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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar proteina C-reactiva en saliva y otros fluidos de distintas especies animales.

La presente invencién se encuadra dentro del campo técnico de los andlisis clinicos veterinarios. Y en concreto,
se refiere a un procedimiento para determinar y cuantificar la proteina C-reactiva, en saliva y otros fluidos de distintas
especies animales, tales como perros, cerdos, caballos, etc.

Estado de la técnica

La saliva es un fluido biolégico segregado en abundante cantidad y a un ritmo relativamente regular por las glan-
dulas salivales. Contiene un cierto nimero de elementos, algunos de los cuales son comunes a otros fluidos corporales
como sangre y orina, y en cantidades suficientes como para considerar su andlisis en ensayos bioldgicos (Lac, 2001).

En los dltimos afios, en medicina humana se han utilizado con éxito ensayos que emplean saliva fundamentalmente
para medir inmunoglobulinas (Kugler ez al. 1992), hormonas esteroideas y no esteroideas (Costigan et al. 1988; Lac
et al. 1993; Kirschbaum y Helhammer 1994), y proteinas de fase aguda (Whitener et al. 1994; Pederson et al. 1995).

En medicina veterinaria, las muestras de saliva han sido utilizadas principalmente para la determinacién de cortisol,
al representar un método no invasivo y por lo tanto no estresante, que ha permitido numerosos estudios de estrés en
animales de granja (Barnett y Hemsworth, 1990) y en perros (Beerda et al. 1996, 1998, 2000). Asimismo, la saliva de
perro ha sido empleada para medir IgGs (German et al. 1998) o para detectar el virus de la rabia (Kasempimolporn et
al., 2000).

El uso rutinario de muestras de saliva en lugar de las convencionales de suero o plasma supondria numerosas
ventajas, entre las cuales destacamos:

- Larecoleccion de muestras de saliva es un método no invasivo y por tanto, menos estresante para el animal
que la puncién de un vaso sanguineo.

- El propietario podria recoger la muestra de saliva en su casa, debido a la facilidad que supone tomar una
muestra de la misma, lo cual seria muy ventajoso para personas que viven alejadas de centros veterinarios
o para animales que no estdn acostumbrados al transporte.

- En caso de animales agresivos que s6lo se dejan manipular por su propietario, se evitaria la sedacion de
dichos animales.

Una respuesta de fase aguda es aquella que se produce en el animal como respuesta a disturbios de la hemostasia
causados por infeccidn, dafio tisular, crecimiento neopldsico o desérdenes inmunoldgicos (Kushner et al. 1981). Du-
rante el desarrollo de la respuesta de fase aguda, se liberan citoquinas y otros mediadores que desencadenan, entre otros
efectos, la variacién de las concentraciones de determinadas proteinas presentes en el plasma denominadas Proteinas
de Fase Aguda (PFA). En medicina humana y cada vez mds en veterinaria, la monitorizacién de las concentraciones
plasmaticas de estas proteinas proporciona una valiosa informacion en diversos problemas patolégicos que cursan con
inflamacién, pudiendo ser utilizada para el diagndstico asi como para monitorizar la evolucién de la enfermedad y
evaluar la respuesta a los tratamientos aplicados.

Las proteinas que sufren un mayor incremento son diferentes en cada especie, asi en bovino el amiloide A sérico y
la haptoglobina se consideran las principales proteinas de fase aguda, mientras que en el cerdo predomina la proteina C-
reactiva (PCR) y el pig-MAP, y en équidos el amiloide A sérico. En la especie canina la PCR es 1a PFA m4s importante.
Su andlisis ha demostrado ser ttil para valorar inflamacién aguda en situaciones clinicas y experimentales (Caspi et al.
1987; Hayashi et al. 2001) y en este sentido, se ha empleado para valorar la severidad del dafio inflamatorio en perros
con erlichiosis (Rikihisa et al. 1994), como indicador de dafio de la mucosa gastrointestinal (Otabe et al. 2000) o para
valorar el estado de perros infectados con Leishmania infantum (Martinez-Subiela ef al. 2002).

