (LCV Algete).

La investigacion de laboratorio que se readlice en este contexto de
vigilancia pasiva serd realizada exclusivamente por el Laboratorio Nacional
de Referencia (LCV - Algete).

En el apartado Il de este manual, se describe con detalle el procedimiento
de toma y remisidon al laboratorio de la muestras de bovino sospechosos a
EEB.

Se someterdn a control mediante pruebas de confirmacidn, establecidas
en el Manual OIE:

B.1.- Todos los animales sospechosos por sinftomatologia (tfodo animal vivo,
sacrificado o muerto que presente o haya presentado anomalias
neurolégicas o de comportamiento o trastorno del SNC, con respecto a los
cuales no se pueda establecer ofro diagndstico a tenor de un examen
clinico, de la respuesta a un tratamiento, de un examen post mortem o tras
un andlisis de laboratorio ante o post mortem).

B.2.- Todos los animales de los grupos A1 y A2 antes especificados, cuya
muestra haya resultado positiva o dudosa a test rapidos en los laboratorios
avtorizados.

En fodo momento, los animales descritos como sospechosos de padecer
una EET (ANEXO | apartados B1 y B2) se someterdn a control mediante
métodos y protocolos de confirmacion, establecidos en el Manual OIE, en
el Laboratorio Nacional de Referencia para las EETs (LCV).
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Cuando el resultado del examen histopatolégico sea dudoso o negativo, o
cuando el material se haya autolisado, los tejidos se someterdn a examen
segun uno de los otros métodos de diagndstico establecidos en el citado
Manual (inmunocitoquimica, inmunotransferencia, demostracion de las
fibrilas  caracteristicas mediante microscopia electronica o una
combinacién de tests rdpidos) definidos en el ANEXO Il punto 2. Estas
muestras han de remitirse al Laboratorio Nacional de Referencia de EETs.

C. PRUEBAS A REALIZAR EN LA ESPECIE BOVINA.

C.1. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO.

Las autorizadas para la especie bovina en el punto 4 del Capitulo C del
Anexo X del Reglamento 999/2001 y sus posteriores modificaciones:

— prueba de inmunofransferencia basada en un procedimiento de
Western blot para la deteccidon del fragmento PrPRes resistente a la
proteinasa K (Prionics-Check Western test),

— inmunoandlisis de doble anticuerpo (método sdndwich) para la
deteccién de la PrPRes (protocolo de ensayo corto), efectuado tras una
fase de desnaturalizacién y otra de concentracién (Bio-Rad TeSeE SAP
Rapid test),

— inmunoandlisis basado en una microplaca (ELISA) para la deteccion de
PrPRes resistente a la proteinasa K con anticuerpos monoclonales
(Prionics-Check LIA test),

— inmunoandlisis en el que utilice un polimero quimico para la captura
selectiva de PrPSc y un anficuerpo de deteccion monoclonal dirigido
contra regiones conservadas de la molécula PrP (IDEXX HerdChek BSE
Antigen Test Kit, EIA e HerdChek BSE-Scrapie Antigen (Idexx Laboratories)),

— inmunoandlisis de flujo lateral que utilice dos anticuerpos monoclonales
diferentes para la deteccidn de fracciones de PrP resistentes a la
proteinasa K (Prionics Check PrioSTRIP),

— inmunoandlisis de doble antficuerpo que utlice dos anticuerpos
monoclonales diferentes dirigidos contra dos epitopos presentes en la PrPse
bovina en estado muy desplegado (Roboscreen Beta Prion BSE EIA Test

Kit),



C.2. PRUEBAS DE CONFIRMACION.

Se someterdn inmediatamente a métodos y protocolos de confirmacion
todos los animales de la vigilancia activa cuyo resultado haya sido dudoso
o positivo asi como todos los animales sospechosos por sinftomatologia
investigados en el marco de la vigilancia pasiva.

Los métodos de confirmacidon serdn los autorizados asimismo en el citado
Reglamento, conforme a las directrices técnicas establecidas en el Manual
de la OIE sobre pruebas diagndsticas y vacunas, en su Ultima edicion:
inmunohistoquimica, inmunotransferencia, observaciéon de las fibrillas
caracteristicas por microscopia electronica, examen histopatoldégico o
combinacién de pruebas de diagndstico rdpido.

