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RESUMO - Este artigo tem a intengdo de mostrar qual é o melhor método de coloragdo
para micobactérias. As amostras foram coletadas e processadas pelos métodos de Ziehl-Neelsen
a quente, Ziehl-Neelsen a frio, Ziehl Gabbet e Ziehl-Neelsen com azul de metileno alcalino. Apds
microscopia por cinco pessoas diferentes o método selecionado foi o de Ziehl-Neelsen a frio,

Palavras chave: Coloragio. Micobactéria. Indice baciloscépico.

1 - INTRODUCAO

O género Mycobacterium, da ordem acti-
nomicetalis, compreende bastonetes delgados,
retos ou ligeiramente encurvados, com raras
formas ramificadas (Bier, 0.%).

As micobactérias sdo bacilos alcool-acido
resistentes, aerdbios, ndo esporulados e imo6-
veis. Seu conteudo de lipidios é elevado
(Lennette, E.H.5).

A dlcool-acido resisténcia é demonstrada
pelo método de Ziehl-Neelsen e é baseada no
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fato de que certas bactérias, como os bacilos

de Kock (tuberculose) e o de Hansen (han-
senfase), quando tratados pela fucsina fenica-
da, resistem a descoloracdo subseqiiente por
uma solugdo de acido forte e, assim sendo,
permanecem coradas em vermelho; outras
ndo resistem a descoloragdo e tomam a colo-
racdo de fundo. A acido resisténcia, eviden-
ciada pela coloragdo de Ziehl-Neelsen, esta
definitivamente relacionada a existéncia na
parede celular das micobactérias, de lipidios
fortemente ligados, que resistem a extragao
sucessiva do residuo bacteriano seco com al-
cool / éter e cloroférmio. A integridade fisica
da parede celular é também essencial a acido
resisténcia, pois esta propriedade, se perde
quando as bactérias se desintegram pelo ul-
tra-som (Bier, 0.).

Existem 3 métodos variantes do classico
Ziehl-Neelsen; os métodos de Ziehl-Neelsen
a frio; Ziehl Gabbet e Ziehl-Neelsen com azul
de metileno alcalino (Leiker, D.L. &
McDougall, A.C.”; Brasil®).

Na tuberculose a baciloscopia direta do es-
carro é o método prioritario, porque permite
descobrir as fontes mais importantes de in-
feccdo; os casos baciliferos. Por ser um méto-
do simples e seguro, deve ser praticado em
todos os servicos de salde que disponham de
laboratério (Brasil?).

Segundo Leiker, D.L. & McDougall, A.C.” a
baciloscopia na hanseniase é de grande im-
portancia, como um exame complementar
para o diagnodstico clinico, embora algumas
formas da doenga exibam baciloscopia nega-
tiva. Indicam também a baciloscopia como de
grande valia no diagndstico de hanseniase
virchoviana, em alguns casos de hanseniase
bordeline e na forma indeterminada; no inicio
da doenca para confirmagdo diagndstica e
classificacao; na avaliagdo dos pacientes que
tiveram recaida por ingestdo inadequada do
medicamento ou naqueles com resisténcia
medicamentosa.
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O exame baciloscépico adquiriu uma
maior importancia para a hanseniase, apos a
introducdo pela Organizacdao Mundial da
Salde, em 1981, do esquema terapéutico
multidrogas. Esse esquema classifica os pa-
cientes nas formas paucibaciliferas e multiba-
ciliferas9. O indice bacilar classifica quantitati-
vamente os esfregagcos dos pacientes, segun-
do uma escala logaritmica, que varia de 1+ a
6+, possibilitando ao médico um acompa-
nhamento da evolugdo clinica do paciente. O
exame baciloscépico também nos mostra
quantitativamente a presenca de bacilos inte-
gros (vidveis), que sdo evidenciados intensa-
mente corados, é o indice morfoldgico, que
expressa a quantidade de bacilos integros em
100 bacilos totais.

Apesar de ser um método simples, o exa-
me baciloscépico deve ser executado com to-
do o rigor possivel para que os resultados se-
jam reprodutiveis.

Como até hoje, nenhum trabalho foi reali-
zado com o objetivo de se avaliar qual variante
da coloragdo de Ziehl-Neelsen funciona
melhor nos exames baciloscdpicos de han-
seniase, o objetivo do presente estudo foi o
de demonstrar o melhor método e propor
uma padronizagdo para as unidades de salde.

2 - CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

2.1 - Casuistica.

Esfregagos de 10 pacientes virchovianos
em atividade foram coletados no Hospital
Lauro de Souza Lima, Bauru, estado de Sdo
Paulo, sendo que de cada paciente se coleta-
ram 4 esfregagos de locais diferentes.

