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SUMMARY

An immunohistochemstry (IHC) method to detect scrapie in sheep third eyelid lymphoid tissue was applied in post mortem animals. This method
would allow to carry out the diagnosis in Chile, including the preclinical phase of the disease in sheep flock. Eighty samples from two year old sheep
were obtained. Fourty two showed neurological signs consistent with scrapie and thirty eight came from slaughterhouse. Another thirteen blind samples
were provided by a Reference Center (RC) in addition to sixteen obex used as controls. Samples were evaluated in sections with hematoxilin-eosin
and classified as suitable if presenting at least four lymphoid follicles in the tissue. Based on this, seventy four out of ninety samples were considered
suitable. The IHC results showed that all samples were negative to scrapie and only seven provided by the RC were positive. All obex samples were
positive to immunostaining by PrP%, unlike negative controls. The results demosntrate that this diagnostic tool may be considered for monitoring the
sanitary condition related to scrapie in the ovine flock in Chile.
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RESUMEN

En este trabajo se implemento y aplicé un método para detectar el scrapie, utilizando la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) en tejido linfoide de
tercer parpado ovino. Este método permitiria realizar el diagndstico en animales vivos, incluso en fases preclinicas de esta enfermedad en la masa ovina
nacional. Se obtuvieron y procesaron 80 muestras de tercer parpado de ovinos nacionales mayores de 2 afios, 42 con sintomatologia nerviosa compatible
con scrapie y 38 que fueron obtenidos de mataderos. Otras 13 muestras ciegas de validacion de tercer parpado y sus respectivos 6bex, ademds de 16
muestras de obex utilizadas como controles, fueron aportadas por un Centro de Referencia (CR). Las muestras fueron evaluadas en cortes tefiidos con
Hematoxilina-Eosina y clasificadas como aptas cuando presentaban al menos 4 foliculos linfoides en el tejido obtenido. Sobre esta base, 74 de las 93
muestras totales de tercer parpado fueron consideradas como aptas. Los resultados de IHQ mostraron que todas las muestras nacionales fueron negativas
a scrapie y sélo 7 de las proporcionadas por el CR fueron positivas. Ademads, en todos los controles positivos de 6bex se observé inmunomarcaje de
PrP5¢, lo cual no se evidenci6 en los controles negativos. Los resultados descritos anteriormente permiten demostrar la aplicabilidad y capacidad para
utilizar esta herramienta diagnéstica en la masa ovina, lo cual permitirfa establecer la condicion del pais respecto al scrapie y obtener los beneficios de
esta situacion sanitaria.
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INTRODUCCION sistema nervioso central (SNC), que ha sido descrita en

diferentes especies mamiferas incluida la humana. El

El scrapie de los ovinos y caprinos es el prototipo de
las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs),
enfermedades neurodegenerativas fatales que afectan al
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agente etiolégico es el prién (PrP%), isoforma alterada
e infectiva de una proteina constitutiva de la membrana
celular (PrP¢) que presenta alta resistencia a métodos de
inactivacién, incapacidad de producir respuesta inmune
en el organismo afectado y ademads convierte la isoforma
celular en patoldgica (Aguzzi y col 2008, Farfas y col
2009, Tranulis y col 2011).

La transmisién del scrapie ocurre principalmente por
exposicion oral y sus principales lesiones estdn restrin-
gidas al SNC. Su patogenia implica primero una fago-
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citosis por las células dendriticas foliculares a nivel in-
testinal, seguida de una replicacién de los priones en los
organos linfoides, previo a la neuroinvasién (Jeffrey y
Gonzalez 2007, van Keulen y col 2008). Esto explica su
largo periodo de incubacién, posterior al cual recién es
posible el diagndstico con la aparicién gradual de los sig-
nos clinicos, como cambio de comportamiento, prurito y
alteraciones neuroldgicas. Sin embargo, la suceptibilidad
y la patogenia en las ovejas se ven influenciadas por una
predisposicién genética, por los polimorfismos en los co-
dones 136, 154 y 171 del gen PRNP de la proteina pridni-
ca, que determina mayor susceptibilidad a manifestar la
enfermedad en los haplotipos VRQ y ARQ y menor para
ARR (Fediaevsky y col 2008, Ortiz-Pelaez y Bianchini
2011).