Cuando el resultado del examen histopatolégico sea dudoso o negativo, o
cuando el material se haya autolisado, los tejidos se someterdn a examen
segun uno de los otros métodos de diagndstico establecidos en el citado
Manual.

Las muestras para confirmacion se remitirdn al LNR para las EETs (LCV -
Algete) donde se readlizardn las que se consideren necesarias para
confirmar o descartar la enfermedad.

Si el resultado de dichos métodos de confirmacién es negativo, el animal
serd considerado negativo.

Cuando el resultado de andlisis sea positivo, se considerard al animal
positivo a EEB.

En el caso de animales positivos serd necesario discriminar la cepa de EEB
que les afecta, clasificdndolas en: EEB tipo Cldsico, EEB tipo Low (L) o EEB
tipo High (H). Esta discriminacion serd realizada también en el LNR para las
EETs (LCV-Algete), como laboratorio autorizado por el Laboratorio de
Referencia de la UE (LR-UE), siguiendo los métodos aprobados al efecto
por el Reglamento 1148/2014 y las pautas dictadas por el Laboratorio de
Referencia de la Unidn Europea (LR-UE).
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Confirmacion de casos sospechosos por tests rapidos.

Los tests rdpidos de diagndstico podrdn emplearse como método
confirmatorio de EEB siguiendo las siguientes pautas dictadas por el
Laboratorio de Referencia de la Unidn Europea (LR-UE):

- La confirmaciéon se readlizard en el Laboratorio Nacional de
Referencia para EETs.

- El segundo test rapido usado debe de incluir tejido de bovino
positivo y negativo como control.

- El segundo ftest rdpido usado debe de ser diferente (dos
resultados por el mismo test, son insuficientes para la
confirmacién del caso).

- Si el primer test usado ha sido uno basado en
inmunoftransferencia, el resultfado debe ser documentado vy
presentado al LCV.

- Uno de los dos test répidos realizados debe de estar basado en
inmunotransferencia.

- Cuando los resultados de los test rdpidos realizados no sean
concordantes, la muestra debe ser sometida a uno de los
métodos de confirmacién anteriormente descritos. En caso de
realizarse un examen histopatoldgico y el resultado sea negativo
0 no concluyente, o cuando el material se haya autolisado, los
tejidos serdn analizados por alguno de los otros métodos de
confirmacion.
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En el Cuadro 1. se presenta el esquema del flujo de muestras hasta el LNR

EET.

VIGILANCIA
ACTIVA

!

VIGILANCIA
PASIVA

(SOSPECHAS
CLINICAS)

LABORATORIO AUTONOMICO
PARA PRUEBAS RAPIDAS

¥ N\

-

Cuadro 1. Esquema del flujo de muestras hasta el LNR.

12



En el Cuadro 2 . se presenta el diagrama de andlisis que se realizan en el

LNR de EETs de Algete para la especie Bovina.

Diagrama de Analisis en Bovino

Toma de muestra

‘ Centro Nacional de Referenciade EETs ‘

/ ~

| Diagnostico ‘ | Confirmacion

Analisis por pruebasrapidas

SN

Negativo Positivo

' ! '

| WB Confirmacion | ‘ IHQ/HP | | Combinacion TestRapidos |

! ! 1
L T T Y o

Negativo  Positivo ; S o Positivo
Negativo EEB Clasico Positivo Negativo  EEB Clasico

N\

‘ Discriminacionde cepas EEB ‘

|

v ' '

EEB Clasica EEB Tipo Low EEB Tipo High

Cuadro 2. Diagrama de flujo de andlisis realizados en el LNR de EETs para la especie
bovina.
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2.- VIGILANCIA EN GANADO OVINO Y CAPRINO (Tembladera).

A.- VIGILANCIA ACTIVA.

El programa de vigilancia activa de la Tembladera regulado por el anexo
Il.LB del Real Decreto 3454/2000, de 22 de diciembre, por el que se
establece y regula el Programa Integral coordinado de vigilancia y conftrol
de las encefalopatias espongiformes transmisibles de los animales, con el
objetivo bdsico de realizar una busqueda efectiva de la enfermedad,
mediante el confrol de determinadas poblaciones de animales
sacrificados para consumo humano y de otros animales de riesgo, distintos
de aquellos sospechosos de EET, como son los animales muertos o aquellos
cuyo sacrificio no estd destinado al consumo humano. Ademds, un
segundo objetivo de la vigilancia activa es determinar la evolucién
temporal de la prevalencia de la enfermedad.

