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Eifu’k Proteinas de fase aguda (PFAs) Definicion

u Grupo de proteinas que cambian su
concentracion en animales sometidos a
agresiones internas o externas.

s Componentes del sistema inmune Innato
= restaurar la homeostasia
= limitar el crecimiento de los microorganismos
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= PFAS. Sintesis
ESTIMULO
Destruccidn tisular, Inflamacién, Infeccion, Crecimiento neoplasico, productos Estrés
bacterianos (Lipopolisacaridos, exotoxinas)
RESPUESTA LOCAL
FIBROBLASTOS
CELULAS ENDOTELIALES MACROFAGOS
Interleucina-1 Interleucina-1
Interleucina-6 Inter leucina-6
Inter leucina-8
Atraccion de los neutréfilos
TNE Local GLUCOCORTICOIDES

Activacion local

RESPUESTA SISTEMICA

Localizaciones HIGADO
extrahepaticas

PFAS
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Actividad antiproteasa:
a al-antitripsina y a2-macroglobulina

Localizacion y union a los metabolitos liberados
de la degradacion celular

= Haptoglobina, Amiloide A sérico (SAA) y Proteina C-
reactiva (CRP)

Actividad antibacteriana y habilidad para influir
en el curso de la respuesta inmune

2 Alfa-1 Glicoproteina Acida (AGP), SAA y CRP.
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s PFAs. Utilidad clinica

Estudio general de salud
Diagnostico de estados patoldgicos

Marcadores para el prondstico y monitorizacion
de terapias

Elevada sensibilidad para estados patologicos

Baja especificidad para enfermedades
particulares




»swf~_  Principales proteinas de fase aguda

= Proteinas mas estudiadas en animales:
s Fibrindgeno
a Proteina C Reactiva (CRP)
a1 Haptoglobina
4 Alfa-1 Glicoproteinas Acida (AGP)
a Ceruloplasmina
= Amiloide A Sérico (SAA)
u Proteina de Fase Aguda Mayor del Cerdo (Pig-MAP)
a Albimina
u Transferrina
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" PFAs en el cerdo

s Gran diferencia fisiopatologica segun
especie

= Principales PFAs en el cerdo doméstico:

s Pig-MAP, CRP, Haptoglobina, ASG, SAA 'y
Ceruloplasmina




= Introduccion: Clasificacion

PFA positivas, aumentan durante la reaccion
de fase aguda

s CRP, Haptoglobina, AGP, Ceruloplasmina, SAA 'y
Pig-MAP

= PFA neqgativas, disminuyen durante la
reaccion de fase aguda

s Albumina y Transferrina
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" Introducciéon: Clasificacion

1 PFA mayores:
=z aumentos entre 100 - 1000 veces tras el estimulo
s Pico maximo a las 24-28 horas
= descenso rapido durante la recuperacion

2 PFA moderadas:
=» aumentos entre 5 - 10 veces
s Pico maximo 2-3 dias
= descenso mas lento que las PFA mayores

1 PFA menores:
= aumento del 50%-100% respecto al nivel basal
= aumento y disminucion graduales
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s Validacion analitica de los métodos que
existen para determinar la Pig-MAP, CRP vy
ceruloplasmina en el jabali

s Resultados preliminares del estudio global
de “Validacion de PFAs en ungulados
salvajes (Sus scrofa, Rupicapra pyrenaica,
capra pyrenaica, capreolus capreolus)”




"N Pig-MAP

Especifica del cerdo.
Producida en los hepatocitos por induccion de IL-6.

Incrementos:
Infecciones bacterianas (M. hyopneumoniae)
Infecciones viricas (Circovirus tipo 2)
Estados inflamatorios agudos
Post-transporte




" N Proteina C reactiva

No es especie especifica
Activa vias del complemento

Incrementos:
- Infecciones bacterianas (M. hyopneumoniae)
- Infecciones viricas (PRRSV, PMWS (PCV 2))
- Estados inflamatorios agudos
- Post-transporte
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s Ceruloplasmina

No es especie especifica
Incrementos
- Estados inflamatorios agudos (perros, cerdos)

- Pneumonitis, enteritis y arteritis (potros)

Descensos
- Deficiencia de cobre (vaca)
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== MATERIAL Y METODOS: Muestras

20 muestras suero jabali

-Captura en jaula trampa
-2 poblaciones del noreste de Espaina

12 animales 8 animales patoldgicos
clinicamente sanos (trauma, infeccion,...)
2 pools 1 pool
Pre[c?:isic’)n Interfgrencias 2 pools
Precision
Linealidad
Hemolisis
Lipemia

Hiperbilirrubinemia




" Técnicas

= ELISA tipo sandwich

1 Pig-MAP (Pig-MAP kit ELISA, PigCHAMP ProEuropa,
Segovia, Spain) tipo de ELISA

a Proteina C Reactiva (TriDelta Development Limited,
Ireland)

s Espectrofotometria

a Ceruloplasmina metodo descrito por Conner et al.,
1988




2 » Validacion: Limite de deteccion, Linealidad y
" N Precision

s Limite de deteccidn:
= 10 repeticiones del blanco: minima concentracion detectable