La deteccion fluorométrica es una técnica extremadamente sensible, de manera que un compuesto fluorescente
puede ser excitado mds de 200.000 veces en un segundo y producir aproximadamente el mismo nimero de fotones
emitidos. Los inmunoensayos basados en fluorometria en tiempo retardado constituyen por tanto una tecnologia no
radiactiva de elevada sensibilidad, exactitud y amplio rango de ensayo (Lovgren y Pettersson, 2000). En ellos antige-
nos, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (Eriksson et al. 2000) son marcados con quelatos de lantdnidos (europio,
samario, terbio), que bien desarrollan fluorescencia gracias a una solucién intensificadora o bien presentan fluores-
cencia intrinseca estable, sin la necesidad de ninguna intensificacién (Pettersson et al. 2000). Dichos inmunoensayos
estdn proporcionando métodos rdpidos y ultrasensibles para la cuantificacién de numerosas hormonas animales y hu-
manas (Fiet et al. 2000; Parra et al. 2004), para la deteccién de drogas (Kimura ef al. 2000), anticuerpos especificos
(Aggerbeck et al. 1996) y marcadores tumorales (Soukka et al. 2001). De igual manera esta tecnologia ha permitido
la cuantificacién de la haptoglobina bovina (McNair et al. 1997) y de la proteina C-reactiva humana (Tarkkinen et al.
2002).
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Hasta el momento no hay ningtin estudio sobre proteinas de fase aguda en saliva de perros. En medicina veterinaria
unicamente se ha medido una proteina de fase aguda, la haptoglobina, en saliva de cerdos (Hiss et al. 2003), si bien
dichos autores no encontraron una buena correlacién entre los valores de la proteina en suero y saliva y por tanto
descartaron su posible uso con valor diagndstico. Otro estudio reciente (Moya et al. 2003) mostré que mediante un
ELISA comercial ni la PCR ni el amiloide A sérico podian ser detectados en saliva porcina y un intento de medir la
PCR canina en saliva mediante otro ELISA comercial también falld. Por tanto, actualmente no existen métodos de
andlisis suficientemente sensibles para la determinacién de proteina C- reactiva en muestras de saliva.

Descripcion de la invenciéon

Actualmente no existen métodos que permitan la cuantificacion de la proteina C- reactiva (PCR) en la saliva de ani-
males, debido a que su concentracion en saliva es tan pequefia que no puede ser detectada por métodos convencionales
como MA o ELISA. La presente invencion, se basa en el desarrollo de fluoroinmunoensayos en tiempo retardado, que
permiten determinar proteina C-reactiva en muestras de saliva de diferentes especies animales, al ser la fluorometria
una técnica extremadamente sensible.

Para desarrollar el ensayo es necesario obtener los siguientes materiales:
- un quelato de europio.

- anticuerpos especificos frente a la proteina en cuestion (anti-PCR canina, anti- PCR porcina, etc.). Pueden
ser anticuerpos frente a la proteina humana pero con reactividad cruzada para la proteina animal. Poste-
riormente serd necesario biotinilar una parte de los anticuerpos al igual que otra parte serd marcada con el
quelato de europio.

- PCR pura que se obtiene a partir de sueros animales con elevada concentracidon de la misma. La proteina
purificada se emplea como estandar para calibrar los ensayos.

- placas de microtitulacién recubiertas de estreptavidina.

- solucién intensificadora de la fluorescencia (glicina-NaOH 50 mM (pH 10), NaSCN 1,75 M, Na,CO;
5 mM, NaCl 1 M, glicerol 5% y 1-propanol 20%).

Para recoger las muestras de saliva se utilizan tubos del tipo Salivette® con una ligera modificacién que consiste
en la sustitucion del algoddén prensado por una esponja porosa, ya que el primero es demasiado absorbente e impide la
liberacion de la saliva. La esponja se introduce en la boca del animal en la zona del carrillo durante al menos 1 minuto,
luego se coloca en el Salivette® y se centrifuga para obtener la saliva. Finalmente la muestra es almacenada en un tubo
eppendorf a una temperatura de -20°C.

Algunas muestras de saliva pueden requerir una dilucién previa a su andlisis. Por otro lado, muestras de sangre
entera, suero, plasma e incluso efusiones, con un contenido mucho més elevado en PCR, también pueden ser medidas
con estos inmunoensayos siempre y cuando sean convenientemente diluidas.

Todos los inmunoensayos que emplean fluorometria en tiempo retardado se pueden dividir en dos grandes gru-
pos: competitivos, basados en el marcaje de antigenos y no competitivos (tipo sdndwich), basados en el marcaje de
anticuerpos en lugar de antigenos. En un principio se van a desarrollar inmunoensayos tipo no competitivo, ya que
estos pueden ser varias 6rdenes de magnitud mds sensibles que los ensayos competitivos y se caracterizan por una
especificidad elevada, optimizacién de ensayo simple y rango de ensayo amplio. Los ensayos de este tipo requieren
dos tipos de anticuerpos:

- Un anticuerpo de captura o primario, que en nuestro caso serd el anticuerpo biotinilado, el cual a su vez
se une a la estreptavidina que recubre las placas de microtitulacion. El motivo de emplear este sistema en
lugar de anticuerpos sin biotinilar directamente sobre la placa es que, en general, se necesita mas cantidad
de anticuerpo para fijar directamente. Asi normalmente se emplean 1000 ng para fijar directamente y 200
ng biotinilados. Teniendo en cuenta que los anticuerpos normalmente son comprados, otra ventaja de este
sistema es que es mds econémico.