Las EETs se diagnosticaban por las lesiones histopa-
toldgicas del SNC, las que incluyen cambios espongifor-
mes, gliosis astrocitica y placas amiloides en el cerebro
de animales y humanos (Jeftrey y Gonzélez 2007, Vidal
y col 2009). Actualmente la técnica gold standar para el
diagnéstico es la inmunohistoquimica (IHQ) que se utili-
za para detectar la presencia de la PrP% in situ en el cere-
bro. Ademads en algunas especies puede ser aplicada para
analizar su distribucién en los tejidos linfoides (Grassi y
col 2008, Farias y col 2009, Monleén y col 2011).

La caracteristica de la patogenia del scrapie clasico
que involucra una acumulacién temprana del prién en
tejidos linfoides, antes de su propagacién al SNC, re-
presenta la base para el diagnéstico preclinico mediante
técnicas de IHQ. Estas pueden ser realizadas en muestras
in vivo o post mortem del tejido linfoide de tonsilas, lin-
fonodos retrofaringeos, tercer parpado o mucosa rectal
(O’ Rourke y col 2002, Monleén y col 2005, Vargas y
col 2006, Gonzélez y col 2008). Segiin O’ Rourke y col
(2000, 2002) el tercer parpado serfa mas facilmente ac-
cesible en animales vivos. En la actualidad, Chile cuenta
con herramientas diagndsticas como son la histopatolo-
gia tradicional, IHQ, ELISA y Western blot, entre otras.
El gran inconveniente de estos métodos es que utilizan
muestras de cerebro, por lo que deben ser realizados post
mortem. Esto impide detectar la enfermedad en animales
que pueden estar incubandola sin sintomatologia clini-
ca, lo que no permite un manejo adecuado (Grassi y col
2008, Farias y col 2009).

En contraste a la EET del bovino, el alto linfotropis-
mo de los priones en el scrapie clasico, en la variante de
la enfermedad Creutzfeldt-Jakob (VECJ) y en la enferme-
dad del desgaste crénico (Aguzzi y col 2008, Gilch y col
2011, Wadsworth y col 2011), ha permitido el uso de la
THQ para detectar la PrP5 en tejido linfoide, antes de que
se inicien las manifestaciones clinicas, permitiendo asi
realizar su diagndstico preclinico (Gonzélez y col 2008,
Monleén y col 2011).

En base a estos antecedentes y las posibilidades futu-
ras en el campo del diagnéstico, la prevencion y el con-
trol de las EETs, se planteé el objetivo de este estudio de
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implementar y aplicar la deteccién de la proteina prid-
nica en tejido linfoide de tercer parpado ovino mediante
IHQ. Esta técnica poco invasiva, permitiria realizar un
diagndstico en animales vivos. Es importante destacar la
necesidad de contar con herramientas de diagnéstico pre-
clinico para estas enfermedades, puesto que en el pafs,
la especie ovina se comercializa muchas veces antes de
que exista cualquier posibilidad de que se manifieste la
sintomatologia del scrapie.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron un total de 93 muestras de tercer parpa-
do de ovinos mayores de 2 afios, obtenidas post mortem,
sin importar raza o sexo. De éstas, 42 se obtuvieron en la
unidad de patologia del Servicio Agricola y Ganadero,
de animales con sintomatologia compatible a scrapie, 38
fueron obtenidas en matadero y 13 muestras ciegas de
validacion de tercer parpado con sus 13 6bex respectivos,
estas ultimas aportadas por el centro de referencia (CR)
canadiense (National Reference Laboratory for Scrapie
and CWD, Animal Research Institute and Canadian Food
Inspection Agency), ademds de los 16 controles de ébex
de ovinos, 8 positivos y 8 negativos, provenientes del
mismo centro.

De cada animal se obtuvo una biopsia de tejido lin-
foide de tercer parpado, segin la técnica descrita por
O’Rourke y col (2002), las muestras fueron fijadas en
formalina neutra tamponada (10%), se incluyeron en pa-
rafina y se procesaron en cortes seriados de 5 pm de es-
pesor, para el examen histolégico y la posterior deteccion
por inmunohistoquimica (IHQ) de la PrP5c.

