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COMUNICACION

Validacion analitica de técnicas comerciales para la determinacion
de haptoglobina, proteina C reactiva y amiloide A sérico en caninos
Analytical

validation of commercial assays for the determination of haptoglobin,
C-reactive protein and serum amyloid A in dogs

S Martinez-Subiela = J J Cer6n2

1" Departamento de Medicina y Cirugia Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia,
30100 Espinardo, Murcia, Espafia.

Summary

All laboratory tests must be validated before being introduced for patient testing. The objective of
this work was to perform the analytical validation of three commercial assays that are being used at
our laboratory for the determination of haptoglobin (Hp), C reactive protein (CRP) and serum
amyloid A (SAA) in canine samples with low and high concentrations of these acute phase proteins
(APPs). The parameters evaluated for the validation of the methods were: (1) Precision, assessed by
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the lowest concentration of the APPs which could be distinguished from a zero sample.

All within-run CVs were lower than 10%, however between-run CVs were lower than 10% only for
Hp. Dilution of a serum sample with high concentrations of the different APPs resulted in a linear
regression equation with correlation coefficient R?>0.98 in all cases; so all methods showed a good
accuracy. The detection limit of each assay was 0.02 g/L for Hp, 0.15 mg/L for CRP and 0.79 mg/L
for SAA. Additionally they differentiate animals with inflammatory or infectious diseases from
healthy subjects. Overall results of validation showed that the assays tested can be suitable for the
routine measurement of APPs in canine samples, although it would be desirable to reduce the
between run imprecision found for CRP and SAA assays.

Key words: validation, haptoglobin, C reactive protein, serum amyloid A, dog.
Resumen

Los métodos analiticos deben ser validados antes de emplearlos de forma rutinaria en un
laboratorio. El objetivo de este trabajo fue validar tres métodos analiticos comerciales usados en
nuestro laboratorio para la determinacion de haptoglobina (Hp), proteina C reactiva (CRP) y
amiloide A sérico (SAA) en muestras de la especie canina con concentraciones bajas y altas de
proteinas de fase aguda (PFAs). Los pardmetros que se evaluaron para la validacion fueron: (1)
Precision, determinada mediante el céalculo de los coeficientes de variacion (CVs) intra e
interdeterminacion. (2) Exactitud, evaluada indirectamente comprobando la linealidad bajo dilucion.
(3) Limite de deteccion, determinado como la minima concentracion que puede distinguirse de una
muestra de valor O.

Todos los CVs intradeterminacion fueron < 10%, mostrando buena precision intradeterminacion.
Sin embargo, los CVs interdeterminacién de CRP y SAA fueron > 10%. La dilucién de una muestra
de suero con elevada concentracion de PFAs resultd en una recta con una ecuacion de regresion
lineal con un valor de R2>0,98 en todos los casos, mostrando una buena exactitud. Los limites de
deteccién calculados para cada andlisis fueron 0,02 g/L para la Hp, 0,15 mg/L para la CRP y 0,79
mg/L para el SAA. Adicionalmente, todos los métodos permitieron diferenciar animales con procesos
inflamatorios o infecciosos de animales sanos. Por lo tanto, los resultados de la validacion realizada
muestran que los ensayos evaluados pueden ser empleados para la medicion rutinaria de estas PFAs
en muestras de la especie canina. Sin embargo, seria deseable reducir la elevada imprecision
interdeterminacidon encontrada para los andlisis de CRP y SAA.

Palabras clave: validacion, haptoglobina, proteina C reactiva, amiloide A sérico, perro.

INTRODUCCION

Para poder utilizar adecuadamente un andlisis laboratorial e interpretar los resultados obtenidos de
forma correcta, es necesario que las técnicas sean validadas antes de ser empleadas de forma
rutinaria en un laboratorio (Lumsden 2000). De esta forma, podra asegurarse que los valores
obtenidos cumplen los requerimientos clinicos que se pretenden con una esperada fiabilidad.

Las proteinas de fase aguda (PFAs) se producen en respuesta a una variedad de condiciones
patoldgicas tales como infeccion, inflamaciéon o trauma y han demostrado tener una importante
aplicacion practica en el diagnoéstico, prondstico y monitorizacion de tratamientos de numerosos
procesos patolégicos que afectan a distintas especies (Martinez-Subiela y col 2001). En la especie
canina seran de gran utilidad para evaluar el estado de salud de los animales, habiéndose afirmado
incluso que en el futuro las PFAs seran incluidas como un parametro de rutina en los perfiles
bioquimicos que se realicen a los animales (Eckersall 2004).