El citado anexo II.B determina las subpoblaciones de ovinos y caprinos
qgue deben muestrearse y ser objeto de investigacidon por pruebas de
diagndstico rdpido, en los laboratorios autorizados por las CCAA, y
posteriores pruebas de confirmacién, en su caso, en el Laboratorio
Nacional de Referencia cuando el resultado de la prueba rdpida sea
positivo o dudoso.

Se readlizard un seguimiento de las subpoblaciones de animales que se
describen a confinuacion mediante la realizacion de pruebas de
diagnéstico rapido en los laboratorios autorizados por las CCAA en una
muestra de animales que se determinard para cada CCAA en virtud de los
requisitos establecidos en los Programas anuales de Vigilancia y Control de
EET.

A.1 Animales sacrificados para consumo humano, mayores de 18 meses o
en cuya encia hayan hecho erupcion 2 incisivos definitivos.

A.2 Animales no sacrificados para consumo humano, mayores de 18
meses o en cuya encia hayan hecho erupcién 2 incisivos definitivos:

a) Animales muertos en explotacion
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b) Animales que hayan sido sacrificados, pero no para consumo
humano ni en el marco de una campana de erradicacion de
enfermedades de las establecidas en el Real Decreto 2611/1996.

c) Animales ovinos/caprinos de sacrificio de erradicaciéon
pertenecientes a la poblacién de riesgo (descendientes vy
cohorte de edad).

La muestra serd representativa para cada regidon y temporada. La
seleccion de la muestra estard destinada a evitar una representacion
excesiva de cualquier grupo por lo que se refiere al origen, la especie, la
edad, la raza, el tipo de produccidén o cualquier otra caracteristica. La
edad del animal se estimard en funcién de la dentadura, signos evidentes
de madurez u ofra informacién fiable. Se evitard, siempre que sea posible,
realizar un muestreo multiple en el mismo rebano.

NOTA: Todo animal que, habiendo mostrado sinftomas compatibles con la
EET, muera o se sacrifique en la explotacidén, o sea detectado en matadero
serd clasificado dentro de la subpoblacion de animal sospechoso, y por lo
tanto se tratard como se describe en el apartado B a continuacion.

En caso de que el resultado de las pruebas rdpidas realizadas fuera
positivo o dudoso, se remitird muestra para andlisis mediante pruebas de
confirmacién al Laboratorio Nacional de Referencia para las EET (LCV
Algete).

B.- VIGILANCIA PASIVA.

La vigilancia pasiva de la enfermedad consiste, bdsicamente, en la
deteccion de animales positivos mediante la comunicacion por parte de
veterinarios o ganaderos/responsables de los animales o de la aparicidon de
animales con sintomatologia clinica compatible con EETs.

Todos los animales sospechosos por sinfomatologia (fodo animal vivo,
sacrificado o muerto que presente o haya presentado anomalias
neurolégicas o de comportamiento o trastorno del SNC, con respecto a los
cuales no se pueda establecer ofro diagndstico a tenor de un examen
clinico, de la respuesta a un fratamiento, de un examen post mortem o tras
un andlisis de laboratorio ante o post mortem) deberdn ser sometidos a
pruebas de laboratorio para confirmar o descartar la enfermedad.

15



La investigacion de laboratorio que se readlice en este contexto de
vigilancia pasiva, serd realizada exclusivamente por el Laboratorio
Nacional de Referencia para las EET (LCV-Algete).

Los detalles relativos a la sistemdtica a seguir en esta vigilancia pasiva
pueden consultarse en el vigente Programa Nacional de Vigilancia,
Control y Erradicacion de la Tembladera.

En el apartado Il de este manual, se describe con detalle el procedimiento
de toma y remision al laboratorio de la muestras de ovinos y caprinos
sospechosos a EETs

Para conocer con mds detalle cdmo detectar a los ovinos y caprinos que
manifiestan un comportamiento o signos clinicos compatibles con
encefalopatia espongiforme transmisible se recomienda visitar la pagina
de internet del laboratorio comunitario de referencia:
http://webarchive.nationalarchives.gov.uk/20130123162956/http:/via.defra.
gov.uk/science/sci tse 1l video.htm
hitp://www.tse-lab-net.eu/training.html

La sintomatologia es a menudo poco perceptible y quienes mejor pueden
identificarla son las personas que se ocupan de los animales a diario.
Conviene advertir que hay casos de animales que manifiestan sélo algunos
de estos signos, los cuales pueden también variar en intensidad. El
porcentaje de casos sospechosos variard segun las situaciones
epidemiolégicas y, por tanto, no se puede predecir de manera fiable.