HISTOLOGIA

Previo a la realizacién de la IHQ, se procedi6 a eva-
luar la aptitud de las muestras, de acuerdo a la cantidad
de foliculos linfoides con centros germinales presentes
en ellas. Las secciones de tejidos fueron tefiidas con He-
matoxilina y Eosina (H-E), siguiendo el procedimiento
histolégico estdndar. Al examen microscopico (objetivo
10x) de cada muestra, se contd el nimero de foliculos
linfoides con centro germinal y la clasificacién de su ap-
titud, se estableci6 de acuerdo a los criterios descritos por
O’Rourke y col (2000).

INMUNOHISTOQUIMICA

Como se utiliza un método de marcaje con peroxi-
dasa, se inhibié la actividad end6gena de esta enzima en
el tejido, para ello las muestras se mantuvieron en una
solucion de agua oxigenada (Merck/Alemania) al 3% en
metanol absoluto (Merck/ Alemania) por 10 min y se la-
varon en agua desionizada. Los siguientes tratamientos
se realizaron para exponer los antigenos, descontaminar
y aumentar la sensibilidad de la inmunotincién: 1) inmer-



sién en acido férmico (Merck Alemania) al 98% por 5
min, 2) lavado con una solucién tampén de TBST pH 7,6
(Tris Buffer Salino Tween-20) 3 veces por 2 min, 3) incu-
bacién en una solucién recuperadora de antigenos pH 6,1
(Target Retrieval Solution®) en autoclave por 20 min a
120°C, una vez frias, se lavaron en una solucién de TBST
pH 7,6 por 10 min. La IHQ se realizé por capilaridad,
los portaobjetos fueron pareados y montados en un sos-
tenedor siguiendo los procedimientos indicados y con los
reactivos suministrados por el kit Pullman TSE-IHC/99
(VRMD/USA) (VRMD 2004). Para la inmunotincién se
incluyeron los siguientes pasos, cada uno separado por
3 lavados con tampén TBST pH 7,6: 1) tratamiento con
una solucién de proteinasa K (VRMD/USA) (4mg/ml)
por 90 seg; 2) incubacién con el primer anticuerpo mo-
noclonal (F99/97.6.1) (1:1000), durante 15 min a 37°C
(Spaker y col 2002); 3) incubacién con una solucién del
segundo anticuerpo policlonal anti-ratén biotinilado por
10 min; 4) y en streptavidina conjugada con peroxidasa
HRP (Horseradish Peroxidase) por 10 min. Para revelar
y poner de manifiesto la inmunoreaccidn, se incubaron
en oscuridad con el sustrato-cromégeno AEC (3-amino-
9-etilcarbazol) por 20 min. La reaccién se detuvo con la-
vados de agua bidestilada. Las muestras fueron tefiidas
con Hematoxilina de Mayer (Dako®) por 10 min. Todas
las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente,
a menos que se indique lo contrario. Las muestras fue-
ron procesadas de acuerdo a lo descrito en O’Rourke y
col (2002) y las recomendaciones del kit Pullman TSE-
IHC/99 (VRMD 2004). Como controles positivos y ne-
gativos se utilizaron los cortes de 6bex, aportados por el
CR. Ademads se usaron como controles negativos cortes
seriados en los que el primer anticuerpo fue sustituido
por TBTS.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Estudio histologico. Una vez realizada la tincién de
H-E siguiendo las pautas de O’Rourke y col (2000), se
estableci6 la aptitud de las muestras para realizar la THQ.
Apta: aquella en que a la observacién microscépica se
identificaran 4 o mds foliculos linfoides. No apta: cuando
se identificaron menos de 4 foliculos linfoides.

Estudio inmunohistoquimico. La tincién positiva del
tejido linfoide de tercer parpado se identificé por una
fuerte inmunotincién citoplasmatica de patrén granular
en los centros germinales de los foliculos linfoides. Se
consideraron positivas aquellas muestras en las que uno
o mas foliculos mostraron el precipitado granular rojo de
la inmunotincién. En las muestras consideradas negati-
vas no se observé inmunotincién del tejido, en el minimo
de 4 centros germinales requeridos para el diagndstico
(O’Rourke y col 2002). Todas las muestras analizadas
se clasificaron y fotografiaron, en un microscopio Axio
Imagen A1 (Zeiss), con camara fotografica digital (Ca-
non PowerShot G6).

