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Resumo: Foi realizada uma comparagdo entre os métodos de microscopia
fluorescente e Ziehl-Neelsen, para evidenciagdo de bacilos dlcool-dcido resistentes

em secreg¢bes pulmonares.

A sensibilidade e especificidade de cada método foram

avaliadas em fungdo da cultura, mostrando que o método fluorescente apresentou
uma diferenga de sensibilidade de 7,28% e 3,17% para as dreas estudadas. As

diferengas cuanto a especificidade foram despreziveis.

positiva entre ambos os métodos.

Houve uma associagdo

UNITERMOS: Tuberculose, diagndstico. Microscopia fluorescente.

INTRODUCAO

O diagndstico bacteriolégico da tuber-
lose, através de laboratério, continua a
depender primariamente de duas atividades:
0 exame microscépico direto (baciloscopia)
e a cultura dos diversos materiais bioldgi-
cos. Entre eles, o primeiro, por ser o
métsdo mais vidvel e exequivel, tem sido o
rais comumente empregado.

Dos métodos de coloragdo conhecidos pa-
ra a identificacdo de bacilos alcool-acidos
resistentes em secre¢oes pulmonares, desta-
cam-se o de Ziehl-Neelsen, introduzido em
1882 e que tem sido considerado o método
de rotina universalmente aceito, e o método

* Apresentado ao XVIIIe Congresso Nacional de Tuberculose e Doengas Respiratérias
nedrio de Camboriu, SC — Novembro, 1977.

fluorescente Hagemarnn

desde 1937.

Inumeras modificacdes tém sido efetuadas
desde a introducdo dos métodos originais
e que visaram basicamente a descoloragéo,
a contracoloracdo (fundo) e a fonte de
energia luminosa Kuper e May1® (1960),
Truant1® (1962), Silver e col.16 (1966),
Suassuna e Pinheiro 17 (1973).

Além das modificagdes de ordem técnica,
inimeros trabalhos comparativos entre os
dois métodos foram realizados, mostrando
que o método fluorescente revela um per-
centual maior de positividade — Bogen3

preconizado por

-— Bal-
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(1941), Freiman e Mokotoff+ (1943),
Truant > (1962), Koch e Cote® (1965),
Silver e col. 1% (1966), Narain '+ (1971). Ja
Oliva ' (1958) notou que o método fluo-
rescente fornece erros por excesso, sendo
portanto um método mais sensivel, porém
pouco especifico.  Outros autores, como
Hirsh e col> (1958), corando a mesma
lamina pelo método fluorescente e pelo de
Ziehl-Neelsen, concluiram pela igualdade de
resultados nos dois métodos. O trabalho de
Lind 1t (1949) mostrou que nao existiu
vantagem entre o método fluorescente e o
de Ziehl-Neelsen e que o primeiro deu
mais falsos positivos. Quanto as mico-
batérias atipicas, Andrade? (1951) sa-
lientou a auséncia de fluorescéncia em
cepas de M. ranae, M. piscium e M. para-
tuberculosis, obtidas de culturas. Joseph e
col. (1967) e Joseph e Houk® (1968) no-
taram que a maioria das cepas do grupo
IV de Runyon (micobactérias de crescimen-
to réapido) foram negativas quando coradas
pela auramina-rhodamina.

A adicdo de rhodamina a auramina foi
introduzida por Hughes em 1946. Matthaei?
(1950) fez algumas modificaches técnicas,
aumentando a concentra¢do dos corantes.
Posteriormente, Kuper e May1v (1960)
aperfeigparam a técnica e estabeleceram o
tempo de contracoloracdo da solugdo de
permanganato de potassio.  Finalmente
Silver e c¢ol.1s (1966) introduziram algu-
mas modificaches no corante e no tempo
de coloracdo, que sdo as usadas ultima-
mente.

