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Prueba de anticuerpos fluorescentes indirectos de la peste porcina
africana:

1. Tome 100 11 de diluyente de virus que contenga 0,1 MOI y coldquelo
en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.

2. Coloque 100 1 de suspensidon celular en cada pocillo de la placa
de cultivo celular de pldstico de 96 pocillos anterior (la
concentracion celular es de 4 x 106/ml) y coloquelo en una incubadora
a 37 °C, CO2 al 5 % durante 5 dias.

3. Después de cultivar durante 5 dias, saque la placa de cultivo
celular de plastico de 96 pocillos, deseche el medio de cultivo,
lave con PBS 1X (alrededor de 300 ¢ 1 por pocillo) y luego
centrifugue, lave tres veces y seque con papel absorbente durante
la altima vez Después de eso, pongalo en una incubadora a 37°C para
que se seque durante 30 minutos.

4. Agregue 100 @ 1/pocillo de formalina neutra al 10 % y coloquelo
en una incubadora a 37 "C durante 10 a 20 minutos.

5. Desechar formalina neutra al 10%, lavar con PBS 1X (alrededor de
300 ©#1 por pocillo) y luego centrifugar, lavar de esta manera 3
veces y secar con papel absorbente por Gltima vez.

6. Agregue una cantidad adecuada de suero antifiebre porcina diluido
(anticuerpo primario), 100 x1 por pocillo (la soluci6n de diluci6n
es 1xPBS), coloquelo en una incubadora a 37 "C durante 1 hora.

7. Deseche el anticuerpo primario, lave con PBS 1X (alrededor de 300
«1 por pozo) y luego centrifugue, lave tres veces de esta manera
y seque con papel absorbente por tltima vez.

8. Aflada una cantidad adecuada de anticuerpo diluido de
inmunoglobulina de cabra anti-cerdo marcado con fluorescencia
(anticuerpo secundario), 100 w1 por pocillo (la solucidn de
dilucién es 1xPBS), coldquelo en una incubadora a 37 'C durante 1
hora.

9. Desechar el anticuerpo secundario, lavar con PBS 1X (alrededor de
300 «1 por pozo) y luego secar por centrifugado, lavar tres veces

de esta manera y secar con papel absorbente por Gltima vez.
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10. Interpretacidn bajo un microscopio de disco plano fluorescente
invertido de campo oscuro, aquellos con fluorescencia indican
infeccién por virus.
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