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RESUMO — A identificação do M. leprae, em material obtido de lesões cutâneas de
pacientes suspeitos ou doentes de hanseniase, é fundamental nas atividades de controle da
endemia. E feita com coloração da linfa proveniente das lesões, espalhada em lâmina, pelo
método de Ziehl-Neelsen. Dada a escassez de muco nas preparações rotineiras a técnica
teve de ser modificada com alcalinização prévia do azul de metileno. Tal modificação,
embora melhorando as possibilidades de uso do Ziehl-Neelsen, apresenta inconvenientes de
ordem prática, como os decorrentes da metacromasia e precipitação do corante. A coloração
de fundo se apresenta, então, arroxeada, dificultando a visualização do bacilo corado em
vermelho. A precipitação reduz o tempo de uso do corante. Os autores, após demonstrar tais
inconvenientes, propõem alteração técnica denominada de "alcalinização concomitante" que,
basicamente, consiste em adicionar poucas gotas de solução de hidróxido de sódio, a
1:500, sobre a coloração clássica, no momento de sua execução. Obtém-se assim: a)
maior tempo de uso do corante; b) ausência de precipitado em lâmina; c) evidenciação
mais fácil do substrato; d) contraste maior entre o substrato e a coloração do bacilo.
Recomendam o uso da variante técnica proposta na rotina, principalmente nas
preparações com material escasso ou de controle terapêutico.

Palavras chave: Mycobacterium leprae. Coloração de fundo.

1 INTRODUÇÃO

Nos programas de controle da ende-
mia hanseniase a pesquisa do Mycobac-
terium leprae é peça fundamental. Sua
detecção é feita, de rotina, corando-
se a linfa obtida das lesões ou o
esfregaço do muco nasal pela técnica
de Ziehl-Neelsen.

Fundamentalmente, nos Serviços Pú-
blicos de Saúde, observa-se que a colo-
ração vem sendo feita seja pela técnica
original, seja em variante com alcalini-
zação prévia da solução contraste de azul
de metileno.

Embora aceitáveis, estes procedimen-
tos apresentam dificuldades maiores
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se admite que o processo de policroma-
sia ocorra livremente em soluções alca-
linas sem adição de oxidante, acelerado
pelo aumento do pH e por aquecimento.
Assim, o azul de metileno de policromo
seria a mistura de azul de metileno, na
forma original, com azure A e azure B.

Com o uso, na rotina, de azul de me-
tileno previamente alcalinizado, na rea-
lidade estamos utilizando o azul de po-
licromo, que proporciona coloração de
fundo arroxeada, dificultando a identi-
ficação do bacilo.

Além disso, este corante azul alcali-
nizado se precipita com facilidade, mos-
trando em lâmina grumos que reduzem
substancialmente a nitidez da prepara-
ção2,9,10.

Tendo em vista esta dificuldade, pro-
curamos introduzir modificação técnica
na coloração que permitisse identifica-
ção mais fácil do esfregaço e um con-
traste maior com relação aos bacilos,
principalmente para as preparações
paucibacilares.

2 METODOLOGIA

2.1 Preparou-se solução aquosa de
azul de metileno a 1%, repartida em
quatro balões contendo:

Balão "A" — solução original, expos-
ta à luz;

Balão "B" — solução original, man-
tida ao abrigo da luz;

Balão "C" — solução original adicio-
nada de 1 ml de solução de hidróxido
de sódio a 1%, para cada 100 ml, ex-
posta à luz;

Balão "D" — solução idêntica à do
"C", mantida ao abrigo da luz.

Os balões foram examinados sema-
nalmente, durante quatro semanas,
para observação de possíveis alterações.
2.2 Foram preparados esfregaços
quando o material, por razões várias, se
apresenta mais escasso ou mais espesso
ou quando o número de bacilos é redu-
zido.

A técnica original usa como corante
de fundo uma solução aquosa de azul
de metileno. No material com
substrato mucoso, como por exemplo
no escarro, a assimilação do corante é
boa, permitindo assim contraste de
fundo que auxilia a visualização com
facilidade da micobactéria, corada em
vermelho1,3,5,12,13 No entanto, quando
o substrato é a linfa, liquor, etc ..., há
dificuldade de assimilação e nas
preparações se torna mais difícil a
visualização do esfregaço.