= Linealidad:

= Diluciones seriadas (del pool alto: 100%, 75%, 50%, 25%,
12.5%)

a1 Coeficiente de correlacidon

s Precision:
a Inter-ensayo: 5 repeticiones de los pools alto y bajo en ensayos
realizados en diferentes dias

s Intra-ensayo: 5 repeticiones de los pools alto y bajo en el mismo
ensayo




= Interferencias

s Hemolisis
s Hemolizado de eritrocitos de jabali lisados

s Grado de hemoalisis final: 20 g/L, 10 g/L, 5 g/L, 2.5 g/L, 1.25 g/L
y 0.625 g/L

s Lipemia
s Emulsiéon grasa (Lipofundina 20%, Braun Medical SA, Barcelona,
Spain)
s Concentraciones finales de triglicérdos: 5 g/L, 2.5 g/L, 1.25 g/L,
0.625 g/L, 0.312 g/L y 0.1563 g/L.

= Hiperbilirrubinemia:
= Bilirrubina (Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, USA).

s Concentraciones de bilirrubina: 0.15 g/L, 10.075g/L, 0.037g/L,
0.018g/L, 0.009g/L y 0.0047 g/L.




g\ Resultados y discusion

s Limite de deteccion
s Pig-MAP - 0,21 g/L
4 CRP = 14,86 mg/L
s Ceruloplasmina - 0,0041 A/min

= Linealidad
4 Coeficiente de correlacion: 0.85 - 0.98.




Pig-MAP

(A/min)

5,11 (0,42)

Intra

4,85 (0,14)

-ensayo

CV (%0)

0,67 (0,08)

0,57 (0,09)

2717,14

2014,06

(1035,84) (155,21)

421,10 (55,58) | 13,20 399,85 10,61
(42,44)

0,068 (0,0025) | 3,58 0,066 0,65
(0,0006)

Bajo 0,046 4,49 0,044 1,14
(0,0021) (0,0005)




Precision: Pig-MAP y CRP

Precision intra-ensayo buena para todas las proteinas
estudiadas.

Precision inter-ensayo
s Pig-MAP y Ceruloplasmina
s Proteina C reactiva estan muy alejada de lo aceptable.

o Recomendacion: Evaluar todas las muestras de un mismo lote de
estudio en un solo ensayo (Tecles et al. y Eckersall et al.)

Diferencia significativa en la concentracion de CRP entre los
pools alto y bajo

s Los animales serian clasificados en “sano” y “enfermo” de forma
correcta.




Pig-MAP

(A/min)

INtra

-ensayo

Media (SD) Media CV (%0)
(%) (SD)

Alto 5,11 (0,42) 8,22 4,85 (0,14) 2,95

Bajo 0,67 (0,08) 12,02 0,57 (0,09) 16,31

Alto 2717,14 38,12 2014,06 0,76
(1035,84) (155,21)

Bajo 421,10 (55,58) 13,20 399,85 10,61
(42,44)

Alto 0,068 (0,0025) 3,58 0,066 0,65
(0,0006)

Bajo 0,046 4,49 0,044 1,14
(0,0021) (0,0005)
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s Ceruloplasmina

s La Ceruloplasmina muestra una buena
linealidad y precision

s valores muy proximos al limite de deteccion
0,0041 A/min




Interferencias: Interferogramas

(Vf/Vo) x 100

160
140 -
120 -

100 :
—e— PIgMAP

—m— Proteinas C-Reactiva

o
o O
|

AN
o

N
o O
|

8 12 16 20

o
AN

Hemolsis (g/L)




Interferencias: Interferogramas
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Interferencias: Interferogramas
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=N Interferencias: Mecanismos

a Hemolisis:
a interferencias colorimétricas

o interacciones quimicas entre los componentes de los eritrocitos y
los analitos.

s Lipemia:
a dispersion de los rayos de luz producidos por los lipidos

a Bilirrubina:
= Poco estudiada

Effects of hemolysis, ljpemia, hyperbilirrubinemia, and anticoagulants in canine C-
reactiva protein, serum amyloid A, and Ceruloplasmin assays. Silvia Martinez-
Subiela, Jose J. Ceron. Can Vet J. July 2005. (46) 625-629




N

s Conclusiones

Las técnicas utilizadas para evaluar la Pig-MAP, CRP y la
ceruloplasmina en el cerdo, son aplicables al jabali.

La Pig-MAP vy la CRP en el jabali, deben ser
consideradas como PFAs mayores, si bien son
necesarios estudios de validacion clinica para demostrar
su utilidad en la deteccion de estados patoldgicos en la
poblacion.

La Ceruloplasmina en el jabali se debe considerar, al
igual que ocurre en el cerdo, como una PFA menor.

La hemoalisis, la lipemia y la hiperbilirrubinemia causan
Interferencias en la evaluacion de la Pig-MAP y la CRP.
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