A coloracdo fluorescente, segundo a
maioria dos autores, ndo ¢ mais dificil e
tem sido descrita como um método simples,
principalmente quando usado na coloragao
de tecidos e material bacteriolégico:
Mcclure 13 (1653), Kuper e May 1° (1960),
Truant 1> (1962) e Silver e colis (1966).
O custo da aparelhagem, talvez, seja a
linica dificuldade para a introducdo de tal
método na rotina dos diversos laboratorios,
embora pode-se notar, freqiientemente, que
inimeros deles, que possuem tal apareiha-
gem, nio se preocupam em introduzir o

método fluorescente na rotina didaria de
baciloscopia de secre¢hes pulmonares.

Baseados nos diferentes resultados obti-
dos através dos varios estudos comparati-
vos existentes, resolvemos realizar uma
compara¢do entre a coloracdo fluorescente
e o tradicional Ziehl-Neelsen, em secrecdes
pulmonares, obtidas de sintomaticos respi-
ratorios que procuraram os servicos de
saude para diagnostico da tuberculose
pulmonar em duas 4areas programaticas.
Alguns aspectos relativos ao método fluo-
rescente propriamente dito foram também
salientados.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de escarro de
294 e 301 sintomaticos respiratorios que
compareceram, respectivamente, ao Servigo
de Tisiologia do Centro de Saude “Geraldo
de Paula Souza” Area (1) e do Dispensario
de Tuberculose do Ipiranga da Associagio
dos Sanatorinhos de “Campos do Jordac”
Area (2) para diagnostico da tuberculose
pulmonar.

O material foi coletado no proprio domi-
cilio, sendo recomendada a primeira amos-
tra matinal, que era trazida imediatamente
apos a colheita, ao laboratorio.

Foram realizados dois esfregacos corres-
pondentes a cada material e corados res-
pectivamente pelo método de Ziehl-Neelsen
e fluorescente. O método fluorescente
obedeceu ao preconizado por Kuper e May?®
(1960) e modificado por Silver e col1%
(1966) que consiste no seguinte:

Auramina ........... 1,5 grs.
Rhodamina .......... 0,75 grs.
Glicerol ............ 75,0 ml.
Fenol .............. 10,0 ml.
Agua destilada ....... 50,0 ml.

A coleragdo foi elaborada a 37°C por
30 min. A descoloracdo foi efetuada por
10 min. com a seguinte solucio:

HCl ............... 0,5 ml.
Alcool etilico-T0% 99,5 ml.
NaCt . .. ... ... 0,5 grs.
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A contracoloragdo (fundo) foi feita com
solucdo de permanganato de potassio 0,5%,
por 2 min.

Os esfregacos corados pelo método de
Ziehl-Neelsen foram examinados por técni-
cos diferentes, pertencentes respectivamente
as Areas (1) e (2). J& os esfregagos
corados pelo método fluorescente foram
examinados por um terceiro técnico e con-
firmados pelo técnico da Area (1).

A aparelhagem empregada para colora-
¢do fluorescente foi um  microscopio
“NIKON” modelo F.L.S, binocular, com
objetivas acromaticas de 10 x 0,25, 40 x
0,65 e 100 x 065 (imersdo), diafragma
iris, oculares de grande campo, condensador
cardidide de campo escuro e sistema de
iluminacdo com combustdo de mercirio
HBO 200. O sistema de filtros consistiu em
filtros excitadores BV 3mm e filtros de
absorcdo amarelo Y51.

A descontaminacdo do material foi efe-
tuada através do método de Darzins e a
cultura foi realizada em 3 tubos de meio de
Lowesnsteins-Jensen, observados semanal-
mente e mantidos durante 60 dias, nos
casos negativos.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os dados referentes a ambas as dreas
foram analisados para se conhecer a
associacido existente entre o0s métodos de
coloracdo fluorescente e Ziehl-Neelsen. A
sensibilidade e especificidade de cada méto-
do foram avaliadas frente aos resultados
obtidos das culturas das amostras em meio
seletivo para crescimento de micobactérias.