Na rotina, com numerosas lâminas a
serem lidas, isto implica perda de
sensibilidade e, assim, possibilidade
maior de falsos resultados negativos.

No intuito de evitar tais inconvenien-
tes, a prática diária introduziu a alca-
linização prévia do azul de metileno,
medida aceita por inúmeros autores
1,4,7,11tal procedimento obtém-se uma
identificação melhor do esfregaço, por
maior assimilação deste pelo con-
tracorante alcalinizado.

Na rotina laboratorial, incorpora-se
à preparação do azul de metileno uma
solução de hidróxido de sódio ou de
potássio. Assim preparado, o corante é
distribuído às bancas de trabalho, para
utilização no tempo, maior ou menor,
segundo o movimento do laboratório.

Ora, em 1891, Unna preconizava a
utilização do azul de metileno de poli-
cromo, obtido por ele a partir da alca-
linização de uma solução de azul de
metileno. Mallory8 a este preparado de-
nomina "solução de azul de metileno
alcalina velha". Na realidade uma oxi-
dação lenta se processa, tendo como
produto final combinação de azul de
metileno, metil violeta e vermelho de
metileno. Este processo pode ser acele-
o pelo aquecimento. Modernamente6
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dróxido de sódio em 100 ml de água
destilada), no momento da coloração.
A mistura deve ser homogeneizada,
provocando deslocamentos de ar sobre
o líquido utilizando-se de uma pipeta
vazia (ou outro objeto similar). Deixar
agir por 1 minuto. Lavar em fino fio
de água corrente incidindo fora do
esfregaço. Secar à temperatura am-
biente.

3 RESULTADOS

Após a primeira semana de repouso,
foi observada a presença de precipi-
tado, tanto disperso como aderido à
parede, nos balões contendo o alcalini-
zante (balões "C" e "D") . Fato que
não foi alterado pela exposição ou
não à luz natural, mantendo-se mesmo
após um mês. Nos balões sem
alcalinizante (balões "A" e "B") não, foi
notada a presença de qualquer
precipitado nos mesmos períodos de
observação (Figura 1).

Quanto à observação macroscópica
das três lâminas coradas segundo as
técnicas I, II e III, descritas anterior-
mente, verificou-se que na lâmina
onde foi utilizado o azul de metileno
não alcalinizado não houve boa assi-
milação do corante, dificultando a vi-
sualização do esfregaço. Na lâmina co-
rada pelo azul de metileno previamente
alcalinizado observou-se boa assimila-
ção, porém com uma distorção na to-
nalidade do corante, que se apresentou
arroxeado. Na terceira lâmina, corada
pelo método de alcalinização concomi-
tante, proposto por nós, observou-se
boa assimilação do corante sem altera-
ção de sua tonalidade (Figura 2).

Microscopicamente observamos na
primeira lâmina, sem alcalinizante,
ausência de coloração do substrato, o
que dificultou a focalização do esfre-
gaço, apesar de apresentar bacilos bem
obtidos do mesmo local (lobo da ore-
lha) de um paciente portador de han-
seníase de forma "V" e virgem de
tratamento. Os esfregaços foram co-
rados por três técnicas diferentes que
descrevemos a seguir.

As fases de coloração primária e
descoloração foram comuns às três
técnicas utilizadas. Modificou-se ape-
nas a etapa de coloração de fundo do
método de Ziehl-Neelsen:

a) Cobrir a lâmina, previamente
fixada com carbofucsina de Ziehl.
Aquecer lentamente até emissão de va-
pores. Repetir esta operação por mais
duas vezes, aguardando a cessação dos
vapores entre um aquecimento e outro,
tomando a precaução de não deixar
que o líquido entre em ebulição ;

b) lavar em fino fio de água cor-
rente incidindo fora do esfregaço;

c) imergir rapidamente em solução
de álcool-ácido clorídrico a 3%; lavar
em seguida em fino fio de água cor-
rente incidindo fora do esfregaço, re-
petir esta etapa, caso necessário, uma
ou duas vezes, até que não haja mais
remoção do corante.

