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DESCRIPCION

Método para la deteccion de proteina PrP en animales vivos.
Campo de la invenciéon

La invencién se refiere a un método para la deteccién de proteina PrP en una muestra bioldgica ex-
traida de un animal vivo que comprende extraer una muestra de tejido ocular de dicho animal y ensayar
la presencia de proteina PrP en dicha muestra.

Antecedentes de la invencién

Las encefalopatias espongiformes transmisibles incluyen a un grupo de enfermedades neurodegenerati-
vas de evolucién letal en animales (vacas, corderos y otros) y seres humanos, que pueden ser transmitidas
entre especies y que aparecen tras un largo periodo de incubacién. Los signos clinicos en los seres huma-
nos incluyen la demencia y la pérdida de coordinacién motora. Morfolégicamente, en las necropsias del
cerebro se observa astrogliosis, cambios espongiformes (vacuolizacién) y a menudo, depdsitos amiloideos.
En los animales, los signos incluyen alteraciones de la marcha y movimientos incoordinados. La enfer-
medad parece estar producida por un agente infeccioso al que se denominé Aprién@ (prién) (particula
infecciosa constituida exclusivamente por protefnas), que contiene una protefna de 27-30 kDa resistente a
proteasas. Esta proteina es un elemento comun encontrado en estas enfermedades y aparece acumulada
en el tejido nervioso donde causa las lesiones tipicas de la enfermedad. Se trata de una isoforma anor-
mal con un ntcleo resistente a proteasa de la proteina prién presente normalmente en el huésped. La
isoforma normal de la proteina, sensible a proteasa, ha sido denominada PrP® mientras que la isoforma
anormal, resistente a proteasas, se denomina PrP%¢ de Ascrapie@ (scrapie) nombre en inglés que recibi6
la enfermedad presente en las ovejas.

El diagnéstico de la encefalopatia espongiforme transmisible tanto en el hombre como en los animales
se ha basado en el cuadro clinico (diagndstico clinico) y posterior confirmacién anatomopatolégica post-
mortem de las lesiones cerebrales tipicas de la enfermedad.

En los tejidos de los animales infectados se ha encontrado siempre la proteina prién especifica de la
enfermedad y, por tanto, la presencia de ésta puede considerarse un método diagnostico fiable. Los niveles
més altos de PrP%¢ en bovinos se han encontrado en el cerebro y en la médula espinal. La evidencia
disponible sugiere que la infectividad estd presente en el cerebro aproximadamente medio ano antes de
que se presenten los sintomas tipicos de la enfermedad. Consecuentemente, se han desarrollado métodos
basados en la deteccién de la proteina prién especifica de la encefalitis espongiforme bovina (EEB) en
animales sacrificados en matadero mediante técnicas inmunocitoquimicas y, mas recientemente, a través
del desarrollo de anticuerpos monoclonales que identifican la proteina prién. Estos anticuerpos reconocen
tanto a la PrP ¢ patolégica como a la PrP® normal. Sin embargo, como la PrP°¢ es estable en presencia
de enzimas de degradacion, lo que no ocurre con la proteina prién normal, se han empleado enzimas pro-
teoliticos (proteasas) para destruir la protefna normal conservando en la mezcla de reaccién el fragmento
de PrP5¢ resistente a proteasas, el cual se une posteriormente a un anticuerpo marcado que es detectado
mediante, por ejemplo, técnicas fluorimétricas.

Los tests disponibles hasta la fecha para el diagnéstico de la EEB [Schaller, O. et al. (1999) Validation
of a Western immunoblotting procedure for bovine PrP°¢ detection and its use as a rapid surveillance
method for the diagnosis of bovine spongiform encephalopathy (BSE). Acta Neuropathologica, 98:437-
443; The evaluation of tests for the diagnosis of transmissible spongiform encephalopathy in bovines. (8.
July 1999). European Commission, DG24, Directorate B, Unit B3; Doherr M.G. et al. (1999) Targeted
surveillance for bovine spongiform encephalopathy. Veterinary Record 145: 672; Oesch, B. et al. (2000).
Application of Prionics Western blotting procedure to screen for BSE in cattle regularly slaughtered at
Swiss abattoirs. Archives of Virology, Supp. 16: 189-195] sélo son capaces de detectar la enfermedad
en el animal sacrificado, pero no en el animal vivo. Los expertos coinciden en que el maximo riesgo
de transmision aparece cuando el animal estd en fase de presentacién de sintomas clinicos o unos meses
antes. El objetivo de cualquier test de diagnéstico es, por tanto, detectar la enfermedad lo més tempra-
namente posible o en el peor de los casos en los meses que preceden a la aparicién de sintomas. Al ser
necesario llevarlo a cabo en animales asintomaéticos, la necesidad de un test in vivo resulta clave para
evitar el sacrificio indiscriminado de animales, permitiendo distinguir a los infectados y sacarlos de la
cadena alimentaria.

