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REesumo:

Propbem-se modificacoes de procedimentos rolineiros de

reagbes de imunofluorescéncia indireta. A elui¢cGo das amostiras de sangue
dessecado contidas em papel-filiro é feita em placas (“godets”) com tampas.
Alcas de niquel-cromo substituem pipetas capilares para a transferéncia

de amostras de eluatos para as laminas de microscopia.

Propde-se uma

técnica rdpida e eficiente de lavagem das preparagdes.

UNITERMOS:

Imunofluorescéncia indireta (técnica)*.

INTRODUGCAO

Tendo um de nés a seu cargo a exe-
cucdo de reagdes de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) nos laboratdrios da
Superintendéncia de Saneamento Am-
biental (SUSAM), seguimos inicialmente
a orientacdo dos laboratérios de pes-
quisa dedicados ao assunto, em nosso
meio. A técnica original foi descrita
por Camarco (1966) e as modificacOes
propostas nao alteram sua esséncia.

As caracteristicas do nosso servico
levaram-nos, entretanto, a submeter cada
operacdo a um estudo critico, com os
objetivos:

a) simplificar as manipulagdes;

*

b) reduzir os custos;
c¢) aumentar a reprodutibilidade.

As simplificacdes propostas incidem
sobre as técnicas de eluicdo, transporte
dos eluatos para as lidminas, demarca-
¢do dos espacos onde se ddo as reagdles,
camaras Umidas, lavagem das prepara-
¢Oes e exame a0 microscopio.

MATERIAL: E METODOS

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 0s de 21
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lugares (concavidades), cada um dos
quais com capacidade situada ao redor
de 0,9 ml. Para a eluicdo, distribuem-se
20 discos de papelfiltro (contendo as
amostras de sangue) em numero corres-
pondente de concavidades dos “godets”
(Fig. 1). Os volumes de solugdo salina
adequados as diluigbes desejadas s&o
transferidos por meio de pipeta gra-
duada.

Fig. 1 — RIFI: algumas modificacées de sua
técnica.

b) Alcas de fio de niquel-cromo de
04 mm de didmetro nominal (n° 26
AWG), feitas para conter cerca de 4 mi-
crolitros, usam-se para transferir os
eluatos para os lugares respectivos das
laiminas (Fig. 2). Substituem-se desse
modo as pipetas capilares.

o o e

Fig. 2 — RIFI: algumas modificacées de sua
técnica.
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¢) Esmalte de unhas incolor, ao qual
€ acrescentado carvio em pé até que
adquira uma cor cinza-escura, passou
a ser usado para delimitar as dreas onde
se colocam oOs reagentes. Usam-se, ge-
ralmente, na técnica de imunofluorescén-
cia, laminulas de 25 X 40 mm sob as
quais examinam-se 10 a 15 reacdes. Pas-
samos a empregar laminulas de 24 X
32 mm sobre um reticulo que limita
20 lugares.

d) Caixas de pldstico de 12 cm de
comprimento, 9 cm de largura e 4,5 cm
de altura, com tampa. Dois bastdes de
vidro presos em posicdo horizontal, pa-
ralelos e colocados no mesmo plano a
cerca de 2 cm de distancia do fundo da
caixa, servem de suporte para as lami-
nas. Jsses recipientes podem conter 3
laminas e sfo usados como cAmaras
umidas e para a lavagem das prepara-
¢oes. O processo de lavagem por meio
de imersfo, por duas vezes, em solucgio
salina contida em frascos de Coplin €
pouco eficiente e dispendioso. Mais
compativel com os conhecimentos atuais
sobre o assunto € a técnica que consiste
em recobrir as laminas, sem retird-las
das camaras umidas, com solucio salina,
rejeitada apds um minuto. A operacdo
é repetida por mais duas vezes, perma-
necendo nessas ocasides o liquido 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 iluminacio é
suficiente para compensar, nos aparelhos
modernos, a menor luminosicdade dessas
objetivas.

COMENTARIOS

Iregilentemente  executam-se reacgdes
de diversos tipos em placas escavadas.
Custando apenas uma pequena fracido
do preco destas, “godets” de vdrios mo-
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delos e dimensdes podem ser facilmente
adquiridos em lojas de artigos para
desenho e pintura. Demos preferéncia a
um tipo de 21 lugares (o0 que mais se
aproxima das nossas necessidades),
com tampa.

Pequenas quantidades de liquidos po-
dem ser simples e rapidamente transfe-
ridas por meio de algas de platina.
Fios de niquel-cromo, usados como maté-
ria prima para o fabrico de resistores,
substituem os de platina. Diversos dia-
metros podem ser usados. Em nossa
experiéncia, entretanto, o fio n° 26
(AWG) mostrouse o mais adequado.
Um grande nimero de alcas de dimen-
sOes razoavelmente uniformes pode ser
confeccionado para o transporte de
eluatos, sendo a lavagem de todas as que
foram empregadas durante uma ou mais
sessbes feita de uma sé vez, usando-se
solucdo de detergente comum e &gua.
A substituticio das pipetas capilares
por alcas metdélicas resolve o dificil pro-
blema de lavagem, além do de elevada
A dificuldade

de controle de lavagem das pipetas pode

percentagem de quebra.

contribuir para o falseamento dos resul-
tados das reagbes causado por material
que nelas permanega. A lavagem das
preparagbes por meio de pequenas quan-
tidades de solucdo salina renovadas frés
vezes ¢é mais eficiente, rapida e econd-
mica do que a anteriormente usada.
E sabido que a eficiéncia da lavagem

depende muito mais do nuimero de vezes

em que o liquido € trocado do que do
volume deste.

A leitura dos resultados das reacdes
revela-se mais rdpida quando diminuem,
dentro de certos limifes, as dimensdes
das superficies retangulares correspon-
dentes a cada caso. Torna-se imprescin-
divel uma distribuicio uniforme do
antigeno. O carvao incorporado ao
esmalte impede a difusdao da luz excita-
dora sobre a preparacido, 0 que ocorre

quando € usado esmalte vermelho.

As objetivas de imersio projetadas
para microscopia de fluorescéncia ofe-
recem vantagens inegdveis, sendo reco-
menddvel seu emprego em certos tra-
balhos de pesquisa. Leituras em grande
inconve-

escala podem, sem nenhum

niente, ser levadas a efeito usando-se
objetivas comuns acromdticas ou, de
preferéncia, de fluorita, a seco. Desse
modo o 6leo de imersdo € usado apenas
entre o condensador e a lamina, nio
sendo necessdrio fixar a laminula. As
oculares de campo amplo, permitindo ao
microscopista usar a visdo periférica,
facilitam o encontro dos elementos fluo-

rescentes e reduzem a fadiga ocular.

Em nosso servico, as alteracdes men-
cionadas reduziram o custo de materiais
em mais de 40% para o mesmo nimero
de reacdes. Em termos de tempo, a
reducao foi da ordem de 30%, sem contar
0 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.

UniterMs: Fluorescence antibody technic *.
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