- Un anticuerpo trazador o secundario, que es el anticuerpo marcado con europio, que permite detectar la
proteina que se ha unido previamente al anticuerpo primario.

Por tanto, el desarrollo de los inmunoensayos requiere los siguientes pasos:
1. Biotinilacion de anticuerpos primarios o de captura
Los anticuerpos a biotinilar no pueden contener grupos azida ni aminas, por tanto normalmente el tampén en el

que van diluidos se cambia a NaCl 0,9% empleando para ello columnas NAP™-10 que contienen Sephadex® G-25
(Pharmacia Biotech). El funcionamiento de las columnas es el siguiente:
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Se quitan los tapones de ambos extremos eliminando el liquido de su interior. A continuacién se sitia la columna
sobre un soporte estable y se equilibra el gel con 15 ml del nuevo tampdn, o lo que es lo mismo, se rellena la columna
en tres ocasiones. Se deja eluir todo el tampoén y seguidamente se afiade 1 ml del anticuerpo con tampén desconocido.
Se deja que llene el gel, se coloca un tubo eppendorf debajo del orificio de salida de la columna y finalmente, se eluye
la muestra purificada con 1,5 ml del NaCl 0,9%, recogiendo los anticuerpos con el nuevo tamp6n.

La reaccion de biotinilacion requiere los siguientes elementos:
- anticuerpos en un tampén adecuado, como el NaCl 0,9%.
- tampdn carbonato 50 mM (pH 9,8)
- Biotin-isotiocianato (BITC) 10 mM diluido en dimetilformamida, 80 veces en exceso.

La reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 4 horas, tras las cuales el exceso de BITC es removido
haciendo pasar la mezcla a través de una columna NAP-10 de igual forma a la descrita anteriormente sélo que en
lugar de emplear como tampén NaCl 0,9%, se utiliza TSA (Tris, NaCl y NaN;) pH 7. Los 1,5 ml resultantes de esta
filtracion son divididos en dos alicuotas de forma que 1 ml se introduce en una nueva columna NAP™-10 y el 0,5 ml
restante se pasa a una columna NAP™.-5 (Pharmacia Biotech). El funcionamiento de esta columna es muy similar al
de la NAP™.-10. En primer lugar se retira el tapén de la parte superior de la columna y se elimina el exceso de liquido.
A continuacién se quita el tapon de la parte inferior y se sitda la columna sobre un soporte estable. Seguidamente
se equilibra el gel con aproximadamente 10 ml del tampdn requerido (TSA), lo que corresponde a tres llenados
completos de la columna. Se deja que el tampdn se equilibre con el gel y a continuacién se afiade 0,5 ml de la solucién
de anticuerpos dejando que también reaccione con el gel. Entonces se coloca un tubo eppendorf debajo de la columna
y se eluye la muestra purificada con 1 ml del nuevo tampén. Finalmente los 1,5 ml resultantes de la segunda NAP™-10
y el 1 ml obtenido con la NAP™-5 son mezclados y se afiade albiimina sérica bovina (BSA) al 0,1% a la solucién asf
formada, para evitar la agregacion de los anticuerpos.

2. Marcaje de anticuerpos secundarios o trazadores con europio (Eu)

El marcaje requiere que el anticuerpo esté en un tampdn que no contenga grupos amina o azida, por lo tanto, al
igual que con la biotinilacién es necesario cambiar el tampén, empleando para ello una columna NAP™-10 cuyo
funcionamiento ya ha sido explicado anteriormente. El nuevo tampén utilizado es de nuevo el NaCl 0,9%.

Ademds hay que preparar una solucién de quelato de concentracidn conocida, para lo cual se siguen los pasos
descritos a continuacion:

En primer lugar, se pesa alrededor de 1 mg del quelato de europio y se disuelve en agua purificada agitando en
vortice. A continuacion, se filtra con un filtro de 0,22 um en un tubo eppendorf 'y se agita en vortice. Seguidamente se
hacen dos tipos de diluciones:

- 1:100, mezclando 10 ul del quelato con 990 ul de solucién intensificadora*
- 1:200, mezclando 5 ul del quelato con 995 ul de solucién intensificadora*
* La solucién intensificadora libera el europio del quelato y hace que podamos medir su fluorescencia en cps.

Estas diluciones se emplean a su vez para realizar dos series de diluciones seriadas 1:10, de manera que 100 ul de
las primeras diluciones se mezclan con 900 ul de solucién intensificadora, se agitan y 100 ul de las nuevas diluciones
se mezclan con otros 900 ul de solucién intensificadora y asi sucesivamente hasta obtener 10 diluciones en cada serie.