Las implicaciones econémicas derivadas de la necesidad del sacrificio de animales para la confirmacién



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 185 476 A1l

de la patologia, son también importantes. En la actualidad, las normativas europeas, para intentar con-
trolar la EEB, establecen la obligatoriedad y necesidad de sacrificar, ademds, de los ejemplares infectados,
todas las cabezas de ganado de las granjas dénde los tests han sido positivos. Incluso se ha propuesto
que, ante la limitacién de los tests actuales, serfa conveniente sacrificar todas las reses (en teorfa sanas)
mayores de 24-30 meses, lo que arruinaria la industria ganadera europea.

Por estos motivos, seria muy conveniente poder diagnosticar este tipo de enfermedades en animales
vivos.

La cornea del ojo es el tejido mas densamente inervado del organismo de los mamiferos, recibiendo
fibras nerviosas sensoriales del ganglio trigémino que terminan libremente en las capas més superficiales
del epitelio corneal. La conjuntiva del ojo también recibe una muy abundante inervacién sensorial y
simpatica. Existe evidencia indirecta de que el ojo es uno de los 6rganos infectados por el prién. Sin
embargo, nunca se ha utilizado el tejido ocular para el diagndstico de la enfermedad en animales vivos.

Compendio de la invencién

La invencién se enfrenta con el problema de desarrollar un método para la deteccién de proteina PrP
en seres vivos, en particular, proteina PrP relacionados con las encefalopatias espongiformes transmisibles
tanto en animales como en seres humanos vivos.

Ahora se ha encontrado que puede detectarse la presencia de proteina PrP en tejido ocular. La so-
lucién proporcionada por la invencion se basa en el hallazgo inesperado de que la accesibilidad del epitelio
corneal para su extracciéon con minimo trauma y la rica inervacién del epitelio y el estroma superficial por
las fibras nerviosas, proporciona una densidad muy alta de tejido nervioso en un volumen muy pequeno
en el que es posible detectar proteina PrP.

Por consiguiente, un objeto de esta invencién lo constituye un método para la deteccién de proteina
PrP de una muestra biolégica procedente de tejido ocular de un animal vivo.

Una ventaja del método proporcionado por esta invencién radica en que permite distinguir entre
animales de una cabana que padecen la enfermedad y los que no la padecen evitandose de este modo el
sacrificio indiscriminado e innecesario de toda la cabana.

Otra ventaja del método proporcionado por la invencién radica en que permite conocer si la enfer-
medad neurodegenerativa de un paciente o de un animal es debida a una encefalopatia espongiforme
transmisible causada por proteina PrP o es debida a otras causas, sin necesidad de tener que realizar una
biopsia de tejido cerebral. La realizacién del ensayo para detectar la presencia de proteina PrP en tejido
ocular, en particular, en tejido corneal, presenta la ventaja adicional de que la cérnea es un tejido que
cicatriza generalmente sin secuelas con gran velocidad, lo que evita un dafo tisular permanente como
consecuencia de la toma de la muestra.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién proporciona un método para detectar la presencia de proteina PrP en una muestra
biolégica extraida de un animal vivo, en adelante método de la invencién, que comprende extraer una
muestra de tejido ocular de dicho animal y ensayar la presencia de proteina PrP en dicha muestra. El
método de la invencién se caracteriza, por tanto, porque el ensayo para la deteccién de los PrP se realiza
en una muestra biolégica procedente de tejido ocular de un animal vivo.

En el sentido utilizado en esta descripcién, el término Aanimal@ (animal) incluye a cualquier animal
vertebrado, preferentemente, mamifero, incluido el ser humano.