SCRAPIE, PRION, EETS, THQ
RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se analizaron 93 muestras totales de
tejido linfoide de tercer parpado (nacionales y CR), las
cuales se observaron mediante la tincién de H-E, permi-
tiendo clasificar 74/93 muestras aptas y 19/93 como no
aptas, para posteriormente continuar con la IHQ. Esta
clasificacion se basé en el nimero de foliculos linfoides
con centros germinales presentes en las muestras segtn
los criterios descritos por O’Rourke y col (2000). A pesar
que se puede diagnosticar la enfermedad con un dnico
foliculo linfoide, en regiones con baja probabilidad de
encontrar casos de scrapie, es necesaria la observacién
de al menos 4 foliculos linfoides para diagnosticar co-
rrectamente una muestra como negativa. Si bien la PrP*
se ubica en el centro germinal de los foliculos linfoides,
su presencia temprana en este tejido no es homogénea
(van Keulen y col 2008, Monléon y col 2011). El examen
histolégico permitié establecer que no todas las muestras
obtenidas presentaban el nimero minimo de foliculos
linfoides, como se muestra en el cuadro 1.

Al analizar la clasificacion de aptitud de las muestras,
los resultados obtenidos muestran un 79,6% de muestras
aptas disponibles para la IHQ, lo que supone un porcen-
taje ligeramente inferior al 85% obtenido en el estudio de
O’Rourke y col (2000). Estas diferencias se pueden atri-
buir a la dificultad en la obtencidn del tejido necesario en
las primeras muestras, debido a inexperiencia y a la dis-
tribucion irregular del tejido linfoide en tercer parpado.

Inmunohistoquimica: las 74 muestras aptas fueron ana-
lizadas mediante THQ para detectar PrP* en el tejido lin-
foide de tercer parpado. Ninguna de las obtenidas en el pais
resultaron positivas (0/61) a la inmunoreaccién con la pro-
tefna pridnica patoldgica, al no observarse inmunomarcaje
en ninguno de los foliculos linfoides. Por otra parte, de las
13 muestras de tejido linfoide de tercer parpado aportadas
por el CR, 7/13 fueron positivas en las que se visualizé el

Cuadro 1. Aptitud de muestras de tercer parpado de ovinos,
segun el nimero de foliculos linfoides con centros germinales

en cortes tefiidos con H-E.

Aptitude of third eyelid samples of sheep according to num-
ber of lymphoid follicles with germinal centers in H-E stained sections.

Origen de las No aptas Aptas Total
muestras

Ne¢ foliculos

linfoides 0 b2 3 4 >

De matadero 2 2 5 5 9 15 38
Con signos 112 1126 4
compatibles

Del centro de
referencia

Total 19 74 93
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inmunoprecipitado de color rojo en los foliculos linfoides,
y 6/13 negativas, resultados que coincidieron en todos los
casos con los de sus respectivos 6bex. Ademads, todos los
controles positivos de 6bex de ovinos utilizados para IHQ
presentaron inmunotincién, mientras que en los negati-
vos nunca se detectd, segtin la pauta de O’Rourke y col
(2002). Estos resultados, confirman la alta especificidad de
casi 100% descrita para esta técnica en el diagndstico de
scrapie, utilizando tejido linfoide obtenido de tercer par-
pado, respecto a la técnica estandar de confirmacién post
mortem reconocidas por la OIE (Monléon y col 2005). Sin
embargo, la sensibilidad descrita es muy diversa, entre un
44% (Monléon y col 2011) hasta un 97,6% (O’Rourke y
col 2000), dependiendo del niimero y la edad de los ovinos
utilizados. En el presente estudio descartamos algunos fac-
tores como el tamafio inadecuado de la muestra y la edad
de los ovinos, que en este caso fue homogénea entre los 2 a
los 4 afios, por lo que los falsos negativos podrian deberse a
la ausencia o escasa cantidad de PrP* en el tejido linfoide,
a la distribucién no homogénea de ésta en el sistema linfo-
reticular (SLR) (van Keulen y col 2008), o a la presencia
de otra cepa de prion, como la Nor98, que difiere del scra-
pie clasico en la presentacion clinica y en el linfotropismo
del pridn, por lo que se postula que una vez que ingresa al
digestivo invadirfa directamente el SNC (Benestad y col
2008, Monléon y col 2011, Tranulis y col 2011).