(| 42x247T —5x 0] —

De acordo com a tabela de associagio,
temos para ambas as areas:

Ziehl- |
Neel-en

+ — Total
Fluores-
céncia
Positiva a b a4+ b
Negativa ¢ d ¢+ d
Total a+c b+d a+bdctd

onde x2 pode ser calculado através da for-
mula salientada em Berqué? (1970):

(] ad — bec | — n/2)2n

Xz =

© (a+b) (¢c+d) (a+c) (b+d)

Os resultados da associacdo sdo mos-
trados respectivamente nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1
Numero de casos segundo os resultados
apresentados pelos métodos de Ziehl-
Neelsen e fluoresente na Area (1), Séo
Paulo-1977.

Ziehl-
Neelsen

+ —_ Total
Fluores-
cente
Positivo 42 5 47
Negativo 0 247 247
Total 42 252 294
294
)2 x 294
2
- = 257,51

(42) (252) (4T) (247)

x2 critico = 10,827 com um grau de liberdade e « = 0,001%.
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TABELA 2

Numero de casos segundo o0s

resultados apresentados pelos

métodos de Ziehl-

Neelsen e fluorescente na Area (2), Sido Paulo-1977.

Ziehl-
Neelsenl

Fluores-

cente [
Paositivo 39
Negativo 1
Total 40

— Total
6 45

255 256

261 301

(39 x 255 — 6 x 1

— 301/2)2 x 294

X =

= 247,27

(45) (40) (261) (256)

X2 critico =
mostrando que em ambas as &reas existe
uma associacdo positiva, ou seja, que am-
bos os métodos podem ser usados indife-
rentemente,

Verificando-se que existit uma associa-
¢do positiva, passou-se entdo ao teste da
sensibilidade (S) e especificidade (E) dos
métodos. Os resultados positivos e nega-
tivos verificados pelos métodos de coloragéo
foram confrontados com a cultura, por ser
0 método de maior sensibilidade e especi-
ficidade. A sensibilidade (S) foi calculada

mediante a férmula:

a

a4 ¢

e a especificidade (E) foi calculada me-
diante a férmula:

x 100

d

E = x 100

b+ d

As Tabelas 3 e 4 mostram tais compa-
raches:

10,827 com um grau de liberdade e « = 0,001 %

TABELA 3

Numero de casos segundo resultados
obtidos pela cultura e método de Ziehl-
-Neelsen na Area (1), Sdo Paulo-1977.

\ Cultura

|
+ — ‘ Total
|
Ziehl \ |
Positivo 40 2 42
Negativo 15 237 252
Total 55 239 204
S = 7272% E = 99,167
TABELA 4
Numero de casos segundo resultados

obtidos pela cultura e método fluorescente
Area (1), Sao Paulo-1977.

~ Cultura |

1 + — ’ Total
Fluorescente ‘
Positivo 44 3 47
Negativo 11 236 247
Total 55 239 294
S = 80,0% E = 9874%
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TABELA 5
Numero de casos segundo resultados
obtidos pela cuitura e método de Ziehl-
Neelsen na Area (2), Sdo Paulo-1977.

Cultura |
+ — Total
Ziehl
Positivo 32 7 39
Negativo 31 231 262
Total 63 238 301
S = 50,79% E = 97,05%
TABELA §
Numero de casos segundo resultados

obtidos pela cultura e método fluorescente
Area (2), Sdo Paulo-1977.

AN

Cultura

D N P

Total
Fluorescen\
Positivo 34 10 44
Negativo 29 228 257
Total 63 238 301
S = 53,%6% E = 95,79%

As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados
obtidos comparando-se as coloracbes de
Ziehl-Neelsen e fluorescente na Area (1).

Na Tabela 3 verificou-se que os casos
positivos, com respectiva cultura positiva,
fornecidos pelo método de Ziehl-Neelsen,
totalizaram 40 casos; 15 casos foram nega-
tivos ao método e positivos a cultura, dan-
do portanto uma sensibilidade frente &
cultura de 72,72%. O método fluorescente
(Tabela 4) forneceu-nos 44 casos positivos
tanto a baciloscopia como a cultura, e 11
casos negativos & microscopia e positivos
a cultura, dando uma sensibilidade frente a

254

cultura de 80,0%. Portanto, houve uma
diferenca de sensibilidade entre os métodos
de 7,28%.