En una realizacién particular, los PrP a detectar son los PrP relacionados con la encefalitis espongi-
forme bovina (EEB), es decir, PrP%¢ y PrP¢.

La muestra biolégica donde se ensaya la presencia de proteina PrP es una muestra procedente del
tejido ocular de un animal vivo. En una realizacién particular, dicho tejido ocular se selecciona del tejido
de la superficie anterior del ojo y sus anejos, por ejemplo, la cérnea, la conjuntiva bulbar y la conjuntiva
palpebral.

La extraccién de la muestra de tejido ocular se puede realizar por cualquier método convencional,
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sin necesidad de aplicarle anestesia general, aunque, preferentemente, bajo anestesia local, utilizando
cualquier aparato apropiado que permita recoger muestras de tejido de la superficie anterior del ojo y de
la conjuntiva ocular en un animal.

La deteccion de los PrP en la muestra de tejido ocular se puede realizar mediante cualquier método
analitico convencional, por ejemplo, inmunocitohistoquimico o serolégico utilizando los anticuerpos mo-
noclonales, las proteasas y los marcadores (incluyendo anticuerpos) adecuados.

En una realizacién particular, la extraccién de la muestra de tejido ocular se puede realizar mediante
un aparato que permite extraer una capa de tejido superficial de la cérnea o de la conjuntiva bulbar o
palpebral del ojo de un animal vivo en la que pueda realizarse la determinacién de proteina PrP, por
ejemplo, PrP%¢ y PrP%, con los métodos analiticos existentes.

A modo ilustrativo, el aparato para recoger muestras de tejido corneal en la superficie ocular estd
compuesto por un cilindro de didmetro variable (entre 2 y 15 mm) terminado en un borde afilado que
constituye un trépano corneal y cuyo borde externo posee una pestana que limita la penetracién del
trépano. En el interior del cilindro se mueve un émbolo, cuyo extremo inferior, dirigido hacia el borde en
trépano del cilindro, posee una superficie circular ajustada al didmetro interno del cilindro, pudiendo mo-
verse en direccién ascendente o descendente. La cara inferior de la superficie circular inferior del émbolo
puede llevar, adheridos a la misma, unos pelos de metal o de plastico rigido de longitud y didmetro
variables, que forman un cepillo que cubre dicha superficie y que gira al girar el mango que posee el
extremo opuesto del émbolo. Alternativamente, la superficie inferior del émbolo puede estar cubierta
por una lija rugosa de grano variable o bien por un tejido de papel u otra fibra, empapado o cubierto
por una substancia adhesiva. El cilindro puede contener dos orificios, uno frente al otro, encima de la
pestana que limita la penetracién del trépano, y, acoplados a dichos orificios, se pueden encontrar dos
tubos conectados mediante una véalvula de una sola direccién a sendos depdsitos de paredes laxas. Al
aplicar el trépano sobre la cornea, penetra en dicho tejido y al descender el émbolo y girarlo se produce
una lesién superficial de la cérnea causada por los pelos o por la superficie rugosa del mismo. En caso
de que el cilindro posea dichos orificios, el ascenso del émbolo succiona liquido del depdsito lateral cuya
valvula se abre por presién negativa en el interior del cilindro, que diluye el tejido obtenido de la cérnea,
mientras que el descenso del émbolo inyecta el contenido liquido en el segundo depdsito, conectado al
cilindro por una valvula que se abre por presién positiva dentro del cilindro. El liquido contenido en el
depésito es una soluciéon adecuada para la determinacién de proteina PrP en tejidos de animales.

Alternativamente, la extracciéon del tejido corneal se puede realizar con un material adherido a la
superficie inferior del émbolo al que se le aplica un adhesivo que, en contacto con la cérnea, arranca el
tejido superficial corneal, quedando éste adherido al émbolo.

La extraccién de tejido corneal también se puede realizar con un eje terminado en un cilindro macizo
de didmetro y altura variables, en cuya superficie inferior se incluye un material absorbente sobre el que
se aplica un adhesivo que, en contacto con la cérnea, arranca el tejido superficial corneal quedando éste
adherido al émbolo. El cilindro puede poseer un paso de rosca tallado en su superficie lateral que se
enrosca en un deposito que contiene una solucién adecuada para mantener banado al tejido y para la
ulterior determinacién de proteina PrP en el material adherente que contiene el tejido, en la solucidn o
en ambos.