En la figura 1, se presentan las microfotografias obte-
nidas del tejido linfoide de tercer parpado de las muestras
estudiadas, donde se observa la inmunomarca en las mues-
tras positivas (del CR) y la ausencia de ésta en las negati-
vas (muestras nacionales). En la figura 2, se observan los
cortes de la médula oblongada a nivel del ébex de ovinos

utilizados como controles para la IHQ, uno positivo que
muestra la inmunoreaccién positiva de la proteina prioni-
ca patoldgica (inmunoprecipitado rojo), ademads de la vi-
sualizacion de numerosas vacuolas en el nicleo del tracto
solitario, y otro negativo en que con la tincién de contraste
es posible evidenciar los somas neuronales.

Los resultados obtenidos muestran que la totalidad
de los controles positivos de 6bex, presentaron el preci-
pitado granular rojo indicativo de la inmunoreaccién del
anticuerpo frente a la PrP%, lo que indica su localizacién
en los nucleos nerviosos afectados, en cambio ninguno de
los controles negativos de dbex presentd inmunotincion.
Se utilizo6 el anticuerpo monoclonal F99/97.6.1, especifi-
co para detectar la PrP% por IHQ (O’Rourke y col 2000),
ademds del cromégeno AEC para revelar la inmunoreac-
cién (Spraker y col 2002, VMRD 2004). Algunas investi-
gaciones utilizan la mezcla de dos anticuerpos monoclo-
nales, para aumentar la deteccién de la PrP5¢ a través de la
secuencia conservada de la PrP, presente en las especies
mamiferas que poseen EETSs naturales (O’Rourke y col
2000, Spraker y col 2002). En este estudio que sélo utilizé
un anticuerpo, no se encontraron diferencias en los contro-
les positivos y negativos con los resultados descritos por
O’Rourke y col (2002), quien utilizé los dos anticuerpos.

La observacién microscopica de la totalidad de las
muestras aptas para la IHQ, permitié determinar satis-
factoriamente la presencia de tejido linfoide del tercer
parpado, tanto en las muestras obtenidas en el pais como
en las aportadas por el CR. Ademas, fue posible eviden-
ciar la inmunoreaccién en los foliculos linfoides de las
muestras positivas y en los controles positivos de ébex,
todas aportadas por el CR, asi como también la ausen-

Figura 1. Imagen de tercer parpado. a) Muestra positiva, inmunoreaccién del anticuerpo frente a la proteina pridnica patoldgica,
evidenciada por el inmunoprecipitado rojo en el centro germinal (flechas), (IHQ 400x). b) Muestra negativa, ausencia de inmunomarcaje
en los centros germinales (flechas), (IHQ 200x).

Image of third eyelid. a) Positive sample, immunoreactivity of antibody against abnormal prion protein evidenced by the red immunoprecipitate
in the germinal center (arrows) (IHC 400x). b) Negative sample, absence of immunoreactivity in the germinal centers (arrows) (IHC 200x).
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Figura 2. Imagen de 6bex de ovinos. a) control positivo, se observa presencia de vacuolas (circulos) y el inmunoprecipitado rojo por la
presencia de la PrPSc (flechas), (IHQ 200x), b) control negativo, no se observa presencia de inmunoprecipitado ni de vacuolas (IHQ 100x).

Image of obex of sheep. a) Positive control, vacuoles (circles) can be observed and the red immunostaining due to the presence of PrPSc
(arrows), (IHC 200x), b) negative control, with no presence of vacuoles nor immunoprecipitated (IHC 100x).

cia de inmunomarcaje en las muestras nacionales y en
los controles negativos. En el scrapie clésico, el desgaste
crénico y la VECJ, la PrP5¢ se acumula antes en el SLR
y luego en el SNC, sin embargo, no existe asociacion de
lesiones patoldgicas en SLR, en contraste con el SNC
donde las lesiones son bien conocidas (Monleén y col
2005, Aguzzi y col 2008, Vidal y col 2009).