Houve 2 e 3 casos positivos respectiva-
mente 4 coloragdo de Ziehl-Neelsen e a
fluorescente e negativos a cultura (“falsos
positivos”) dando uma especificidade quan-
do comparados a cultura de 99,16% e
98,74%, com uma diferenca de 0,42% entre
eles.

Os resultados obtidos na Area (2), mos-
tram 32 Ziehl positivos, com cultura posi-
tiva e 31 casos Ziehl negativos e cuitura
positiva (Tabela 5) resultando numa sensi-
bilidade do método frente a cultura de
50,79%. Ja o método fluorescente forneceu
34 positivos com cultura positiva e 29 casos
negativos com cultura positiva, resultando
numa sensibilidade do método frente a
cultura de 53,969%. Verificou-se, portanto,
uma diferenca de sensibilidade de 3,17%
em favor do método fluorescente. A espe-
cificidade frente a cultura foi de 97,05% e
95,799 respectivamente para os métodos de
Ziehl-Neelsen e fluorescente,

Comparando-se a sensibilidade de ambos
os métodos, de acordo com a respectiva
area, verificou-se que a diferenca de sensi-
bilidade do método de Ziehl-Neelsen da
Area (1) para a Area (2) foi de 21,93%.
A diferenca observada quanto ao método
fluorescente entre as duas areas foi de
26,04%. Embora ndo sejam objeto deste
estudo, tais diferencas sfo significativas e
devem ser posteriormente pesquisadas; tal-
vez essa diferenca possa ser atribuida a
amostra (material inadequado, como por
exemplo: saliva) ou a selecdo de pacientes,
com periodo de duragdo de sintomatologia
respiratéria inferior ao preconizado. Foram
afastadas hipdteses quanto a técnica de
coloracdo e microscopia, porque as sensi-
bilidades dos métodos de Ziehl e fluores-
cente estiveram em torno de 72,72% e
80,0% na Area (1) e 50,79% e 53,96% na
Area (2).

Os resultados encontrados nas Areas (1)
e (2) estdo proximos dos obtidos por
Freiman e Mokotoff+ (1943), que encon-
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traram diferencas de positividade em favor
do método fluorescente de 3 e 4% para os
exames direto e homogeneizado. Koch e
Cote ® (1965) demonstraram vantagem de
8,29 a favor da fluorescéncia em secre¢es
pulmonares. Narain e col.1* (1971) obti-
veram uma diferenca de 109 em amostras
de 12 horas. Discordante destes resultados,
estdo apenas Bogen3s (1941), que encon-

trou diferencas de positividade em maior
grau, seja, 20%; Hirsh e col.5 (1958) e
Holst e col.® (1959), que concluiram ndo
haver diferencas entre os dois métodos.

Nas amostras positivas o grau de inten-
sidade bacilar variou segundo as areas, nas
seguintes propor¢des, como mostra a Ta-
bela 7.

TABELA 7
Numero e percentual de casos segundoa intensidade bacilar e area de estudo, Sdo

Paulo-1977.

Intensidade
bacilar

|

+ ++ +++ ‘ Total
Area !
1 10-24,399¢ 20-48,78 % 11-26,83% 41-100%
2 9-23,08% 18-46,15% 12-30,77% 39-1009%
Total 19-23,75% 38-47,50% 23-28,75% 80-100%

Notou-se que as intensidades bacilares
distribuiram-se respectivamente nas Areas
(1) e (2) em numeros e percentuais prati-
camente idénticos.

Quanto a observacdo das laminas cora-
das, 0 método de Ziehl-Neelsen preconiza
o uso de condensador de campo claro e
objetiva de imersdo, obrigando o observa-
dor a um tempo maior de leitura, em vir-
tude do grande numero de elementos celu-
lares presentes e que sdo corados em azul.
O método fluorescente usa condensador de
campo escuro e a observacdo das laminas
contracoradas com permanganato de potas-
sio mostram, geralmente, apenas os bacilos
alcool-acido resistentes, cuja imagem ama-
relo-avermelhada fluorescente é vista sobre
um fundo negro.