La extraccién de tejido de la conjuntiva bulbar se puede realizar, a modo de ejemplo, mediante el
empleo de un aparato similar al descrito previamente pero que carece de dichos orificios laterales y posee
un paso de rosca que permite enroscar la parte inferior del cilindro, de la que sobresale su superficie
inferior que comprende un cepillo, lija o adhesivo, en un depdsito que contiene una solucién adecuada
para mantener banado al tejido y para la ulterior determinacién de proteina PrP en el tejido adherido al
cepillo, en la solucién o en ambos. Este aparato y método de extraccion de tejido ocular puede utilizarse
también para extraer tejido de la conjuntiva.

El método de la invencién presenta numerosas ventajas puesto que permite desarrollar un test in
vivo y detectar la enfermedad en sus estadios més tempranos, lo que permite no sélo prevenir la entrada
en la cadena alimenticia para el consumo humano de las vacas infectadas sino también sacrificar sélo
aquélla parte de la explotacién ganadera infectada y no la de la totalidad de las reses, cémo es necesario
actualmente.

La técnica utilizada para la puesta en practica del método de la invencién es técnicamente sencilla y
accesible a cualquier veterinario sin apenas necesidad de entrenamiento especifico. Ademas, no es inva-
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siva y permite, con sélo la aplicacion de un anestésico local en el ojo, la extracciéon de una muestra de
tejido. Tras la intervencidn, de unos minutos de duracién en su totalidad, el animal no necesita cuidados
especiales de recuperacién ya que el procedimiento no provoca, en principio, problemas post-operatorios
debido a que la epitelizacién corneal se produce normalmente en un periodo de alrededor de 72 horas.
El didmetro de la zona lesionada en el ojo del animal, normalmente entre 5 y 7 mm, y su localizacién
periférica en la cérnea o en la conjuntiva, evita que haya problema alguno de vision. En este sentido,
debe tenerse en cuenta, ademads, que la extraccion de tejido se limita a un sélo ojo. Las caracteristicas
de la toma de muestras por el método de la invencién permiten su repeticiéon a tiempos variables, si ello
fuera necesario.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados como limitativos del alcance
de la misma.

Ejemplo 1
Deteccion de PrPC en la cérnea y en la conjuntiva del ojo de vaca
1.A Ezxtraccion de los tejidos

Se empled tejido obtenido de 2 ojos de vaca, recién enucleados, sumergidos en solucién salina fi-
siologica. Para la obtencion de la muestra de tejido se utilizé un trépano corneal de 7 mm de didmetro.
Se tomaron muestras de:

1) Epitelio corneal, obtenido mediante raspado de la zona dentro del drea marcada con el trépano.

2) Epitelio corneal y estroma superficial, extraidos mediante un bistur{ dentro del drea marcada con
el trépano.

3) Conjuntiva bulbar, cortada previa marcacién con el trépano y ayuda de tijeras de iris en la cara
externa del ojo.

4) Conjuntiva bulbar limbal y tejido corneal limbar, juntos, aplicando el trépano en un drea que cubre
mitad y mitad la conjuntiva y la cérnea, divididas por el limbo.

5) Retina, disecando ésta por apertura del globo y tomando una pieza cuadrada de 10 mm de lado
mediante tijera.

Las muestras de tejido se guardaron en tubos Ependorf conteniendo volumenes variables de PBS
(tampodn fosfato-salino) (Tabla 1).

1.B Técnica de determinacion

Para la deteccién de la proteina del prién celular PrP¢ se trataron las cérneas y demds tejidos con un
volumen (equivalente al peso de la muestra de cérnea) de solucién Tris-HC1 50 mM, pH 6,8; Ditiotreitol
100 mM, 2% de SDS (dodecil sulfato sédico), 0,1 % de azul de bromofenol y 10 % de glicerol. La muestra
se calenté a 100°C durante 5 minutos y se centrifugé durante 1 minuto a 20.000 x g. El sobrenadante se
aplicé a un gel de poliacrilamida para la separacion electroforética de las proteinas de la muestra. Las
proteinas se transfirieron posteriormente a membranas de PVDF (immobilon-P) a 400 mA (constante)
durante 1 hora con refrigeracién (4°C), empleando tampén de transferencia (glicina 192 mM, Tris 25
mM, 10 % de metanol).