No obstante, esta subpoblacion demuestra tener una prevalencia
elevada. La identificacion, declaracion y clasificacidon precisa de estos
animales dependerd del programa permanente de concienciacion de los
ganaderos y veterinarios.

Este programa vy la calidad de los sistemas de investigacion y andlisis en

laboratorio que empleen los Servicios Veterinarios son esenciales para la
credibilidad del sistema de vigilancia.
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C. PRUEBAS A REALIZAR EN LAS ESPECIES OVINA Y CAPRINA

1.- PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO

Son las autorizadas para las especies ovina y caprina en el punto 4 del
Capitulo C del Anexo X del Reglamento 999/2001 y sus posteriores
modificaciones:

— inmunoandlisis de doble anticuerpo (método sdndwich) para la
deteccidén de PrPRes (protocolo de ensayo corto), efectuado tras una fase
de desnaturalizacion y otra de concentracién (Bio-Rad TeSeE SAP rapid
test),

— inmunoandlisis de doble anticuerpo (método sdndwich) para la
deteccion de PrPRes con el TeSeE Sheep/Goat Detection kit, efectuado
tras una fase de desnaturalizacion y otra de concentracién con el TeSeE
Sheep/Goat Purification kit (Bio-Rad TeSeE Sheep/Goat rapid test),

— inmunoandlisis en el que se utilice un polimero quimico para la captura
selectiva de PrPSc y un anficuerpo de deteccion monoclonal dirigido
contra regiones conservadas de la molécula PrP (HerdChek BSE-Scrapie
Antigen (IDEXX Laboratories)).

—inmunoandlisis de flujo lateral que utilice dos anticuerpos monoclonales
diferentes para la deteccidn de fracciones de PrP resistentes a la
proteinasa K (Prionics Check PrioSTRIP SR (protocolo de lectura visual)).

2.- PRUEBAS DE CONFIRMACION

Las muestras procedentes de vigilancia Pasiva (sospechas clinicas) y las
muestras procedentes de la vigilancia activa con resultado positivo o
dudoso en las pruebas rapidas, se someterdn a control mediante métodos
de confirmacion.

Los métodos de confirmacion serdn los autorizados asimismo en el citado
Reglamento, conforme a las directrices técnicas establecidas en el Manual
de la OIE sobre pruebas diagndsticas y vacunas, en su Ultima edicion:
método inmunohistoquimico, inmunotransferencia SAF o una alternativa
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autorizada por la OIE, observacion de las fibrillas caracteristicas por
microscopia electrénica o examen histopatoldgico.

Si el examen histopatoldégico es dudoso o negativo, los tejidos serdn
sometidos a otro examen por uno de los otros métodos.

Las muestras para confirmacion se remitirdn al LNR para las EETs (LCV -
Algete) donde se readlizardn las que se consideren necesarias para
confirmar o descartar la enfermedad.

Si el resultado de la prueba de confirmacion es negativo (a excepcion del
andlisis histopatolégico), el animal serd considerado negativo. En el
supuesto de que un resultado de uno de los exdmenes de confirmacion
mencionados sea positivo, los animales se considerardn casos positivos de
EET.

En el caso de animales positivos serd necesario discriminar la cepa de EET
responsable: Tembladera, Tembladera atipica y EEB en ovino y caprino.
Esta discriminaciéon serd realizada también en el LNR para las EETs (LCV-
Algete), como laboratorio autorizado por el Laboratorio de Referencia de
la UE (LR-UE), siguiendo los métodos aprobados al efecto por el
Reglamento 999/2001.
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En el Cuadro 3. se presenta diagrama de los andlisis realizados en el LNR

para las especies de ovino y caprino.