Las investigaciones realizadas en el campo de las PFAs han llevado al desarrollo de diferentes
métodos de analisis e incluso de kits comerciales. Asi, en la actualidad, se dispone de Kits
comerciales para la determinacién de la haptoglobina, proteina C reactiva y amiloide A sérico en
muestras de la especie canina.

El objetivo del presente trabajo fue el validar tres técnicas para determinar estas PFAs en el
laboratorio de Patologia Clinica del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia para
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MATERIAL Y METODOS
ANALISIS DE PROTEINAS DE FASE AGUDA

Haptoglobina (Hp). Para la determinaciéon de esta proteina se utilizé el kit comercial Phase
Haptoglobin® (Tridelta Development Limited, Ireland), realizando las determinaciones por duplicado
en el autoanalizador de bioquimica Cobas Mira Plus (ABX diagnostic Montpellier, Francia).

Se trata de un ensayo colorimétrico basado en la determinacién de la actividad peroxidasa de los
complejos haptoglobina- hemoglobina a pH acido que fue desarrollado por Eckersall y col (1999).
Los procedimientos analiticos realizados por el autoanalizador pueden resumirse de la siguiente
forma: a) Inicialmente 2,5 pl de muestra o estandar se mezclan con 200 pl de la solucién de trabajo
(hemoglobina estabilizada mezclada en igual proporcién con el diluyente proporcionado por el Kkit).
b) Después de 25 segundos se afiaden 90 pl de cromdgeno (SB7) c) 25 segundos mas tarde se
afiaden 50 pl de sustrato (H20>2).

El incremento en absorbancia que se produce durante los 50 segundos posteriores a la adicion del
sustrato es medido a 600 nm y usado para calcular la curva de calibracion que permitira determinar
la concentracion de haptoglobina en muestras de concentracion desconocida. Las muestras que
sobrepasaron la absorbancia del estandar fueron diluidas 1:5, con el diluyente proporcionado en el
kit.

Proteina C reactiva (CRP). La concentracion de esta proteina se determind con el kit comercial
Tridelta Phase™ range canine CRP kit (Tridelta Development Limited, Irlanda).

El analisis es un inmunoensayo de tipo “sandwich”. Los pasos basicos para la realizacion del analisis
fueron los siguientes: a) Las muestras se diluyeron 1:500 con un diluyente especial, y luego se
afiadieron a micropocillos recubiertos previamente con anticuerpos anti-CRP canina y se incuban
durante 15 minutos a 37° C. b) Después de lavar, para eliminar el material que no se ha unido, se
afadid el conjugado formado por anticuerpos anti-CRPcanina marcados con HRP (horse radish
peroxidase) y se volvido a incubar durante 15 minutos a 37° C. De esta forma el anticuerpo
inmovilizado fijé de forma especifica la CRP presente en el pocillo. ¢) Después de un nuevo lavado
se afiadi6 tetrame tilbencidina y se incub6é 15 minutos a temperatura ambiente. Este reactivo es un
cromoégeno con actividad peroxidasa que permite cuantificar la cantidad de CRP presente en las
muestras. d) Finalmente se afiadié una solucidon para detener la reaccién y se midié la absorbancia a
450 nm en un lector Victor 1420 Multilabel Counter.

Amiloide A Sérico (SAA). La concentraciéon de esta proteina fue determinada mediante el kit
comercial Tridelta Phase Range Serum Amyloid A Assay (Tridelta Development Limited, Irlanda). El
kit es un ELISA de tipo “sandwich” que contiene tiras de microtitulaciéon previamente recubiertas
con anticuerpos monoclonales especificos para el amiloide A sérico. Los pasos a seguir para realizar
el andlisis fueron los siguientes: a) Las muestras diluidas 1:500 con el diluyente especial se
afadieron a los pocillos conjuntamente con anticuerpos anti-SAA biotinilados y se dejaron incubar
durante 1 hora a 37° C. Cualquier molécula de amiloide presente es capturada en la placa por el
anticuerpo previamente inmovilizado y marcada a su vez con el anticuerpo conjugado en un udnico
procedimiento. b) Después de lavar, para eliminar todo el material que no se ha unido, se afladi6é un
conjugado que contiene Streptavidin-Horse Radish Peroxidasa. c) Tras un periodo de incubacion de
30 minutos a temperatura ambiente se volvié a lavar y se afiadié tetrametilbencidina (TMB),
dejandolo incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. d) Después se afiadié la solucién
para detener la reaccion. La intensidad de color producida, proporcional a la concentracién de
amiloide A sérico presente en el espécimen original, fue medida a 450 nm en un lector Victor 1420
Multilabel Counter (Pelkin Elmer Lifesciences, Wallac, Turku, Finland).

