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RESUMO: Propõem-se modificações de procedimentos rotineiros de
reações de imunofluorescência indireta. A eluição das amostras de sangue
dessecado contidas em papel-filtro é feita em placas ("godets") com tampas.
Alças de níquel-cromo substituem pipetas capilares para a transferência
de amostras de eluatos para as lâminas de microscopia. Propõe-se uma
técnica rápida e eficiente de lavagem das preparações.

UNITERMOS: Imunofluorescência indireta (técnica) *.
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I N T R O D U Ç Ã O

Tendo um de nós a seu cargo a exe-
cução de reações de imunofluorescência
indireta (RIFI) nos laboratórios da
Superintendência de Saneamento Am-
biental (SUSAM), seguimos inicialmente
a orientação dos laboratórios de pes-
quisa dedicados ao assunto, em nosso
meio. A técnica original foi descrita
por CAMARGO (1966) e as modificações
propostas não alteram sua essência.

As características do nosso serviço
levaram-nos, entretanto, a submeter cada
operação a um estudo crítico, com os
objetivos:

a) simplificar as manipulações;

b) reduzir os custos;

c) aumentar a reprodutibilidade.

As simplificações propostas incidem
sobre as técnicas de eluição, transporte
dos eluatos para as lâminas, demarca-
ção dos espaços onde se dão as reações,
câmaras úmidas, lavagem das prepara-
ções e exame ao microscópio.

MATERIAL E MÉTODOS

a) "Godets" de porcelana do tipo
usado em pintura, medindo 17,5 cm de
comprimento e 11,5 cm de largura, dota-
dos de tampa. Usaram-se os de 21



lugares (concavidades), cada um dos
quais com capacidade situada ao redor
de 0,9 ml. Para a eluição, distribuem-se
20 discos de papel-filtro (contendo as
amostras de sangue) em número corres-
pondente de concavidades dos "godets"
(Fig. 1). Os volumes de solução salina
adequados às diluições desejadas são
transferidos por meio de pipeta gra-
duada.

c) Esmalte de unhas incolor, ao qual
é acrescentado carvão em pó até que
adquira uma cor cinza-escura, passou
a ser usado para delimitar as áreas onde
se colocam os reagentes. Usam-se, ge-
ralmente, na técnica de imunofluorescên-
cia, lamínulas de 25 X 40 mm sob as
quais examinam-se 10 a 15 reações. Pas-
samos a empregar lamínulas de 24 X
32 mm sobre um retículo que limita
20 lugares.

d) Caixas de plástico de 12 cm de
comprimento, 9 cm de largura e 4,5 cm
de altura, com tampa. Dois bastões de
vidro presos em posição horizontal, pa-
ralelos e colocados no mesmo plano a
cerca de 2 cm de distância do fundo da
caixa, servem de suporte para as lâmi-
nas. Esses recipientes podem conter 3
lâminas e são usados como câmaras
úmidas e para a lavagem das prepara-
ções. O processo de lavagem por meio
de imersão, por duas vezes, em solução
salina contida em frascos de Coplin é
pouco eficiente e dispendioso. Mais
compatível com os conhecimentos atuais
sobre o assunto é a técnica que consiste
em recobrir as lâminas, sem retirá-las
das câmaras úmidas, com solução salina,
rejeitada após um minuto. A operação
é repetida por mais duas vezes, perma-
necendo nessas ocasiões o líquido por
dois minutos.

e) Objetiva a seco, de fluorita
(40 X, AN = 0,75) em conjunto com ocular
de campo amplo (10 X). Uma cuidadosa
centragem do sistema de iluminação é
suficiente para compensar, nos aparelhos
modernos, a menor luminosidade dessas
objetivas.

C O M E N T Á R I O S

Freqüentemente executam-se reações
de diversos tipos em placas escavadas.
Custando apenas uma pequena fração
do preço destas, "godets" de vários mo-

b) Alças de fio de níquel-cromo de
0,4 mm de diâmetro nominal (n.° 26
AWG), feitas para conter cerca de 4 mi-
crolitros, usam-se para transferir os
eluatos para os lugares respectivos das
lâminas (Fig. 2). Substituem-se desse
modo as pipetas capilares.



delos e dimensões podem ser facilmente
adquiridos em lojas de artigos para
desenho e pintura. Demos preferência a
um tipo de 21 lugares (o que mais se
aproxima das nossas necessidades),
com tampa.

Pequenas quantidades de líquidos po-
dem ser simples e rapidamente transfe-
ridas por meio de alcas de platina.
Fios de níquel-cromo, usados como maté-
ria prima para o fabrico de resistores,
substituem os de platina. Diversos diâ-
metros podem ser usados. Em nossa
experiência, entretanto, o fio n.° 26
(AWG) mostrou-se o mais adequado.
Um grande número de alças de dimen-
sões razoavelmente uniformes pode ser
confeccionado para o transporte de
eluatos, sendo a lavagem de todas as que
foram empregadas durante uma ou mais
sessões feita de uma só vez, usando-se
solução de detergente comum e água.
A substitutição das pipetas capilares
por alças metálicas resolve o difícil pro-
blema de lavagem, além do de elevada
percentagem de quebra. A dificuldade
do controle de lavagem das pipetas pode

contribuir para o falseamento dos resul-
tados das reações causado por material
que nelas permaneça. A lavagem das
preparações por meio de pequenas quan-
tidades de solução salina renovadas três
vezes é mais eficiente, rápida e econô-
mica do que a anteriormente usada.
É sabido que a eficiência da lavagem
depende muito mais do número de vezes

em que o líquido é trocado do que do
volume deste.

A leitura dos resultados das reações
revela-se mais rápida quando diminuem,
dentro de certos limites, as dimensões
das superfícies retangulares correspon-
dentes a cada caso. Torna-se imprescin-
dível uma distribuição uniforme do

antígeno. O carvão incorporado ao
esmalte impede a difusão da luz excita-
dora sobre a preparação, o que ocorre
quando é usado esmalte vermelho.

As objetivas de imersão projetadas
para microscopia de fluorescência ofe-
recem vantagens inegáveis, sendo reco-
mendável seu emprego em certos tra-
balhos de pesquisa. Leituras em grande
escala podem, sem nenhum inconve-
niente, ser levadas a efeito usando-se
objetivas comuns acromáticas ou, de
preferência, de fluorita, a seco. Desse
modo o óleo de imersão é usado apenas
entre o condensador e a lâmina, não
sendo necessário fixar a lamínula. As
oculares de campo amplo, permitindo ao
microscopista usar a visão periférica,
facilitam o encontro dos elementos fluo-
rescentes e reduzem a fadiga ocular.

Em nosso serviço, as alterações men-
cionadas reduziram o custo de materiais
em mais de 40% para o mesmo número
de reações. Em termos de tempo, a
redução foi da ordem de 30%, sem contar
o aumento do ritmo de leitura.
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SUMMARY: Some simplifications intended for routine operations
included immunofluorescence tests are proposed. The elution of dried
blood samples is performed on test plates (water-color mixing plates, with
a lid) instead of in test tubes. Nickel-chromium wire loops are substituted
for capillary pipettes in transferring eluate samples to microscope slides.
A rapid and efficient washing technique is proposed.
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