Diagrama de Analisis en Pequefios rumiantes

Toma de muestra

|

\ Centro Nacional de Referenciade EETs |

/ N\

’ Dlagnostlco Confirmacion
Andlisis por pruebas rapldas// \
Negativo Positivo Buen estado Autolitica
v |
| IHQHP | | WBConfirmatorio |

! ll Vol } '

Positivo Negativo Positivo Scrapie
atipico

No
Concluyente

| Discriminacion | + | Genotipado

!
R

Scrapie  Scrapie EEBenovino/
clasico atipico caprino

Cuadro 3. Diagrama de flujo de andlisis realizados en el LNR para las especies
ovina/caprina
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Il. TOMA DE MUESTRAS

En la actualidad, los primeros pasos para el diagndstico de EETs implica la
investigacion del sistema nervioso central a la altura del fronco encefdlico.

Recientemente, se han descrito nuevas formas de la enfermedad,
causadas por cepas denominadas “atipicas” en bovino (Tipo-H y Tipo-L) vy
en peqguenos rumiantes (Tembladera atipica). Para detectar estas nuevas
cepas, el cerebelo parece ser una regidon importante para una buena
clasificacion de estas nuevas variantes.

La muestra minima requerida para cualquier especie animal de cualquier
subpoblacidén es el tronco encefdlico a la altura del dbex. Adicionalmente,
en pequenos rumiantes, es obligatorio tomar parte de cerebelo.

La toma de muestras se realizard por personal formado especificamente
para ello. Las muestras se remitiradn al laboratorio a la mayor brevedad, a
ser posible dentro de las 48 horas posteriores a la toma de muestras, y
mediante un sistemma que garantice la llegada de la muestra en
adecuadas condiciones de conservacion.

Las muestras deben remitirse en envases individuales herméticos e
irompibles, perfectamente identificados y acompanadas de la hoja/s de
toma de muestras correspondientes debidamente cumplimentadas.

Se puede usar cualquier método de toma de muestra que permita extraer

intacto el tronco encefdlico sin contaminar y que evite cualquier riesgo de
contaminacién entre muestras sucesivas.
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1. TOMA DE MUESTRAS EN LA VIGILANCIA PASIVA

A. TOMA DE MUESTRAS EN BOVINO

La foma de muestras consistird en la extraccion del encéfalo completo
cuando sea posible, y en todo caso, siempre el tronco encefdlico
completo via foramen mdgnum de acuerdo con el esquema de la Figura

Una vez redlizada la extraccion del fronco del encéfalo, debe enviarse en
fresco (5 £ 3° C) al LNR para la realizaciéon de las técnicas de confirmacion.

Estudios realizados en el Laboratorio de Referencia de la UE sugieren que el
cerebelo es una zona diana del encéfalo para discriminar los casos de EEB
cldasicos de los atipicos. Por esta razdn se recomienda que, siempre que sed
posible, se extraiga al menos una porcidon del mismo y se envie al LNR para
que el caso de que el animal resulte positivo a EEB, se pueda realizar los
andlisis encaminados a la discriminacion de cepas de EEB.

B. TOMA DE MUESTRAS EN OVINO Y CAPRINO.

La toma de muestras consistird en la extraccidon del encéfalo completo
incluido el tfronco encefdlico y si no fuera posible, al menos se debe
recoger obligatoriamente, segin el Reglamento 999/2001, el tfronco
encefdlico completo y una porcion del cerebelo.
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Posteriormente se realizard un corte caudal del obex, siguiendo el
esquema de la figura 2, obteniendo asi dos secciones:

- Seccidn A: encéfalo y fronco encefdlico rostral.
- Seccion B: médula oblongada caudal espinal.

Una vez realizada la extracciéon del tronco del encéfalo y de porcion del
cerebelo, debe enviarse en fresco refrigerado (5 £ 3° C) al LNR para la
realizacion de las técnicas de confirmacion.

-Seccidn A: encéfalo y tronco encefdlico rostral
-Seccidon B: médula oblongada caudal espinal

Figura 2.

2. TOMA DE MUESTRAS EN LA VIGILANCIA ACTIVA

Lo TOMA DE MUESTRA consistird en:

1. La extraccién del tronco encefdlico, via foramen magnum.

2. En el caso de pequenos rumiantes (ovino y caprino) es obligatorio
la extraccion de una porcion de cerebelo para la discriminacion
de cepas. En el caso de animales bovinos, con el objeto fambién
de realizar esta discriminaciéon, es recomendable la extraccion de
al menos una porcion del cerebelo.
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3. Readlizar una secciéon longitudinal del mismo siguiendo la linea
media, segun el esquema de la Figura 3, obteniendo 2 secciones
simétricas.