La inmunodeteccién de la proteina PrP® se realizé mediante el empleo del anticuerpo monoclonal
2A11, obtenido en el CISA frente a la regién carboxi-terminal (entre los aminodcidos 160-185) de la
proteina PrP, utilizando técnicas convencionales de inmunobloting. Brevemente, las membranas se blo-
quearon durante 1 hora a temperatura ambiente con 5 % leche desnatada en solucién salina con fosfatos
(PBS). La incubacién del anticuerpo 2A11 se efectiia a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacién
tras la que la membrana se lava 5 veces empleando 5 % leche-PBS con 0,05 % de Tween 20. Un anticuerpo
secundario anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa se utilizé para detectar los inmunocomplejos for-
mados, mediante técnicas de quimioluminiscencia.
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1.C Resultados

La Tabla 1 muestra los resultados iniciales obtenidos en 15 muestras de los ojos 1y 2 [entre paréntesis
en la columna (n° de vaca)]. La columna senalada como Atejido@ (tejido) indica la procedencia de la
muestra y las caracteristicas anatémicas de ésta y, a su lado, el volumen en el que fue diluido original-
mente el tejido.

Los resultados obtenidos indican que cuando el volumen de tejido obtenido de la superficie del ojo es
suficiente, es posible detectar PrP® tanto en la cérnea como en la conjuntiva del ojo de vaca.

TABLA 1
Tubo (n1  Tejido (Hunidad corte) Presencia  Volumen
vaca) de PrP¢  PBS (ul)
1(1) Coérnea raspado superficial (1) negativo 500
2 (1) Coérnea raspado superficial (1) negativo 100
3 (1) Coérnea + estroma (1) positivo 100
4 (1) Coérnea + estroma (1) positivo 50
5 (1) Coérnea completa (1) positivo 100
6 (1) Retina negativo 100
7(2) Coérnea raspado superficial (3) positivo 100
8 (2) Conjuntiva (1) positivo 300
9 (2) Coérnea botén central + estroma (1) positivo 100
10 (2) Conjuntivo no pigmentado (1) positivo 300
11 (2) Retina positivo 300
12 (3) Coérnea raspado superficial (3) positivo 100
(1 toma central + 2 tomas periféricas)
13 (3) Coérnea + limbo (1) positivo 100
14 (3) Coérnea + estroma (1) positivo 100
15 (3) Coérnea completa (1) positivo 100

Los experimentos se han repetido con muestras de cornea y conjuntiva en 8 vacas mas con resultados
andlogos.

Ejemplo 2
Deteccion de PrPC en la cérnea y la conjuntiva del ojo de raton
2.A Extraccién de los tejidos

Se emplearon emple6 cérneas procedentes de 6 ratones hibridos (129/01a x CBA) Tras anestesiar al
animal con inyeccién intraperitoneral de pentobarbital sédico (40 mg/kg) se enuclearon ambos ojos que
fueron colocados en una placa de Petri conteniendo PBS. Con ayuda de una lupa binocular se corté con
bisturi y tijeras de iridectomia la cornea completa en el borde limbal.

2.B Técnica de determinacion

Para la deteccién de la proteina del prién celular PrP¢ se trataron las cérneas y demds tejidos con un
volumen (equivalente al peso de la muestra de cérnea) de solucién Tris-HC1 50 mM (pH 6,8); ditiotreitol
100 mM, 2% de SDS, 0,1 % de azul de bromofenol y 10% de glicerol. La muestra se calenté a 100°C
durante 5 minutos y se centrifugé durante 1 minuto a 20.000 x g. El sobrenadante se aplicé a un gel de
poliacrilamida para la separacion electroforética de las proteinas de la muestra. Las proteinas se transfi-
rieron posteriormente a membranas de PVDF (immobilon-P) a 400 mA (constante) durante 1 hora con
refrigeracién (4°C), empleando tampédn de transferencia (glicina 192 mM, Tris 25 mM, 10 % de metanol).

