INTRODUCCION/ INTRODUCTION

El Sindrome Respiratorio y Reproductor Porcino (PRRS) es una
enfermedad producida por un arterivirus ampliamente extendida en
cerdos de todo el mundo. Existen dos genotipos claramente
diferenciados de este virus: americano y europeo. El virus del
PRRS (PRRSV) es un virus ARN de cadena sencilla con polaridad
positiva de aproximadamente 15 Kb. Su genoma tiene ocho fases
de lectura abierta (ORF) que codifican para siete proteinas del
virus. Las ORFs 1a y 1y codifican para la polimerasa del virus. Las
ORFs de la 2 a la 7 codifican para proteinas estructurales del virus.
En el virus purificado se detectan mayoritariamente tres proteinas:
E 6 gp5, M y N que se corresponden con los productos de
expresion de las ORF 5, 6, y 7 respectivamente. La N es la proteina
mas inmunogénica del virus, pero los anticuerpos frente a esta
proteina no se detectan hasta los 14 dias post-infeccion y en
ninglin caso son anticuerpos neutralizantes que puedan proteger al
cerdo de la infeccion.

DESCRIPCION / DESCRIPTION

El hibridoma productor del anticuerpo monoclonal ha sido obtenido
a partir de linfocitos de bazo de ratén Balb/c fusionados con células
del mieloma X63/Ag8653. Purificado por cromatografia de afinidad,
presenta una pureza del 99%.
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APLICACIONES/ APPLICATIONS

Deteccién de gP5 de cepas europeas de PRRSV mediante las
técnicas de Inmunofluoresciencia (IFl), Inmunobloting (IB) e
Inmunohistoquimica (IHQ).

RESULTADOS/RESULTS
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Células MA104 infectadas con PRRSV Olot91 /



DESCRIPCION DEL ENSAYO IHQ / IHC PROCEDURE

1. Infeccién de células MA104 a m.d.i. 5 con PRRSV

2. Alas 16 h.p.i. eliminar el medio y lavar las células 2 veces
con PBS 1x.

3. Fijar las células con paraformaldehido al 4% en PBS 1x
durante 30 mina T.A.

4. Lavar 2 veces con PBS 1x e incubar al menos 15 min. con
PBS 1xaT.A.

5. Permeabilizar las células con Triton X-100 0.25% en PBS
1x durante 20 mina T.A.

6.  Lavar 2 veces con PBS 1x

7. Bloquear incubando con suero fetal (FCS) 10% en PBS 1x
45min.a T.A.

8. Incubar con el Anticuerpo Monoclonal diluido en FCS 5%
en PBS 1x durante 2 horas a T.A. (ver condiciones de
uso recomendadas para dilucién. Atencion, el
sobrenadante se suministra listo para usar)

9. Lavar5vecesenPBS 1x5min.a T.A

A partir de aqui, todo en oscuridad

10. Incubar con el  anticuerpo  secundario  anti
Inmunoglobulinas de ratén diluido en PBS 1x-FCS 5%, 30
min.a T.A.

11. Lavarb5vecesconPBS Ix5minaT.A.

12.  Para deteccion de acidos nucleicos, incubar con DAPI (o
ToPro) diluido 1/200 en PBS 1x 20 mina T.A.

13. Lavarb veces con PBS 1x 5 min. a T.A.

14.  Montar las preparaciones utilizando ProLong Left una
nochea T.A.

CARACTERISTICAS/ CHARACTERISTICS

AcM / Isotipo /

Especificidad /

3AH9 19G2p

gP5 (PRRSV EU)

PRESENTACION/ FORMAT

Disponible en dos presentaciones /

CONCENTRACION/

PRESENTACION/ | CANTIDAD/ REFERENCIA /
(aproximada/
Sobrenadante / 5 ml 10-20 pg / ml M.11.PRS.B3AH9
Purificada / 1ml img/ ml M.11.PRS.I3AH9

CONSERVACION/ STORAGE
-20°C
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