REMISION de muestras:

» Seccidn B1: Muestra en fresco para el diagndstico mediante los tests
rdpidos en el laboratorio autorizado de cada Comunidad
Autdnoma. Enviar al LNR el resto de muestra de esta seccidn siempre
que sea posible.

» Seccién B2: Muestra en fresco (4° C) para la confirmacidén y/o para
discriminacién de cepas de EETs. Enviar al LNR para la confirmacion
mediante los métodos descritos en la Ultima edicion del Manual OIE
asi como la discriminacion de cepas tanto de EEB como de Scrapie.

» Cerebelo: en el caso de animales ovinos y caprinos. En el caso de
animales bovinos resultaria recomendable. Enviar al LNR para la
discriminacion de cepas.

3. TOMA DE MUESTRAS PARA GENOTIPADO

» Genotipado de casos positivos: en todos los casos positivos de
tembladera en la especie ovina se determinard en el LNR en
genotipo del gen Prnp para los codones 136, 154 y 171, tal y
como se establece en el punto 8.1. del anexo Il del capitulo

» Genotipado aleatorio: fal y como se indica en punto 8.2. de la

parte Il del capitulo A del anexo Il del Reglamento 999/2001,

23



deberd determinarse el genotipo de la proteina pridénica de los
codones 136, 141, 154 y 171 de una muestra minima de ovinos.
En los Estados miembros con una poblacién de ovinos adultos
de mds de 750 000 cabezas, la muestra minima serd de 600
animales. Las muestras podrdn incluir animales sacrificados
para el consumo humano, animales muertos en la explotacion
y animales vivos, y habrdn de ser representativas de toda la
poblacién ovina.
Por tanto, las muestras a remitir para realizar el genotipado pueden ser de
varios fipos:
- Sangre con anticoagulante remitida en fresco (5 £ 3° C).
- Homogeneizados de animales negativos, analizados previamente
por los laboratorios autorizados de las CC.AA. remitidos en fresco (5
3° C).

- Muestra de tejido (fronco encefdlico) remitida en fresco (5 + 3° C).

4. CUESTIONES RELACIONADAS CON EL MUESTREO

En algunas ocasiones, sobre todo en animales muertos en
explotaciones, puede producirse una toma de muestras inadecuada
porque la muestra se encuentre en fase putrefaccion. En estos casos, la
region del 6bex puede estar danada, incompleta, distorsionada o
autolitica por lo que no es posible una orientacidon anatdémica correcta

(Fig.4).

Fig. 4




En estos casos, no serd posible tomar una muestra de la regién
anatodmica diana pero no puede evitarse; lo importante es que se
anote para ayudar a la interpretacion de los resultados obtenidos, e
informar al personal encargado de recoger las muestras que se debe
evitar esa baja calidad siempre que sea posible.

iii SIEMPRE QUE SE ENVIEN MUESTRAS AL LCV DE ALGETE,
TANTO EN EL CASO DE LA VIGILANCIA PASIVA COMO EN

EL DE LA ACTIVA ES MUY IMPORTANTE RECORDAR QUE:

De acuerdo con las indicaciones del Laboratorio Comunitario
de Referencia (VLA Weybridge), para poder realizar las
diferentes pruebas confirmatorias y/o discriminatorias, la
cantidad minima requerida para la confirmacion por técnicas
de la OIE, sera de 6 gramos.

En el caso de ovinos donde la cantidad de muestra tomada es
menor, la cantidad debe aproximarse lo mds posible a la

requerida.

25




DOCUMENTACION DE ACOMPANAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Las muestras irdn acompanadas, como minimo, de la documentacién que
a continuacién se senala. Cuando la muestra sea enviada de un
laboratorio a otro, para confirmacién de resultados, se adjuntard también
copia completa de la documentacién de la misma:

» Todas las muestras irdn acompanados por la documentacion
establecida como Modelo 1 0 2 (segUn especie).

« Ademds, para los animales sospechosos se adjuntard la encuesta
segun el Modelo 3, que recoge los sinfomas detectados.

« Cuando las muestras sean enviadas desde un laboratorio autorizado
de la CCAA al LNR Laboratorio Nacional de Referencia, se adjuntard
la documentacidn establecida como Modelo 4

e Las muestras para el genotipado del gen PrP de ovinos se
acompanardn del modelo 5.

