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Las citoguinas son un conjunto de proteinas y glicoproteinas secretadas W
principalmente por células del sistema inmune. Desempefian un papel clave en la LINEALIDAD |
respuesta iInmune Iinnata e Inducen la respuesta Iinflamatoria estimulando la PECAM.1
sintesis de proteinas de fase aguda. Son biomarcadores tempranos del estado de o IL-1a s
salud y bienestar animal. E£” y = 1,0239x - 3,8696 £ ¢ _
. . . . . 57 R? = 0,9937 535 y=1.0375x-0.2411
La saliva refleja los niveles de algunos biomarcadores en suero. Se obtiene Lo e, R?=09955 IL-1a, IL-1 RA,
mediante procedimientos no invasivos, sin estrés para el animal y es posible 5 ER PECAM-1 %TNFO‘
recoger diferentes muestras en un intervalo reducido de tiempo, siendo esto de o ® .y m\c;sglrig;odnb;;gna
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espe_mal |mportanC|,a_ en la d_etermmacmn de_ citoguinas, ya gue poseen una vida S §o,5 dilucion (R2 >0,99)
media corta. El analisis de citoquinas en saliva es un buen marcador de algunas Qo - - - — g,
enfermedades en la especie humana. En medicina veterinaria se han analizado " Expected value (pg/ml) : I]Expecfeii value ng/ml) " La concentracion
varios biomarcadores en saliva porcina, p.ej. cortisol o proteinas de fase aguda, del resto de
pero la informacion sobre citoguinas en saliva aln es escasa, siendo mas comun IL-1 RA TNF-a g‘tc_’q“'f‘aj' fue mglly
s ge = _f?lO — 0,3
el analisis en suero/plasma. 2 . - ] &ja 0 Indetectable
. . . ., " . < y = 1,027 - 0,2155 E o y = 1,0052x - 0,001 en saliva porcina,
El objetivo de este trabajo fue desarrollar la validacion analitica del Luminex® 2° R2= 09997 5 R#=0.9999 10 cual no permitié
Assay Porcine Premixed Multi-analyte Kit (Bio-Techne® Ltd.) con muestras de 9 . 0 calcular la
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saliva porcina. > g o1 linealidad bajo
o, @ o dilucion.
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Expected value (pg/ml) Expected value (pg/mL)
¢ Parametro (pg/mL) Media (X') (n=8) SD CVintra
A BMP-2 0,13 0,01 6,91
<34 226,26 =130 %09 Los CV Iintra-ensayo fueron
GM-CSF 0,27 0,02 8,36 e <15% s B
IFNy 0,12 0,01 6,46 o lieloliss (<15%) p
1 37,08 150 4,05 mayoria de citoguinas.
IL-1B 0,07 0,00 4,63
IL-1 RA 41,62 1,80 4,33 En IL-12 'y MMP-1 |Ia
IL-2 0,44 0,06 13,36 Imprecision fue >15%.
IL-4 7,39 0,49 6,66 Deberia reevaluarse con
IL-6 indetectable - - muestras de concentracion
IL-8 18,35 0,96 5,23 superior al limite inferior de la
IL-10 IngeiEezE sl X : recta patron (0,24 y 0,37
S N N | Loz 0,21 e 55 pg/mL, respectivamente).
Para la validacion analitica, se utilizaron muestras de saliva procedentes de IL-18 110,89 e 4,91
cerdos de engorde Ibérico x Duroc, obtenidas mediante tubos Salivette® vy P'E)"g"lf_'BlB — o3 2.4 IL-6, IL-10 y PDGF-BB fueron
conservadas a -20°C. El panel utilizado (Luminex® Assay Porcine Premixed Multi- PECAM.1 Y T o Indetectables  en  saliva
analyte Kit, Bio-Techne® Ltd.) es un immunoensayo que permite analizar 19 SERPIN E1-PAI-1 2,97 0,10 3,26 porcina.
citoquinas simultaneamente (BMP-2, CD34, GM-CSF, IFNy, IL-1a, IL-1 RA, IL-1(, NP 0,24 0,02 7,00
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, MMP-1, PDGF-BB, PECAM-1, SERPIN
E1/PAI-1 y TNFa) gracias a la tecnologia Luminex®. La lectura de la microplaca . )
se realiz6 con el analizador MAGPIX®, de Luminex®. ESTUDIO DE RECUPERACION J
En la vallc_jacmn se r_ea_tllzaron estudlos_ de: exactitud (Ilnealld_ad bajo dilucion vy Parametro % Recuperacion
recuperacion) y precision. En este ultimo, se calculo la media (n=8), SD y CV BMP-2 35,7
Intra-ensayo de las 19 citoquinas. Covo =C o0 CD34 100,3
. SPIKEA Sampic unspiked sampic
% spike recovery = ——— T 100 GM-CSE 100,8
Detection Antibody - Phycoerythrin ( |FNy 57,8
Capture Antibody \\ added IL-1la 81,2
Luminex IL-18 88,6
xMAP — 7 P Ok C spiked sample: muestra de saliva a la que se anade una IL-1 RA 59,2
Bead /‘ concentracion conocida del analito a evaluar (procedente del IL-2 33 7
Analyte Bound Complex calibrador del kit). .
IL-4 82,6
Excite C unspiked sample: muestra a la que se afnade un volumen IL-6 106,9
detection dye - Quantitates igual que a la anterior, pero de tampdn (sin analito) IL-8 92 8
with green binding events 4
laser C : : 2 - . ~ IL-10 84,7
added: concentracion conocida de estandar anadida a la
muestra C spiked simple. IL-12 92,1
IL-18 63,7
: : : : MMP-1 99,0
dentifles bead Casi todas las citoquinas presentaron buena
Excite bead dye region & thus ., _ PDGF-BB 32,0
itth iad lacar captured recuperacion, excepto: BMP-2, IFNy, IL-1 RA, IL-18. PECAM-1 92 3
| 7’
R SERPIN E1-PAI-1 93,9
RANGO ACEPTABLE = 80-120 % TNFa 84,6

La saliva porcina es una muestra adecuada para medir citoguinas mediante el sistema Luminex® (Luminex® Assay Porcine Premixed Multi-analyte Kit, Bio-Techne® Ltd.)

Las citoqguinas que presentaron mejores resultados en la validacion analitica en saliva fueron: IL-1a, PECAM-1 y TNFa. El hecho de que algunas citoquinas presentaran concentraciones
muy bajas o indetectables en saliva dificulto la validacion. En estos casos, se deberian repetir los estudios con muestras de concentracion superior (dentro de la curva estandar).

Se requieren futuros estudios para establecer valores de referencia en saliva porcina, asi como evaluar el ritmo circadiano de secrecion y el comportamiento de éstas bajo diferentes
condiciones.
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