VALIDACION ANALITICA
Muestras empleadas. Se emplearon las muestras que se detallan a continuacion:

— Muestras con valores bajos de proteinas de fase aguda. Estas muestras se obtuvieron a partir de
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animales con piometra. El diagnostico se establecidé en estos mediante los métodos habitualmente
empleados en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia (examen fisico, perfil
analitico completo, radiografia y ecografia).

Caracteristicas analiticas. La precision intradeterminacion de los andlisis de haptoglobina, proteina C
reactiva y amiloide A sérico se calculé analizando, por los métodos anteriormente descritos, tres
muestras con valores bajos de proteinas de fase aguda y tres muestras con valores altos, cinco
veces cada una en una sola serie analitica.

Para establecer la precision interdeterminacion se analizaron tres muestras de valor bajo y tres
muestras de valor alto en cinco dias diferentes en un intervalo de 15 dias.

La exactitud de los métodos se comprobd mediante el método de evaluacion de linealidad bajo
dilucién. Para ello se diluyé de forma seriada una muestra que presentaba una elevada
concentracion de proteinas de fase aguda. Las diferentes diluciones se analizaron con cada uno de
los métodos descritos y mediante analisis de regresion se comprobé la capacidad del método para
determinar de forma lineal y proporcional la cantidad de cada proteina de fase aguda presente en
cada una de las diluciones.

El limite de deteccion fue determinado como la minima concentracion de cada una de las proteinas
de fase aguda evaluadas que puede distinguirse de una muestra de valor cero.

VALIDACION CLINICA

Para realizar la validacion clinica se extrajeron muestras de animales sanos y con diferentes
procesos patolégicos, clasificandose en grupos de la siguiente forma:

— Grupo 1, formado por seis perros que, tras someterse a un examen fisico y analitico completo,
fueron considerados clinicamente sanos.

— Grupo 2, formado por 10 perros infectados de forma natural por Leishmania infantum. Dichos
animales provenian de casos clinicos recibidos en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de
Murcia y presentaban signos clinicos compatibles con la enfermedad. El diagnéstico fue confirmado
mediante la detecciéon de anticuerpos frente a L. infantum utilizando un sistema ELISA (Ingezim
Leishmania; Ingenasa, Madrid, Espafa) y considerando como positivos aquellos animales cuyo titulo
era igual o superior a 1/100.

— Grupo 3, formado por 10 animales con piémetra. El diagndéstico se establecié en estos mediante
los métodos habitualmente empleados en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia
(examen fisico, perfil analitico completo, radiografia y ecografia).

ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realiz6 empleando los programas informaticos Excell 2000 y SPSS v. 10.

La precision intradeterminacion y la interdeterminaciéon se calculé mediante la siguiente formula:

X 100

CV (%) Desviacion Estandar

Media

La linealidad bajo dilucion se comprobé mediante analisis de regresion lineal. El limite de deteccion
se calcul6 como la media + 2 desviaciones estandar de 10 réplicas del diluyente de muestra
empleado en el analisis (Eckersall y col 2001).

CUADRO 1. Precision intra e interdeterminacion obtenida para los analisis de
haptoglobina (Hp), proteina C reactiva (CRP) y amiloide

A sérico (SAA) en muestras de sueros de caninos con concentraciones bajas y
Aaltac de nroteinac de face adaiida (PEAC)
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Within-run and between-run precision obtained for haptoglobin (Hp), C-reactive protein
(CRP) and serum amyloid A assays (SAA) in
serum samples of dogs with high and low serum concentrations of acute phase protein

(APPS).
Intradeterminacion Indeterminacion

PFAs Muestras X DE CV (%) X DE CV (%)
Hp (/D) Bajas 0.86 0.01 1.16 087 | 0.04 | 459
P9 Altas 8.70 0.05 0.57 8.75 0.2 2.28
Bajas 4.60 0.28 6.08 368 | 088 | 23.9
CRP (mg/L) Altas 43.21 2.45 5.66 55.25 | 14.74 | 28.4
Bajas 3.95 0.19 4.81 489 | 0.80 | 16.3
SAA (mg/L) Altas 43.87 4 .07 9.27 35.8 5.97 16.6

X: media. DE: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion.