Todos estos modelos estdn disponibles en los programas nacionales de
vigilancia, control y erradicacion de la Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles en la direccion web:
http://rasve.magrama.es/Publica/Programas/Normativa.asp

Enlaces de interés:
http://webarchive.nationalarchives.gov.uk/20130123162956/http:/via.defra.
gov.uk/science/sci_tse_rl_video.htm
http://www.tse-lab-net.eu/iraining.html
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Modelo 1:

HOJA DE TOMA DE MUESTRAS: PROGRAMA DE VIGILANCIA DE EEB

FECHA: / / IDENTIFICACION DE LA MUESTRA:
N° CROTAL
DEFINICION DE LA SUBPOBLACION N* REGIST LABOORAT:
A.1- Animal sospechoso (CUMPLIMENTAR SIEMPRE EL MODELO 3)
Muerto: O en explotacion O en transporte O en matadero
Sacrificado: O en explotacion O en transporte O en matadero

A.2- Animal sacrificado para consumo humano
O Sacrificado de urgencia > 48 meses O Sacrificado > 48 meses con alteraciones en la inspeccién ante-mortem
O Nacido en Espafia antes 1/01/01 y procedente de explotacién en la que se han diagnosticado focos EEB
O Sacrificado y procedente de un pais sin revision de su programa de seguimiento de EEB:

> 30 meses si es sacrificio de rutina
> 24 meses en sacrificios especiales (urgencia y sintomas antemortem)

A.3- Animales > 48 meses muertos o cuyo sacrificio no esté destinado a consumo humano

Muerto: O en explotacion O en transporte O en matadero
Sacrificado: O en explotacion O en transporte O erradicacion de enfermedades distintas de EEB
Especificar cuando proceda: raza de lidia campafia de saneamiento

O Muerto > 24 meses procedente de un pais sin revision de su programa de seguimiento de EEB

A.4-Animal sacrificado como medida de erradicacion de foco EEB
O Descendiente de un animal positivo
O Grupo de edad de animal positivo (+ 12 meses) O Otros

A.5- Otra subpoblacion (Especificar motivo de la tom a de muestra):

LUGAR DE TOMA DE MUESTRAS

O Matadero O Industria de transformacién O Desolladero o local de faenado O Explotacién
O Planta intermedia 0O Sala de tratamiento de carne de reses de lidia O Incineradora
ESTABLECIMIENTO/EXPLOTACION:
N° REGISTRO: COMUNIDAD AUTONOMA:
PROVINCIA: MUNICIPIO:
DATOS DEL ANIMAL
FECHA DE SACRIFICIO O MUERTE: N° IDENTIFICACION: APTITUD:
FECHA DE NACIMIENTO: SEXO: RAZA:

DATOS DE LA EXPLOTACION

PROPIETARIO DE LA EXPLOTACION: NIF:
N° REGISTRO DE LA EXPLOTACION: DOMICILIO:
PROVINCIA DE LA EXPLOTACION: MUNICIPIO:

CUADRO CLINICO

ANIMAL OBJETO DE SACRIFICIO DE URGENCIA (Especificar las causas o adjuntar el certificado veterinario):

ANIMAL CON SINTOMATOLOGIA EN LA INSPECCION ANTE-MORTEM (Especificar los sintomas clinicos detectados):

Veterinario responsable de la toma de muestras:
Fecha:

Firma.:
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Modelo 2:

HOJA DE TOMA DE MUESTRAS: PROGRAMA DE VIGILANCIA DE EET EN

FECHA: / /

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: (Preferentemente n° crotal)

DEFINICION DE LA SUBPOBLACION

Animal sospechoso (CUMPLIMENTAR SIEMPRE MODELO 3)
Muerto: O en matadero [ en transporte
Sacrificado: 0 en matadero [ en transporte

O en explotacion
O en explotacién

Animal > 18 mesesgespecificar animales de campafia de erradicacsdprocede)

destinado a consumo humano

No destinado a consumo: muerto: Oen explotacion O en transporte
Sacrificado no para consumo: Oen explotacion
Erradicacion

O en matadero
0 en transporte

Otra subpoblacion (- Especificar motivo de la toma de muestra)

LUGAR DE TOMA DE MUESTRAS

matadero industria de transformacion  planta intermedio explotacion incineradora
Establecimiento/explotacion: n° de registro:
Comunidad Auténoma: provincia: municipio:

DATOS DEL ANIMAL

fecha de sacrificio o muerte: n° identificacién:

fecha de nacimiento: sexo: raza: especie

DATUS DE LA EAFLUT Hbl()l“

nombre y NIF del propietario de la explotacion:

domicilio:

n° de registro de la explotacion:

Comunidad Auténoma de la explotacion:

provincia de la explotacion: municipio:

OBSERVACIONES

Nombre, firma del Veterinario responsable de la tma de muestras

Teléfono de contacto
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Modelo 3

ENCUESTA DEL CUADRO CLINICO DE ANIMALES SOSPECHOSOS

FECHA:___/ / IDENTIFICACION DE I.A MIIESTRA:(Preferentemente
1.

2.

Fecha de aparicion de los primeros sintomas

Detalle de la sintomatologia:

O Cambios de comportamiento

O Nerviosismo

O Agresividad

O Aprehension o miedo

O Hiperestesia o reaccion exagerada a estimulos externos
O Movimientos anormales de la cabeza

O Otros

O Cambios locomotores o de postura

O Ataxia o Incoordinacion

O Posturas anormales

O Hipermetria: elevacion excesiva de extremidades al andar
O Caidas y dificultad para levantarse

O Otros

O Prurito

O Lesiones cutaneas

O Temblores

O Otros sintomas neurol6gicos

Nombre, firma del Veterinario responsable de la tma de muestras

O Tetania o contracciones musculares

O Movimientos en circulos

O Empuja objetos fijos con la cabeza

O Patadas en sala de ordefio. Dificultad para entrar en sala
O Otros:

Descripcion y tiempo del tratamiento suministrad o:

O Tratamiento 1:
- Sustancia 'y nombre comercial:
- Periodo de aplicacion:
O Tratamiento 2:
- Sustancia'y nombre comercial:
- Periodo de aplicacion :

Otras enfermedades de tipo nervioso de las que s e sospecha/diagnostico diferencial
(indicar si han sido descartadas y método empleado)

Observaciones:

Teléfono de contacto
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Modelo 4

HOJA DE REMISION DE MUESTRAS Y RESULTADOS AL LABORATORIO NACIONAL DE
REFERENCIA PARA EL DIAGNOTICO DE EETs,

FECHA: ! !
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: (numero crotaf)
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: (nimero de id. del Laboratorio remitente)
DATOS DEL LABORATORIO REMITENTE
Centfro:
Direccion:

Persona remitente de la muestra:

DATOS DE LOS ENSAYOS REALIZADOS

Fecha de analisis:

Técnicas empleadas: Resultado obtenido: Anticuerpos utilizados (Solo Inmunohistoguinsica )

DATOS DE LA MUESTRA

Estado de la muestra remitida:
O Fresca con region anatomica identificable
O Fresca sin regién anatomica identificable
O Autoliica
O Avanzado Estado de descomposicion:
Canftidad remitida:

OBSERVACIONES
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Modelo 5

HOJA DE TOMA DE MUESTRAS PARA GENOTIPADO DEL GEN Pr P:

FECHA: / /

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: (Preferentemente n° crotal)

DEFINICION DE LA SUBPOBLACION

O Animal sospechoso

O Animal > 18 meses (dos incisivos definitivos)sacrificado para consumo humano

O Animal > 18 meses (con dos incisivos definitivos) que se ha tomado la muestra en la explotacion

Animal sacrificado como medida de erradicacion de foco de tembladera

O Descendiente de animal positivo

O Grupo de edad de animal positivo (+ 12 meses)
O Que convive en explotacion con animal positivo
O Otros

LUGAR DE TOMA DE MUESTRAS

Matadero Industria de transformacion Planta intermedio Explotacién

Establecimiento/explotacion:

Ne° de registro:

Incineradora

Comunidad Auténoma: Provincia: Municipio:
DATOS DEL ANIMAL

Fecha de sacrificio o muerte: Ne° identificacion:

Fecha de nacimiento: Sexo: Raza: Especie

DATOS DE LA EXPLOTACION

Nombre y NIF del propietario de la explotacion:

Domicilio:

N° de registro de la explotacion:

Comunidad Auténoma de la explotacion:

Provincia de la explotacion: Municipio:

Nombre, firma del Veterinario responsable de la tma de muestras

Teléfono de contacto
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