A continuacién, se ponen 200 ul de las muestras mas diluidas por triplicado en placas vacias (Maxi plates), se agitan
durante 30 minutos y se lee la fluorescencia en un fluorimetro. Los resultados son transferidos al programa estadistico
Microsoft Excel para calcular la concentracién de europio, teniendo en cuenta que 1.000.000 de cps corresponden a una
concentracion de europio 1 nM, 100.000 cps a 0,1 y 1.000 a 0,01. La ecuacién que relaciona la sefial de fluorescencia
con la concentracién de europio en nM es la siguiente: y = 1.000.000x, donde x es la concentracién de Eu (nM) e y
es la fluorescencia en cps. Tras multiplicar por el factor de dilucién cada uno de los valores de cps, se toman aquellas
concentraciones finales de europio mds parecidas entre si y se calcula su media.

Para el marcaje necesitamos un volumen final de 1 ml y quelato 100 veces en exceso molar, de tal manera que son
necesarias las siguientes operaciones:

A) Para saber el volumen en ul de quelato a emplear se tiene en cuenta lo siguiente: 1 mg de anticuerpo, suponiendo
que sean todos IgGs (Inmunoglobulina G), tendra los siguientes moles:
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X mg de proteina x 1.000.000 = Y nmol IgG
160.000

(160.000 g/mol es el peso molecular de la IgG).

Como se quiere que el quelato esté en exceso molar del 100% se tendrd que afiadir: 100 x Y nmol = Z nmol de
quelato de europio. El volumen de quelato se obtiene tras aplicar la siguiente formula:

Z nmol = _ul

*mmol/L quelato de Eu

B) El pH de la solucidn se ajusta con tampdn carbonato 50 mM (pH 9,8) 1:10 (v/v)
C) Finalmente, para completar el mililitro fijado se afiade agua purificada.

El mililitro formado por estas sustancias se incuba durante toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se filtra
con un filtro de 0,22 um de didmetro de poro quedando el anticuerpo marcado listo para ser purificado mediante
FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography) usando una columna de alta resolucién Superdex 200 que separa
las moléculas en funcién de su peso molecular.

Las fracciones que contienen el anticuerpo marcado mds puro son las elegidas para formar un conjunto o pool, que
es filtrado con un filtro de 0,22 ym de didmetro de poro. La concentracién de proteinas o anticuerpo de este pool es
determinada por absorbancia a 280 nm y la técnica Bradford de BioRad.

Para dar por concluido el marcaje se ailade DTPA-BSA pura al 7,5% hasta una concentracion final del 0,1% y se
almacena el anticuerpo marcado a 4°C.

Una forma de anticipar si el marcaje ha sido eficiente, es calcular el grado de anticuerpo marcado. Lo ideal es que
al menos haya 4 europios por anticuerpo y un maximo de 10. Lo primero que se hace son dos diluciones:

- 1:500, mezclando 5 ul del anticuerpo marcado con 2.500 ul de solucién intensificadora
- 1:5.000 mezclando 100 ul de la dilucién 1:500 con 900 ul de solucién intensificadora.

Se afiaden 200 ul de ambas diluciones sobre pocillos vacios por triplicado, a continuacién se agita durante 10
minutos a temperatura ambiente y finalmente se lee la fluorescencia en un fluorimetro. Si salen cuentas superiores a un
millén es necesario diluir mds el anticuerpo y por tanto realizar diluciones 1:10.000 y 1:100.000. Teniendo en cuenta
el factor de dilucién y que un millén de cps equivale a una concentracién de Eu de 1 nM se calcula la concentracién
de europio de las muestras. El grado de marcaje se calcula dividiendo la concentracién de Eu por la concentracién de
IgGs.

3. Purificacion de la proteina C reactiva (PCR)

Para la purificacién de la proteina C reactiva es necesario obtener sueros de animales con inflamacién, por tanto
puede utilizarse el suero de animales que acaban de sufrir una cirugia.

PCR canina

Para la purificacién de PCR canina es necesaria una columna de afinidad (agarosa) unida a fosforiletanolamina a
través de enlace epoxi (Onishi ez al. 1994, J. Vet. Med. Sci. 56, 417-419).

Una vez equilibrada la columna con tampén 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 0,02% NaN,, pH
8), se aflade el suero de fase aguda. Seguidamente se lava con tampén de equilibrio y a continuacién se pone el
tampdn de elucion (10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA, 0,02% NaN; pH 8) recogiendo fracciones de
aproximadamente 1 ml. Se mide la absorbancia a 280 nm de todas las fracciones y aquellas que presentan un mayor
valor de absorbancia se juntan en un pool o conjunto. La pureza de la proteina se valora por SDS-PAGE.

PCR porcina

La purificacién de PCR porcina requiere cromatografia de afinidad (Sefarosa 4B unida a colaminfosfato) seguida
de cromatografia de intercambio aniénico (DEAE sefarosa 4B) (Burger ef al. 1998, J. Vet. Med. B 45, 1-6).
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PCR equina

La PCR puede ser purificada a partir de sueros equinos mediante cromatografia de afinidad, seguida de cromato-
grafia de intercambio aniénico y filtracién en gel (Takiguchi ef al. 1990, Am. J. Vet. Res. 51, 1215-1220).