2.2 - Material e Métodos

As laminas de cada paciente foram nume-
radas de 2 a 5, sendo que todas as de
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2 foram coradas pelo método de Ziehl-Neel-
sen a quente, as de nimero 3 pelo método de
Ziehl-Neelsen a frio, as de nimero 4 pelo mé-
todo de Ziehl Gabbet e as de nimero 5 pelo
método de Ziehl-Neelsen utilizando o azul de
metileno alcalino. As 5 pessoas que realiza-
ram as leituras desconheciam a origem do
material e o tipo de coloracdo utilizado em
cada esfregago. Os valores atribuidos as colo-
racGes, apos a observagdo foram; (1) ruim; (2)
regular; (3) bom; e (4) étimo.

2.2.1 - Métodos e Coloragao

As técnicas de coloragdo utilizadas segui-
ram as metodologias indicadas nas seguintes
referéncias: a) Ziehl-Neelsen a quente (Bier,
0."); b) Ziehl-Neelsen a frio (Leiker, D.L. &
McDougall, A.C.7); c) Ziehl Gabbet (Bier, 0.%;
Brasil®); d) Ziehl-Neelsen com azul de metile-
no alcalino, (Brasil®).

3-RESULTADOS

2.2.2 - Metodologia estatistica

As comparagOes entre os quatro métodos de
coloragdo, nas varias categorias de respostas
(ruim, regular, bom e 6&timo) foram realizadas
através do teste de Goodman LA >% para
contrastes entre e dentro de proporgoes
multinomiais.

Todas as comparacGes foram realizadas ao nivel
de 5% de significancia. As letras minlsculas
colocadas ao lado das proporgdes servem para
comparagGes entre os métodos de coloracdo
fixadas a categoria de respostas, enquanto que as
mailsculas colocadas abaixo das proporcGes, para
comparagOes entre as categorias de respostas
dentro dos métodos.

Para interpretacdo das letras entenda-se que:
19) duas proporgdes seguidas de uma mesma letra
minudscula numa dada coluna ndo diferem entre si
quanto aos respectivos métodos de coloragdo; 2°)
duas proporcdes seguidas de uma mesma letra
mailscula numa dada linha ndo diferem entre si
quanto as respectivas categorias de resposta.

TABELA 1 - Numero de votos para as categorias de resposta atribuidas pelos cinco leitores para

os métodos de coloragdo.

N Categorlas
Méto- de
dos de Res- RUIM REGULAR BOM OTMO TOTAL
Coloragdo posta
2 26 17 5 2 50
3 2 9 29 10 50
4 7 2 18 23 50
5 17 27 4 2 50
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TABELA 2 - ProporcGes multinomiais das varias categorias de respostas atribuidas pelos cinco

leitores com as quatro variantes de coloragao.

Categorias RUIM REGULAR BOM OTIMO
Meto- de
dos de Res-
Coloragéo osta
2 0,520 c 0,340 bc 0,100 a 0,040 a
B B A A
3 0,040 a 0,180 ab 0,580 b 0,200 ab
A A B A
4 0,140 ab 0,040 a 0,360 b 0,460 b
AB A BC C
5 0,340 bc 0,540 c 0,080 a 0,040 a
B B A A

4 - DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados das Tabelas 1 e 2, evidencia-
ram que as taxas ruim e regular sdao maiores
que as bom e 6timo nos métodos 2 e 5, o
contrario acontecendo quase plenamente nos
outros dois métodos. Além disso, nas respos-
tas bom os métodos 3 e 4 superam os outros
dois, e na 6timo, a superioridade acontece so6
em relagdo ao método 4. Nessas condigdes o
método que melhor respondeu ao nosso ob-
jetivo foi o de nimero 4.

Podemos entdo concluir que o método de

Ziehl Gabbet foi o que melhor respondeu, nas
condigdes do presente estudo, e portanto de-
ve ser utilizado rotineiramente.

Entretanto, do ponto de vista operacional,
como todos os laboratérios de Salde Publica
trabalham tanto com tuberculose como com
hanseniase, e os corantes utilizados no méto-
do de Ziehl Neelsen a quente e a frio sdo os
mesmos, € como o Ziehl-Neelsen a frio foi o
segundo método mais votado, esses labo-
ratoérios poderiam se utilizar do método de
Ziehl-Neelsen a frio tanto na coloragdo de es-
frega-os de hanseniase como de tuberculose.

ABSTRACT - The present paper intends to show what coloration method for
mycobacteria is the better. Samples was assessed and processed by hot Ziehl-Neelsen,
cold Ziehl-Neelsen, Ziehl Gabbet and Ziehl-Neelsen with alkaline metilene blue. After
microscopy by five different persons the method selected were the cold Ziehl-Neelsen.
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