El cuadro 2, resume los resultados obtenidos median-
te la THQ de la totalidad de las muestras aptas, incluyen-
do las aportadas y los controles del Centro de referencia.
Asi, del total de muestras de tercer parpado obtenidas
para este estudio, las 74 clasificadas como aptas por H-E
para la determinacion de la PrP%, 67 (90,5%) resultaron
negativas (61 obtenidas en el pais y 6 del centro de refe-
rencia) y sélo 7 (9,5%) aportadas por el centro de referen-
cia fueron positivas a scrapie. En este estudio se analizé
el tejido linfoide de tercer parpado de ovinos entre los 2
a 4 afios, para aplicar la técnica independiente de la edad,
se clasificaron las muestras segtin su aptitud, con lo cual
se logré implementar y validar la técnica de IHQ para la
deteccion del scrapie en muestras de tercer parpado ovi-
no en las condiciones del laboratorio oficial de diagndsti-
co del pais (SAG). Los resultados de este estudio indican
que las muestras de tercer parpado son adecuadas para el
diagndstico de scrapie, sin embargo, su obtencion in vivo
presentaria como dificultad el inmovilizar manualmente
al animal, por lo cual se podria invertir mas tiempo.

Para que los métodos diagndsticos de priones sean
realmente ttiles, deben ser capaces de identificar los casos
sospechosos en fases tempranas de la infeccion, caracteris-
tica que cumple el diagnéstico mediante tejido linfoide del
tercer parpado, que permite identificar un animal positivo

Cuadro 2. Muestras aptas segtin su origen y resultado de IHQ.

A suitable samples according to their origin and results of
IHC.

Origen de muestras IHQ N°total Positivas Negativas

Matadero TP 24 0 24
Con signos clinicos TP 37 0 37
Centro referencia TP 13 7 6
Centro referencia 6bex 13 7

Control (+) 6bex 8 8 0
Control (-) 6bex 8 0

Total 103 22 81

(TP: Tercer parpado).

a scrapie desde los 10 meses de edad, es decir mucho an-
tes del comienzo de los signos clinicos (Vargas y col 2006,
Grassi y col 2008). Las muestras de tercer parpado obteni-
das en el pais resultaron negativas a la deteccion de la PrP,
puesto que no se observo presencia de inmunotincion en los
foliculos linfoides, la que si se observé en algunas muestras
de tercer parpado aportadas por el CR y en los controles
positivos de 6bex. Como en el tejido linfoide no es posible
observar lesiones especificas indicativas de la presencia de
priones, y a pesar que este hecho, remarca la eficacia de
la deteccién inmunoldgica, sin embargo, presenta el incon-
veniente que puedan aumentar los falsos negativos, alcan-
zando diferentes porcentajes de sensibilidad (O’Rourke y
col 2002, Monléon y col 2011). Esto se debe a la dindmica
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de replicacion del prién, que puede estar influenciada por
diferentes variables, una de ellas son las diferencias genoti-
picas del hospedador (Fediaevsky y col 2008, Ortiz-Pelaez
y Bianchini 2011), sin embargo en rebafios de genética
similar la diferencia mas importante apuntaria al tipo de
prion. Asi, los falsos negativos en el estudio del SLR por
IHQ no serian un problema de reconocimiento, sino de in-
dividualidades en la presentacion de la enfermedad, como
manifestacion directa del tipo de cepa de PrPS involucrada
(Benestard y col 2008, van Keulen y col 2008).

El diagnéstico de scrapie por IHQ utilizando mues-
tras de tejido linfoide supone una importante herramien-
ta para la vigilancia y el control, aunque como la sensi-
bilidad no es 100% debe realizarse en conjunto con un
programa de seleccion u otro método confirmatorio. Al-
gunos paises que poseen la enfermedad de manera endé-
mica, tienen entre sus estrategias de control el monitoreo
de animales vivos mediante la biopsia de tercer parpado
(Detwiler y Baylis 2003). La instauracion de esta estra-
tegia de vigilancia permitiria al pais contar con mayor
informacién sanitaria del scrapie ovino.

En el presente trabajo se logré implementar y aplicar
la técnica de IHQ en muestras de tejido linfoide de tercer
parpado de ovinos, en el laboratorio de diagnéstico ofi-
cial para el pais, la que podria aplicarse al diagnéstico de
la enfermedad en la etapa preclinica o clinica de animales
sospechosos (Vargas y col 2006, Vidal y col 2009), sin in-
volucrar su sacrificio. Este estudio hace posible recomen-
dar la implementacion y aplicacién de la IHQ en tejido
linfoide, para un primer screening in vivo de los animales
en la deteccién de scrapie, incorporada en los programas
de vigilancia y control para la enfermedad.
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