4. Realizacion del inmunoensayo

En primer lugar se pipetean los anticuerpos anti-PCR biotinilados en placas recubiertas de estreptavidina y se
incuba durante 45 minutos a temperatura ambiente y con agitacion lenta. Seguidamente, se lavan las tiras con tamp6n
de lavado (tampdn Tris-HCl 5 mM pH 7,75, que contiene NaCl 0,9% y Tween 20 0,05%). Las tiras asi procesadas
pueden ser almacenadas durante una semana. A continuacién se afiaden las muestras sin diluir o diluciones de las
mismas en tampoén de ensayo (tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 7,75 conteniendo NaCl 0,9%, NaN; 0,05%, BSA 0,5%,
Tween 40 0,01%, y-globulina bovina 0,05%, acido dietilenetriaminapentacetico 20 uM y Rojo Cereza 20 ug/ml). Se
incuba durante 45 minutos en agitacion continua y después de un segundo lavado, se aplican los anticuerpos anti-PCR
marcados con europio. Se vuelve a incubar durante 45 minutos y posteriormente se realiza otro lavado. Finalmente, se
afiade la solucioén intensificadora (glicina-NaOH 50 mM (pH 10), NaSCN 1,75 M, Na,CO; 5 mM, NaCl 1 M, glicerol
5% y 1-propanol 20%) y se incuba durante unos minutos. La fluorescencia desarrollada, proporcional a la cantidad de
PCR presente en la muestra, es medida mediante un fluorimetro. Aunque conviene leer la placa nada mds acabar la
incubacidn, la fluorescencia es estable durante horas.

Realizacion de la invencion
Para desarrollar el ensayo son necesarios los siguientes pasos:
1. Biotinilacion de anticuerpos primarios o de captura
Se procedi6 a biotinilar 1 mg de anticuerpo policlonal anti-PCR de perro producido en cabra.

En primer lugar, teniendo en cuenta que el marcaje no puede contener grupos azida, se cambi6 el tampén de
los anticuerpos a NaCl 0,9% empleando para ello columnas NAP™-10 que contienen Sephadex® G-25 (Pharmacia
Biotech). El funcionamiento de las columnas ya ha sido explicado anteriormente.

La concentracién inicial de los anticuerpos era de 1,64 mg/ml, como tras su paso por la columna el volumen final
es de 1,5 ml, la concentracion de los anticuerpos en solucién pasa a ser de 1,093 mg/ml. Por otra parte, hay que tener
en cuenta que el paso por la columna implica pérdidas de anticuerpo del 4%, por lo que la concentracién real y final
de los anticuerpos es de 1,049 mg/ml. De esta manera como queriamos biotinilar 1 mg de anticuerpo era necesario
utilizar 953 ul de la solucién de anticuerpo, pero teniendo en cuenta que la biotinilacién requiere un volumen final
de 1 ml fue necesario disminuir el volumen de la solucién de anticuerpos mediante un sistema de evaporacién por
vacio (centrifuga HETOVAC® modelo VR-1), ya que para la reaccién de biotinilacién también son necesarios tampén
carbonato 50 mM (pH 9,8) (10% p/v) y biotin-isotiocianato (BITC) 80 veces en exceso disuelto en dimetilformamida.
Por lo tanto la reaccién final consté de los siguientes elementos:

- 680 ul de la solucion de anticuerpos concentrada.

- 100 pl de tampén carbonato 50 mM (pH 9,8)

- 50 ul de BITC 10 mM.

- 170 ul de agua mQ.

Dicha reaccién se Llevd a cabo a temperatura ambiente durante 4 horas, tras las cuales el exceso de BITC fue
removido haciendo pasar la mezcla a través de una columna NAP-10 empleando como tamp6n TSA pH 7. Los 1,5 ml
resultantes de esta filtracién fueron divididos en dos alicuotas de forma que 1 ml se introdujo en una nueva columna
NAP-10y el 0,5 ml restante se pasé a una columna NAP-5. Finalmente los 1,5 ml resultantes de la segunda NAP-10y
el 1 ml obtenido con la NAP-5 fueron mezclados y se afiadié albimina sérica bovina (BSA) al 0,1% a la solucién asi
formada para evitar la agregacién de los anticuerpos.

2. Marcaje de anticuerpos secundarios o trazadores

Anticuerpos policlonales anti-PCR canina fueron marcados con el quelato de europio 4-[2-(4-isotiocianatofenil)

etinil]-2,6,bis[[N,Nbis(carboximetil)amino]metil] piridina, conocido como ITC-TEKES, que fue proporcionado por

Innotrac Diagnostics Oy (Turku, Finland).