O encontro de bacilos alcool-acido resis-
tentes em secre¢des pulmonares cuja inten-
sidade bacilar varia entre ++ e 44+ ¢
instantdneo (cerca de 10 segundos), en-

quanto yue no Ziehl-Neelsen este tempo
varia de 2 a 5 min. Isto se deve ao uso
de objetiva de pequeno aumento, que tem
uma amplitude de campo 10 vezes maior
quando comparada a objetiva de imersao.

Nos materiais paucibacilares este tempo
de observacio das laminas, pelo método de
Ziehl-Neelsen, aumenta sensivelmente.
Conseguiu-se percorrer de 1.000 a 2.000
campos microscopicos em menos de 3 min.
Isto torna o método fluorescente recomen-
davel a laboratérios que tenham uma roti-
na diaria nio inferior a 50 laminas. Tem-
se necessidade, no entanto, de observar um
numero consideravel de laminas (cerca de
500) antes de se colocar 0 método em uso.
Isto permitirda ao observador ganhar con-
fianca na identificagdo dos bacilos em
pequeno aumento. Tal treinamento pro-
porcionarda ao observador decidir entre
artefato e bacilo ,evitando-se assim cons-
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tantes reconfirma¢fes em aumentos maiores
e conseqiiente perda de tempo.

O método ¢é simples e a coloragdo nao
trouxe nenhum problema para ser implan-
tada. Na focalizacdo da ldmina usou-se
sobre o condensador uma gota de glicerol
ou 6leo mineral, que mostraram nao emitir
fluorescéncia.  Os filtros excitadores BV
(de 3 e 4mm) foram empregados juntos
ou isoladamente. Nio houve necessidade de
se usar filtros excitadores UV.

A contracoloracdo (fundo) com solugdo
de permanganato de potdssio néo foi usada
mais de 2 min. Observou-se (ue tempos
de 3 e 4 min. reduzem substancialmente a
imagem fluorescente.

Observou-se auséncia de tluorescéncia em
esfregacos obtidos de culturas de Psendo-
monas, Proteus, Enterobacter, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Escherichia  coli,
Streptococcus pyogeites.

QQuanto a aparelhagem, tem-se que levar
em conta que o microscépio fluorescente
custa de 6 a 7 vezes mais que o microsco-
pio comum. A manutencdo do aparelho do
aparelho fluorescente obriga a substituicdo
da lampada de vapor de mercurio a cada

200 horas, cujo custo é consideravel. O

método seria perfeitamente recomenddvel a
laboratérios que ja possuam tal aparelha-
gem,

CONCLUSOES

| — Existe uma associacdo positiva entre os
métodos de coloracdo fluorescente e
Ziehl-Neelsen.

2 — As diferengas entre os métodos guanto
a sensibilidade foram: 7,28% e 3,17¢%
em favor do método fluorescente nas
duas &reas estudadas.

3 — As diferencas dos métodos quanto a
especificidade foram despreziveis em
ambas as 4reas.

4 — O método fluorescente, para coloragéo
de micobactérias, é perfeitamente reco-
mendavel a laboratérios centrais, regio-
nais ou aqueles que ja possuam apare-
lhagem adequada.
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ABSTRACT: A comparison between fluorescent microscopy and the Ziehl-
Neelsen methods for evidencing resistant acid-fast bacilli in pulmonary secretions
was drawn. Sensibility and specificity of each one were evaluated according to

the results of the sputum culture examination.
a variety in sensibility of 7.289 and 3.17% in the studied areas.

in specificity were insignificant.
two methods.

The fluorescent method showed
The differences

There was a pgsitive association betweer the

UNITERMS: Tuberculosis, diagnosis. Microscopy, fluorescence.
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