Los resultados obtenidos en la prueba de validacion clinica para los diferentes grupos fueron
comparados mediante el test de Mann-Witney, considerandose significativas las diferencias cuando
P< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas analiticas. En el cuadro 1 se muestran las medias, desviaciones estandar y los
coeficientes de variacion intra e interdeterminacion obtenidos en la prueba de precision para cada
uno de los métodos evaluados. Los resultados obtenidos para el ensayo de Hp mostraron que el
método presenta una buena precision tanto intradeterminacion como interdeterminacion, ya que en
ambos casos los coeficientes de variacion fueron inferiores al 10%. Dichos coeficientes se asemejan
a los obtenidos por Eckersall y col (1999) en sus estudios de validacion del método.

En el caso de la CRP los resultados mostraron que el analisis presenta una buena precision
intradeterminacion, con coeficientes de variacion inferiores a los obtenidos por Kjelgaard-Hansen y
col (2003) de 6,9-10,1%. Sin embargo, los coeficientes de variacion interdeterminaciéon resultaron
elevados (23,9-28,4%), siendo dichos coeficientes similares a los mostrados por Kjelgaard-Hansen y
col (2003) (26,2-29%). Estudios posteriores realizados en nuestro laboratorio han mostrado que el
empleo de una muestra de suero con concentracion conocida de CRP como estandar, en lugar del
estandar proporcionado en el ensayo comercial, produce un descenso a 12,3-13,6% en los
coeficientes de variaciéon interdeterminaciéon. La causa de este descenso podria estar relacionada con
una mayor estabilidad de la proteina en el suero que diluida en los tampones comerciales, o por el
uso de factores de dilucién similares en muestras y estandar cuando se emplea una muestra de
suero en lugar del estandar comercial (Cer6on y col 2003). En base a estos resultados se
recomendaria el empleo de estandares producidos a partir de suero sin ningdn tampoén de dilucion
en caso de desarrollarse nuevos métodos para determinacion de esta proteina.

El método empleado para la determinacion del SAA mostré una buena precision intradeterminacion,
con coeficientes de variacion inferiores al 10%. Sin embargo, los coeficientes interdeterminacion
fueron elevados (16,3- 16,6%) y se asemejaron a los obtenidos por Eckersall y col (2001) en sus
estudios de validacion del analisis en muestras de suero de la especie bovina, siendo inferiores a los
obtenidos para muestras de la especie porcina y bovina en estudios realizados entre diferentes
laboratorios (Eckersall 2003).

Los resultados de precision interdeterminacion obtenidos para los analisis de CRP y SAA no serian,
en principio, adecuados para su empleo con fines diagndsticos, siendo deseable la realizacion de
estudios encaminados a mejorar la precision en estos dos métodos. Sin embargo, las consecuencias
que pueden derivarse de la alta imprecision observada se ven minimizadas si se considera la gran
diferencia existente entre las concentraciones de estas dos proteinas de fase aguda en muestras
normales y patoldgicas. Asi, seria muy dificil que un animal que presentase concentraciones

narmaloe Ao CDPDD A CSAA fiinra ~AlacifiradAn ~roarmm 11 anirmal anfarmm A wvieov/orea A ~Aatiea Ao 1a
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diversas enfermedades fue 21,2-39,3 mg/L en leishmaniasis y 144,4-243,9 mg/L en piometra
(cuadro 2).

Como puede observarse en las figuras 1, 2 y 3 la dilucion de una muestra de suero con elevadas
concentraciones de las APPs estudiadas resultd en una recta con una ecuacion de regresion lineal
con un coeficiente de correlacién de R? > 0,98 en todos los casos. Estos resultados muestran que los
ensayos evaluados determinan las concentraciones de haptoglobina, CRP y SAA de una forma lineal
y proporcional y puede indicarse, por tanto, que estos andlisis determinan con una exactitud
adecuada dichas proteinas de fase aguda. La exactitud se comprobé de esta forma (linealidad bajo
dilucién), ya que no se dispone de un método de referencia para medir estas proteinas, y tampoco
existe material de referencia para realizar controles de calidad con concentraciones conocidas de
PFAs de la especie canina.

CUADRO 2. Valores de proteinas de fase aguda obtenidos en perros sanos
(Grupo 1), perros con leishmaniasis (Grupo 2) y con piéometra (Grupo 3).

Acute phase protein values obtained in healthy dogs (Group 1), dogs with leishmaniasis
(Group 2) and dogs with pyometra (Group 3).