Al igual que sucedi6 con la biotinilacion, fue necesario cambiar el tamp6n del anticuerpo, empleando para ello una
columna NAP™-10. El nuevo tampén fue también NaCl 0,9%.
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A continuacién se pesé alrededor de 1 mg de quelato y se disolvié en 200 ul de agua mQ agitando en vértice.
Luego, con una jeringuilla de 1 ml se filtré con un filtro de 0,22 um (Millex-GV, Millipore) en un tubo eppendorf y se
agit6 en vortice. Seguidamente se hicieron dos tipos de diluciones:

- 1:100, mezclando 10 ul del quelato con 990 ulde solucién intensificadora.
- 1:200, mezclando 5 ul del quelato con 995 ul de solucién intensificadora.

Estas diluciones se emplearon a su vez para realizar dos series de diluciones seriadas 1:10 (10 diluciones en cada
serie).

A continuacién, se pusieron 200 ul de las muestras mas diluidas por triplicado en placas vacias (Maxi plates),
se agitaron durante 30 minutos y se ley6 la fluorescencia en un fluorimetro. Los resultados fueron transferidos al
programa estadistico Microsoft Excel para calcular la concentracién de europio teniendo en cuenta que 1.000.000 de
cps corresponden a una concentracién de europio 1 nM, 100.000 cps a 0,1 nM y 1.000 a 0,01 nM. La ecuacién que
relaciona la sefial de fluorescencia con la concentracién de europio en nM es la siguiente: y = 1.000.000x, donde X es
la concentracion de Eu (nM) e Y es la fluorescencia en cps. Tras multiplicar por el factor de dilucién cada uno de los
valores de cps, se tomaron aquellas concentraciones finales de europio mds parecidas entre si (tabla 1) y se calculd su
media. Esta fue de 4141290 nM o lo que es igual de 4,14 mM o 4141,29 nmol/ml.

TABLA 1
DILUCION CPS Eu nM
1,00E+10 4517 45170000
1,00E+09 20462 20462000
1,00E+08 70066 7006600
1,00E+07 440996 4409960
1,00E+06 3662267 3662267
2,00E+10 12284 245680000
2,00E+09 12395 24790000
2,00E+08 31074 6214800
2,00E+07 220997 4419940

Para el marcaje se va a necesitar un volumen final de 1 ml, tampdn carbonatol:10 (v/v) y quelato 100 veces en
exceso molar, de tal manera que fueron necesarias las siguientes operaciones:

A. Como se queria marcar 1 mg de anticuerpos con concentracion 1,049 mg/ml, se necesitaba un volumen de 953
ul de la solucién de anticuerpos. Este volumen es excesivo ya que al afiadir el tampon se superaria el ml preestablecido,
por tanto hubo que disminuir el volumen mediante el sistema HETOVAC. El volumen final obtenido fue de 720 ul.

B. Por otra parte si la concentracion de quelato diluido era de 4,14 mM* para saber el volumen necesario de quelato

que se debia afiadir, se tuvo en cuenta lo siguiente: 1 mg de anticuerpo, suponiendo que sean todos IgGs, tendra los
siguientes moles:

X mg de proteina x 1000000 = Y nmol IgG = 6,25
160000

(160.000 g/mol es el peso molecular de la IgG).
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Como se quiere que el quelato esté en exceso molar del 100% se tendra que afiadir: 100 x Y nmol = Z nmol de
quelato de europio = 625

Z nmol =625/4,14 =150,9 ul

*mmol/L quelato de Eu

C. El pH de la solucién de IgG se ajust6 con tampén carbonato 50 mM (pH 9,8) 1:10 (v/v) Por tanto se emplearon
100 1 del mismo.

D. Finalmente, para completar el mililitro fijado se afiadieron 29 ul de agua mQ.

El mililitro formado por estas cuatro sustancias fue incubado durante toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se
filtr6 con un filtro de 0,22 um de didmetro de poro (Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Irlanda) quedando el anticuerpo
marcado listo para ser purificado mediante FPLC usando una columna de alta resolucién Superdex 200 (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suecia).

El primer pico de elucién que viene precedido de una pequefia meseta corresponde al anticuerpo marcado, que al
tratarse de un anticuerpo policlonal puede que contenga alguna impureza responsable de esta imagen peculiar. Los
dos picos restantes corresponden a europio libre que forma agregados de gran tamafio. Las fracciones que contenian
el anticuerpo marcado mds puro, en teoria las de la parte superior del pico, fueron analizadas en el siguiente ensayo:

Sobre placas recubiertas de estreptavidina se afladieron 300 ng/pocillo de anticuerpo policlonal anti-PCR canina
biotinilados. Se incubé durante 45 minutos en agitacién continua, se lavé 4 veces y se afiadieron 200 ng por pocillo
de PCR canina que se incubaron durante 45 minutos mds. Posteriormente se volvid a lavar y se afiadieron diluciones
1:10.000 y 1:100 de cada una de las fracciones escogidas por duplicado. Se incubd durante 45 minutos, se lavo de
nuevo, se afiadi6 la solucién intensificadora con la que las placas estuvieron en agitacién continua durante 20 minutos y
finalmente se ley6 la fluorescencia en un fluorimetro. Hay que decir que algunos pocillos sé6lo recibieron las fracciones
con anticuerpo marcado pero no los anticuerpos biotinilados ni la PCR pura. En ambos pasos se afiadi6é simplemente
tamp6n de ensayo con objeto de comprobar el ruido de fondo residual de las diferentes fracciones.