La inmunodeteccién de la proteina PrP® se realizé mediante el empleo del anticuerpo monoclonal

2A1, obtenido en el CISA frente a la regién carboxi-terminal (entre los aa 160-185) de la proteina PrP,
utilizando técnicas convencionales de inmunobloting. Brevemente, las membranas se bloquearon durante
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1 hora a temperatura ambiente con 5 % leche desnatada en PBS. La incubacién del anticuerpo 2A11 se
efectiia a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacién tras la que la membrana se lava 5 veces em-
pleando 5 % leche-PBS con 0,05 % de Tween 20. Un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado
con peroxidasa se utilizé para detectar los inmunocomplejos formados, mediante técnicas de quimiolumi-
niscencia.

2.C Resultados

En las cérneas de los 6 animales estudiados (12 muestras) se detecté el patrén de inmunorreaccién
caracteristico de PrPC.

Ejemplo 3
Deteccion de PrPC en la cérnea y la conjuntiva del ojo de cerdo
3.A Extraccion de los tejidos

En 5 cerdos Large White x Landrace, se extrajeron ambos ojos tras el sacrificio del animal. Los ojos
se colocaron en un depésito con PBS y las cérneas fueron disecadas con un bisturi Se tomaron muestras
del tejido por corte de las mismas con tijera.

3.B Técnica de determinacion

Para la deteccién de la proteina del prién celular PrP¢ se trataron las cérneas y demds tejidos con un
volumen (equivalente al peso de la muestra de cérnea) de solucién Tris-HC1 50 mM (pH 6,8); ditiotreitol
100 mM, 2% de SDS, 0,1 % de azul de bromofenol y 10% de glicerol. La muestra se calenté a 100°C
durante 5 minutos y se centrifugé durante 1 minuto a 20.000 x g. El sobrenadante se aplicé a un gel de
poliacrilamida para la separacion electroforética de las proteinas de la muestra. Las proteinas se transfi-
rieron posteriormente a membranas de PVDF (immobilon-P) a 400 mA (constante) durante 1 hora con
refrigeracién (4°C), empleando tampédn de transferencia (glicina 192 mM, Tris 25 mM, 10 % de metanol).

La inmunodeteccién de la proteina PrP® se realizé mediante el empleo del anticuerpo monoclonal
2A11, obtenido en el CISA frente a la regién carboxi-terminal (entre los aa 160-185) de la proteina PrP,
utilizando técnicas convencionales de inmunobloting. Brevemente, las membranas se bloquearon durante
1 hora a temperatura ambiente con 5 % leche desnatada en PBS. La incubacién del anticuerpo 2A11 se
efectiia a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacion tras la que la membrana se lava 5 veces
empleando 5 % leche-PBS con 0,05% Tween 20. Un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado
con peroxidasa se utiliz6 para detectar los inmunocomplejos formados, mediante técnicas de quimiolumi-
niscencia.

3.C Resultados

En las cérneas de los 5 animales estudiados (10 muestras) se detecté el patrén de inmunorreaccién
caracteristico de PrP¢.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccién de priones en una muestra biolégica extraida de un animal vivo, que
comprende extraer una muestra de tejido ocular de dicho animal y ensayar la presencia de priones en
dicha muestra.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que dicho animal es un mamifero.

3. Método segun la reivindicacién 2, en el que dicho animal se selecciona entre bovidos, 6vidos y seres
humanos.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que dichos priones a detectar son los priones relacionados
con la encefalitis espongiforme bovina (ESB), PrP%¢ y PrP¢.

5. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho tejido ocular se selecciona del tejido de la super-
ficie anterior del ojo y sus anejos.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que dicho tejido ocular se selecciona entre cérnea, conjun-
tiva bulbar y conjuntiva palpebral.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que la extraccién de la muestra de tejido ocular se realiza
utilizando un aparato que permita recoger muestras de tejido de la superficie anterior del ojo y de la
conjuntiva ocular en un animal.

8. Método segun la reivindicacién 1, en el que la detecciéon de los priones en la muestra de tejido
ocular se realiza mediante un método analitico que comprende incubar las proteinas presentes en dicha
muestra con un anticuerpo que reconoce la proteina PrP bajo condiciones que permiten la formacién de
un inmunocomplejo anticuerpo-PrP y revelar la formacién de dicho inmunocomplejo.
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