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DIAGNÓSTICO VIROLÓGICO PPA: 

IMMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

 

• INTRODUCCIÓN 

La immunofluorescencia directa consiste en la detección del virus de la PPA en órganos o 

vísceras de animales sospechosos de sufrir la enfermedad. 

La técnica se fundamenta en la unión del antígeno viral con anticuerpos específicos 

marcados con  isotiocianato de fluoresceína (FITC). Mediante el microscopio de 

fluorescencia se observan los complejos antígeno-anticuerpo positivos con fluorescencia. 

Esta técnica se utiliza desde 1968 para la detección del virus de la PPA y es capaz de 

detectar el antígeno viral en muestras de órganos de animales infectados.  

 

• MATERIALES Y REACTIVOS NECESARIOS.  

 
• PBS (pH 7,2) 

   NaCl   (Merck 1.06404)   8.0 g 

   KH2PO4 (Merck 1.04873)   0.2 g 

   Na2HPO4 12 H2O (Merck 1.06586) 2.9 g 

   KCl (Merck 1.04936)   0.2 g 

   Agua destilada    1000 ml   

Ajustar el  pH antes de utilizarlo. Conservar a  + 4ºC. 

 

• Impronta de órganos de animales sospechosos de tener la enfermedad y de animales no 

infectados cómo control negativo. 

• Anticuerpos anti-VPPA  marcado con FITC 

• PBS  a pH 7,2 

• Glicerina tamponada 

• Tampón fosfato salino (PBS) pH 7.2 

• Portaobjetos 
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• Microscopio de fluorescencia. 

 

 

• METODOLOGÍA 

 

1. Preparar las improntas de los órganos sospechosos. 

2. Fijar las improntas con calor durante 15 minutos usando una lámpara de calor de 60 

vatios situada aproximadamente  a  20 cm del porta. 

3. Añadir el anticuerpo anti –VPPA marcado con FITC pretitulado previamente. 

4. Incubar en cámara húmeda a 37º durante 30 minutos. 

5. Lavar con  PBS durante 10 minutos. 

6. Añadir glicerina tamponada  pH 8. 

7. Visualizar en microscopio de fluorescencia. 

 

 

• INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS. 

 

La fluorescencia aparece en los cuerpos de inclusión en el citoplasma de las células 

infectadas. Cuando  son tiempos tardíos de infección la fluorescencia parece de forma más 

granular.  
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