Aquellas fracciones cuyas cuentas de fluorescencia fueron mds elevadas y cuyo ruido de fondo fue més bajo (menor
nimero de cps) fueron las elegidas para formar un pool que fue filtrado con un filtro de 0,22 um de didmetro de poro
(Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland). La concentracién de proteinas o anticuerpo de este pool fue determinada
por Bradford. Finalmente se afiadid DTPA-BSA pura al 7,5% hasta una concentracién final del 0,1% y se almacend el
anticuerpo marcado a 4°C.

Para calcular el grado de anticuerpo marcado se hicieron dos diluciones:
- 1:500, mezclando 5 ul del anticuerpo marcado con 2.500 ul de solucién intensificadora.
- 1:5.000 mezclando 100 pl de la dilucién 1:500 con 900 ul de solucién intensificadora.

Se afiadieron 200 ul de ambas diluciones sobre pocillos vacios por triplicado, a continuacién se agit6 durante
10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se ley6 la fluorescencia en un fluorimetro. Como salieron cuentas
superiores a un millén (tabla 2) fue necesario diluir mds el anticuerpo y por tanto se realizaron diluciones 1:10.000 y
1:100.000. Teniendo en cuenta el factor de dilucion y que un millén de cps equivale a una concentracioén de Eu de 1
nM, se calcul6 la concentracién de europio de las muestras y para el cdlculo del grado de marcaje se emple6 la media
de concentracién aportada por las dos tltimas diluciones, que fue de 11.097,3 nM.

TABLA 2
MUESTRA |[CPS %CV Eu nM
1:500 7607130 0,3 3.809,8
1:500 7648880
1:500 7603060
media 7619690
1:5.000 1938020 0,6 9.756,7
1:5.000 1961750
1:5.000 1954270
media 1951347




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 189 Bl

1:10.000 1102560 1,0 10.927,7
1:10.000 1080760
1:10.000 1095010
media 1092777
1:100.000 113058 0,5 11.266,9

1:100.000 112058
1:100.000 112891
media 112669

El grado de marcaje se calcula dividiendo la concentracién de Eu por la de IgGs. La concentracién de los anticuer-
pos marcados fue de 0,2552 mg/ml. Para pasar esta concentracién a moles es necesario dividir por el peso molecular:

0,2552/160.000 = 1.595 x 10~° moles = 1.595 nM
Por todo esto, el grado de marcaje quedarfa como 11.097,3/1.595 = 6,9.
3. Purificacion de PCR
Se procede al acoplamiento de fosforiletanolamina a agarosa a través de enlace epoxi.

En primer lugar, se pesa 1 g de agarosa epoxi activada que se deja en un vaso de plastico con 45 ml de agua
destilada toda la noche a 4°C, tapado con parafilm.

A la mafiana siguiente, se pasa a una columna del tipo NAP10 vacia y se lava con 55 ml mds de agua y a conti-
nuacién con 50 ml de tamp6n de acoplamiento (0,2 M NaHCO;, 0,5 M NaCl, pH 11). Seguidamente, la agarosa se
cambia a un matraz, lavando la columna con 20 ml de tamp6n de acoplamiento. Una vez se deposita la resina en el
fondo del matraz, se retira el maximo de tamp6n y se afiaden 0,1 g de fosforiletanolamina disueltos en 5 ml de tamp6n
de acoplamiento. Como la relacién gel:ligando debe ser 1:2 y 1 g de gel se expande a 3 ml, la fosforiletanolamina
debe ir disuelta en un volumen maximo de 6 ml. El matraz se tapa con parafilm y se deja en un incubador a 30°C con
agitacion continua a 280 r.p.m. durante 22 horas.

Al dia siguiente se vuelve a montar la columna y se afade la resina lavando con unos 75 ml de tampén de aco-
plamiento. Seguidamente se afiaden 5 ml de etanolamina 1 M pH 9,4 para bloquear los grupos activos restantes y se
deja toda la noche en agitacién continua en cdmara fria a 4°C. A partir de este momento todas las operaciones son
realizadas a esta temperatura.

