Teste rapido de imuno-histoquimica: uma nova
ferramenta para o diagnostico da raiva
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“Estudo comparativo da sensibilidade e especificidade do
teste rapido de IHQ com a técnica de imunofluorescéncia
direta para o diagnostico da raiva”.
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Laboratorios de Imuno-histoquimica e Virologia
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Desenho do Estudo

» As amostras utilizadas no estudo foram provenientes da Secdo de Diagndéstico da Raiva do
Instituto Pasteur, Sdo Paulo, as quais foram colhidas para fins diagndsticos e, posteriormente

processadas de forma a compor o material para esse estudo.
> Aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Pasteur de Sdo Paulo — CEUA,
Séo Paulo, sob o protocolo n°® 04/2014.




/"\ '
() VIII Semindrio do Dia Mundial contra a Raiva
J

Do RSTER

Hipocampo

Mesencéfalo

Ponte

encefalicq

Bulbo

Cerebelo




VIII Semindrio do Dia Mundial contra a Raiva
INSmroTomsTELR
Desenho do Estudo

Identificac&o da
AMOSTRA

Identificacdo da
\ AMOSTRA

LAMINA PARA
IMUNOFLUORESCENCIA

LAMINA PARA
IMUNO-
HISTOQUIMICA

DIRETA




P

((3’) VIII Semindrio do Dia Mundial contra a Raiva

X

TR

TESTE RAPIDO DE IMNUNO-HISTOQUIMICA

1. Ezalizacio dos impriais dos frasmentos de SO am laminas de vwidro silanizadas & retirado
o exoasso levernants com papeal de filtro;

2. Secapsm das laminas por dois minutos 4 temperatnra ambisnts;

3. Imesrsao das laminas em solugdo fixadora de formoeol a 10% tamponado a4 temperatiara
ambisnte durants 10 minutos;

4. Lavapsm das laminas em PES pH 7.4 por dois minutos;

5. Blogusio de peroxidasse endogsna com peroxido de hidrogdnio 10 wvolumes a 2% por duas
vazas de 10 minutos ac abriso da Iu=;

6B. Lavapsm das laminas em PES pH 7.4 por dois minutos;

7. Blogusio de proteinas insspecificas com solugio dea ledite desnatado {(Mdolico®, MNastla} a
10%% durants 15 minutos a temperatura ambisnta;

E. Incubagio das laminas com anticorpo primmartio policlonal anti-proteinas totais do wirus da
raiva em uma titulagio da 1:150 por 13 minutos 4 tempearatura ambianta;

9. Imcubacio das laminas com o sistema de dstecgio EnlFision-HEP (DakoCwrtomation,
Casrpinteria_ Ca& 1ISA cod. E4007) pronto parauso por 15 minutos 4 temperatinra ambisnta;
10. Lavarem das laminas em PES pH 7.4 por dois minutos;

11. Esvealacio das laminas com o cromogsno diaminobenzidina por cerca d= 30 a 60
serundos;

1Z2. Lavarpsm das laminas erm apna destilada por trés vezas de dois minutos & contracoloracio
com hematoxilina d= Harris por dois minutos.

13. Secapsm das laminas a4 temperatinra ambisnts & montapesm com glicerina/PES pH 7.4 a
50%0.

14. hianter as laminas refrigsradas.

Tempo de reacio: 1 hora & 30 minutos
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Desenho do Estudo

Espécie animal
Lobo-guara
Gamba
Sagui
Morcego
Equino
Bovino
Gato
Cao

Bovino Equino Morcego Sagui Gamba Lobo-guard
37 25 18 2 1 1
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v" Avaliacao dos resultados da leitura das laminas —
técnica de IFD e teste rapido de IHQ

v" Analise estatistica dos dados

v' Elaboracéao do artigo para submissao a publicacéo



NEGRI—

Centro de referéncia nacional e internacional
no controle e vigildncia da raiva e, mais recentemente designado
como um centro colaborador da OMS, onde dentre suas agoes,
deve colaborar no diagndstico da raiva em humanos e em animais
e, no treinamento para este diagnostico, é de suma importincia o
aprimoramento, a inovagdo e/ou a implementagdo de métodos
diagnosticos mais sensiveis e especificos.
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Grata pela atengdo,
Fernanda Guedes

Laboratorios de Imuno-histoquimica e Sorologia — Instituto Pasteur

e-mail:

“Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende
0 que ensina .




