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INTRODUCCION
Pocas son las técnfcas sercldgicas que sean de ficil estandarizacidn, econonfa, sen-
fciltez v que al procesar gran nimero de muestras se tengdn resultados en poro tiem-
po. De Jas  Lécpicas inmunoldgicas dispenibies que sé aJostan mds 2 estas cualidades
se encuentran la doble fremmodifusidn, 1nmunnalettrﬂﬂ5mﬂfﬂrﬂsii {IEDP) » ELISA, tfal
vez sea ta IFOP 1a aue ocupe €] primer lugar,

JOBJETIVOS

fbtener n antigeno adecuade de Aujesrhy y estendarizar los par!:etrﬂs que inf?uyen

en 12 resolucidn de 1a IEOPF al detectar anticuerpos de Aujeszky.

MATERIAL ¥ MITODOS

al Celutas: cultivos confluentes de PEK-15 en botellas de Soux,

B} Wirus: Tos cultivos de PE-15 se infectaron con el virus de Aujeszky ?HC 1 {Virus

Aujeszky Cuautitldn 1}, aielado de conejo inoculado con una muestra procedente de

un foco y pasado 7 weces en clulas PR-15.

c} Infeccifin celular: Tas Botellas de Roux con cultivo confluente de PE-15 se finfec

taron con 10 UFP/CE1ula de YAC-1. Se dejd adsorber durante 60 minutos a 37°C y 51

affadieron 20 m1. de MEM Carle, sin suero, mis penicilina-streptosicing- (2x}. Se
incubf en un agitador orbital. {Mew ErJn:;\ﬁc Scientific Co. Inc. Edisom Nd. U3A)

a 3 rpm., 37°C, hasta que el efecto citopdtico (ECP) fué casi completo. °

d} Dbtencitn del antigenn viral *
1) Técmica del Tween BO y Sulfato de Mmonio {SD4{HHQ}E) {Amtigeno 1]

Tras Ta anaricidn del E.C.P. casi cnmpletﬂ se afiadid a cada botella de Roux -
Tween S50 (37 w/v] y s mantuve en agitacifn, esta vez a 130 r.opom., durante 4
horas & 37°C. Posteriormente se affadieron 42.5 gr. de SO0,{fH,}, por cada 100
ml. de medio. Se colectd 21 contenido de las botellas deiR i En tubos de cen
trifuma y despuds de 30 minutos a 300G g, (4°C), Y& fraccifn cremosa sobrena-
dante se disolvid en 20 m1. de Sol. Buffer de Fosfatos (PES} 2 pH 7.2. Se dia
1128 frente a PBS durante 24 horas de buffer.

2} Tdcafca del SO, (MM, 0.,  (Antigenc 3}
Los cultivos com uft “E.C.P, casi completo se sometierom a tres cicios de con-
gelacidn {-F0°CY -descongelacifn (37°C). despufs de desprender el tapiz con
un raspador de silicona. Posterformente centrifugar 1o cosechado a 2000 g. -
[4°C) durante 15 minutos, se precipitaren Jas protefnas contenidas en el so-
brenadante con 42.5 grfi00 ml. de 50 I:H!-I }o. Sedeif 2 4°C toda la noche y el
precipitado se empastilld cEntrTfugaan a lgﬂﬂ g, [(4°C) durante 40 mingtos. El
“pel 18t e rosuspendid en PBS v se éfﬂ1rzﬁ frente a PBES como en @] caso an-
terior.

ie} AntTgenos nwxa+1uus estos se obtuvieron procesando de igual forma, que en Tas

técnicas 1 ¥ 2 ded aﬂartadu anterior, cultivos de PE- ;5 no 1nfectadus
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)} Suergs controles positives y neqativos: estos fueron cedidos amablemente por ol
Departamento de Epizootiologia del Instifute Macional de Investigaciones Pecua-
rias, Palo Alto.

q} Inmuncelectroosmoferesis (IEOP): para su realizacidn se emplen un aparato L¥B--
211?{!h1tiphnr (LKB BROMMA, SWEDEN} y Jas veriables que se orobaron fusron las
siguientes:

1} Geles - agar noble al 1%

Agarosa- al 0.69%

2) Tres buffer de veronal con molaridades de 0,111,

0.165 y 0,222, el primers de ellos con 0,12 M de NaCl,
A todes ellos se Tes afiadif un 0,025% de azida de sodio,

3} Los antfgenos antes dichos

4} Dos distancias entre pocille (5 y 10 mm)

S} Tres tiempo de corrida; 30, 60 ¥ 90 minutos,
6) Tres intensidades por cada tres placas en ia

cdmara de electrofipesis: 13, 17 v 50 mh, a
corriente fija de 200 ¥,

RESULTAROS

Los mefores resuitados se obtuvieron con gel de agarosa a] 0,69% en buffer
veronal 0,165 M ¥ veronal 0,111 ¥ + 012 ¥ de Cl1la en la cleara de electroffre -
5is. La distancia entre pocillos de 5 mm, el tiempo de corrida de 60 minutos ¥ -
unz intensidad de corriente, a 200 ¥, de 50 mA, £] mejor antfgeno fud el obteni-
do por Ya t@cnica del Tween 80 y SOy (M, ), (ver cuadro 1],
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CUspR0 1, RESULTADGS OBETENTOOS CON DIFERENTES DILUCIONES DE Ag ¥ suero en

1a IEOP con 1as condiciones Sptimas de corrida.