El cuarto dia se deja eluir la etanolamina de la columna, se lava con 20 ml de tampdn de acoplamiento y se comienza
aregenerar la columna con lavados alternos de tampdn acetato 0,1 M, NaCl 1 M, pH 4 y tampdn Tris-HC1 0,5 M, NaCl
0,5 M, pH 8. Se llevan a cabo tres ciclos de lavado de 20 ml con cada uno de los tampones. Posteriormente, se lava
con 50 ml de agua destilada y a continuacién con 20 ml de tampén de equilibrio (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
2 mM CaCl,, 0,02% NaNj;, pH 8), se deja tres horas con unos 5 ml de este tampodn y se vuelve a lavar con 50 ml del
mismo, dejandolo toda la noche con el tampdn.

El quinto dia se lava con 20 ml de tampén de equilibrio, se deja la columna practicamente seca y se afiaden 3 ml
de suero canino de fase aguda diluidos en 2 ml de tampén de equilibrio. Esta solucién se hace pasar 3 veces por la
columna, de manera que el eluido que va saliendo de la misma por gravedad, se va recogiendo en un tubo de Falcon y
se vuelve a depositar en la columna. Seguidamente, se lava la columna con 40 ml de tampén de equilibrio empleando
una bomba de infusién con un flujo de 0,4 ml/minuto (Econo pump), ajustada a un colector de fracciones (Biorad
Model 2110 Fraction Colector), de modo que se recogen 40 fracciones de aproximadamente 1 ml. A continuacién se
pone el tampdn de elucién (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,02% NaN; pH 8) y se lava con 20 ml
recogiendo fracciones de menor volumen.

Las fracciones que proporcionan un mayor valor de absorbancia a 280 nm se juntan en un pool o conjunto y la
pureza de la proteina se valora por SDS-PAGE.

4. Realizacion del fluoroinmunoensayo
En primer lugar 300 ng por pocillo de anticuerpos policlonales anti-PCR canina biotinilados fueron pipeteados

en placas recubiertas de estreptavidina e incubados durante 45 minutos a temperatura ambiente y con agitacién lenta
empleando para ello un agitador de placas DELFIA (PerkinElmer Lifesciences; Turku, Finlandia). Seguidamente las
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tiras fueron lavadas 4 veces con tamp6n de lavado (tampén Tris-HC1 5 mM, pH 7,75, conteniendo NaCl 0,9% y Tween
20 0,05%) usando el lavador de placas DELFIA (PerkinElmer Lifesciences; Turku, Finlandia). Las tiras asi procesadas
pueden ser almacenadas durante una semana. A continuacién se afladieron 200 ul por pocillo de diluciones 1:10.000
de estdndares de PCR pura y de muestras de saliva sin diluir o diluidas 1:50 en tampén de ensayo (tamp6n Tris-HC1
50 mM, pH 7,75, conteniendo NaCl 0,9%, NaN; 0,05%, BSA 0,5%, Tween 40 0,01%, 0,05 y-globulina bovina, 20
#M acido dietilenetriamina- pentacetico y 20 ug/ml Roja Cereza). La curva estandar fue preparada cubriendo un rango
de concentracion de proteina C-reactiva que fue desde los 0,1 a los 20 ng/ml. Todas las muestras fueron incubadas
durante 45 minutos en agitacién continua y después de un segundo lavado, se aplicaron 200 ul de anticuerpos anti-
PCR canina marcados con europio a cada pocillo. Se volvié a incubar durante 45 minutos y posteriormente se realizé
otro lavado. Finalmente, se afiadieron 200 ul por pocillo de solucién intensificadora, la cual contiene glicina-NaOH
50 mM (pH 10), NaSCN 1,75 M, Na,CO; 5 mM, NaCl 1 M, glicerol 5% y 1-propanol 20% y se incubé durante 20
minutos. La fluorescencia desarrollada, proporcional a la cantidad de PCR presente en la muestra, fue medida en el
contador multitécnica VICTOR 1420 (PerkinElmer Lifesciences, Wallac Oy; Turku, Finland).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para determinar la proteina C-reactiva en saliva y otros fluidos de distintas especies animales,
caracterizado por consistir en un método de fluoroinmunoensayo en tiempo retardado, que consta de las siguientes
etapas:
a) marcaje de anticuerpos con europio
b) biotinilacién de anticuerpos
¢) purificacion de la proteina C-reactiva

d) realizacién del inmunoensayo.

2. Procedimiento para determinar la proteina C-reactiva de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por el
uso de anticuerpos biotinilados como anticuerpos de captura o primarios.

3. Procedimiento para determinar la proteina C-reactiva de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2, caracterizado
por el uso de anticuerpos marcados con quelato de europio como anticuerpos trazadores o secundarios.

4. Uso del procedimiento segun las reivindicaciones anteriores, para determinar la proteina C-reactiva en saliva,
sangre entera, suero, plasma, efusiones y otros fluidos de diferentes especies animales.
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