Grupo Haptoglobina (g/L)/Amiloide A sérico (mg/L)|Proteina C reactiva (mg/L)
Grupo 1 (n = 6) 2,17 + 0,97 3,61 £ 0,72 3,35+ 2,86

Grupo 2 (n = 10)| 6,01 = 2,74* 58,75 = 47,90* 30,58 + 9,34*
Grupo 3 (n = 10)| 8,46 + 3,52* 47,58 + 39,17* 194,14 + 49,78*

n = ndmero de animales. *P < 0,05 respecto grupo 1.

v = 0.9645x + 01329
3

R™=0.9957
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FIGURA 1. Valores de haptoglobina (Hp) (g/l)
obtenidos al diluir de forma seriada una
muestra con valor elevado. R2: coeficiente de
determinacion.

Haptoglobin values obtained for a pathologic sample
serially diluted. R2: coefficient of determination.
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FIGURA 2. Valores de proteina C reactiva (CRP)
(mg/L) obtenidos al diluir de forma seriada
una muestra con valor elevado. R2: coeficiente
de determinacion.

C-reactive protein (CRP) values obtained for a
pathologic sample serially diluted. R2: coefficient of
determination.
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FIGURA 3. Representacion de los valores de
amiloide A sérico (mg/L) obtenidos al diluir
de forma seriada una muestra con valor
elevado. R2: coeficiente de determinacion
Serum amyloid A values (SAA) obtained for a
pathologic sample serially diluted. R2: coefficient of
determination.

Los limites de deteccidon calculados para cada analisis fueron 0,02 g/L para la Hp, 0,15 mg/L para la
CRP y 0,79 mg/L para el SAA. En el caso de la Hp el limite de deteccion obtenido fue semejante al
calculado por Eckersall y col (1999). Para la CRP y el SAA el limite establecido fue inferior al
determinado por Kjelgaard-Hansen y col (2003) y Eckersall y col (2001) respectivamente, hecho
que podria atribuirse a diferencias en la metodologia empleada para la determinacién y el calculo
del mismo. Los valores obtenidos para el limite de deteccion indican que los métodos son adecuados
para determinar la concentracion de estas PFAs en muestras de suero de la especie canina, pero no



Archivos de medicina veterinaria - Validacion analitica de técnicas co... http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S030

Validacién clinica. Como puede observarse en el cuadro 2 las concentraciones de las PFAs estudiadas
fueron mas elevadas en animales con pidmetra y leishmaniasis que en el grupo control. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios que muestran un incremento de estas
proteinas de fase aguda en diversas patologias en el perro, tales como Ehrlichiosis (Rikihisa y col
1994, Shimada y col 2002), Tripanosomiasis (Ndung’u 1991), Leishmaniasis (Martinez-Subiela y col
2002), diversos tumores (Caspi y col 1987, Ogilvie y col 1993), asi como enfermedades del tracto
gastrointestinal, respiratorio o urinario (Solter y col 1991). Este hallazgo pone de manifiesto la
utilidad clinica de los métodos estudiados para detectar animales que presentan procesos
inflamatorios. Ademas, la medicion de estas proteinas de fase aguda presenta una serie de ventajas
frente a los métodos utilizados tradicionalmente para detectar la presencia de inflamacion como el
recuento de leucocitos, por tener una mayor estabilidad que los componentes celulares de la sangre,
mayor sensibilidad para la deteccion de procesos inflamatorios (Solter y col 1991), mayor capacidad
para determinar la severidad de un proceso inflamatorio (Yamamoto y col 1993) y, ademas, pueden
ayudar a determinar la existencia de inflamacion en los animales que presentan supresion o
disminucién de la actividad de la médula ésea (Jain 1989). Si bien, dada la gran cantidad de causas
que pueden estimular la respuesta de fase aguda, en caso de encontrar aumentos de estas
proteinas, seria preciso realizar pruebas complementarias que nos permitieran detectar la etiologia
del proceso (Eckersall 2004).

En base a los resultados obtenidos en este trabajo puede decirse que los ensayos disponibles
actualmente para la determinaciéon de haptoglobina, proteina C reactiva y amiloide A sérico pueden
ser empleados de forma rutinaria en un laboratorio de patologia clinica para medir la concentracion
de dichas proteinas en muestras de suero de la especie canina y detectar animales con procesos
inflamatorios. Sin embargo, se recomendaria la realizacion de posibles estudios encaminados a
reducir la imprecisién interdeterminaciéon encontrada en los ensayos de proteina C reactiva y
amiloide A sérico.
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