2.2.1 Técnica I: Cobrir a lâmina
com uma solução aquosa de azul de
metileno a 1% durante 1 minuto. La-
var em fino fio de água corrente inci-
dindo fora do esfregaço. Secar à tem-
peratura ambiente.

2.2.2 Técnica II: Cobrir a lâmina
com solução aquosa de azul de metileno
a 1% adicionada, previamente, de 1 ml
de solução de hidróxido de sódio a 1%,
para cada 100 ml, durante 1 minuto.
Lavar em fino fio de água corrente
incidindo fora do esfregaço. Secar à
temperatura ambiente.
2.2.3 Técnica III: Cobrir a lâmina
com uma solução aquosa de azul de
metileno a 1%, adicionada de quatro
a seis gotas de uma solução de hidró-

xido de sódio a 1:500 (200 mg de hi- corados (Figura 3).
ansen. Int., 7(2):88-94, 1982
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FIGURA 1 — O balão que apresenta precipitado aderido à parede, contém a solução de azul-de-metileno,
aquosa, a 1 %, adicionada de solução de hidróxido de sódio. O outro balão, que não
apresenta precipitado, contém a solução sem o alcalinizante.

FIGURA 2 — Três lâminas de material obtido de um mesmo paciente de hanseníase, forma "V". Coradas
pelo Ziehl-Neelsen segundo as técnicas: 1, a lâmina com esfregaço francamente corado;
II, a lâmina com esfregaço corado em tom arroxeado e III, a lâmina com esfre-gaço
corado em azul.
Hansen. Int., 7(2):88-94, 1982
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FIGURA 3 — Material de lesão obtido de paciente de hanseníase, forma "V", mostrando M. leprae corado
pelo Ziehl-Neelsen, com o fundo corado segundo a Técnica I. 100x.

FIGURA 4 — Material de lesão obtido de paciente de hanseníase, forma "V", mostrando M. leprae
corado pelo Ziehl-Neelsen, com o fundo corado segundo a Técnica II. 100x.
Hansen. Int., 7(2):88-94, 1982
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Na lâmina corada pelo azul de me-
tileno previamente alcalinizado, obser-
vamos que a tonalidade arroxeada
comprometia a visualização dos baci-
los corados pela fucsina, por proximi-
dade dos tons no espectro de cor,
além de apresentar precipitado em
toda a lâmina, reduzindo a nitidez da
preparação (Figura 4).

Na proposta de coloração de lâmin
pelo método de alcalinização co
comitante,observamos que o substr
apresentou-se uniforme mente cora
em azul, o que possibilitou um r
contraste frente à distância existe
entre a cor do fundo e a cor do bac
não havendo formação de nenhu
precipitado (Figura 5) .

FIGURA 5 — Material de lesão obtido de paciente de hanseníase, forma "V', mostrando M. leprae
corado pelo Ziehl-Neelsen, com o fundo corado segundo a Técnica III. 100x.

4 CONCLUSÕES

O método de Ziehl-Neelsen teve sua
destinação inicial à identificação do
bacilo de Koch. O componente mucóide
do substrato, geralmente escarro,
facilitava a absorção do corante.

Seu uso para o M. leprae, em mate-
rial geralmente desprovido ou pobre
de muco, impôs a alcalinização. No
entanto, quando realizada préviamente
se segue dos inconvenientes da meta-

Hansen. Int., 7(2):88-94, 1.982

cromasia e da precipitação, não só n
frasco como na própria lâmina. A col
ração de fundo tornando-se arroxead
oferece pouco contraste com o bacilo
assim torna difícil sua visualização.

Desse modo, a nosso ver a alteraçã
técnica sugerida, alcalinização conc
mitante, apresenta as vantagens s
guintes :

a)maior tempo de uso do corante ;

b)ausência de precipitado em lâmina
93

as
n-

ato
do
eal
nte
ilo,
m

o
o-
a,
e

o
o-
e-

;



Hansen. Int., 7(2)

94 SIQUEIRA. L.F. de G. et al. Modificação da coloração de fundo da técnica de Ziehl-Neelsen na

identificação do Mycobacterium leprae

c) evidenciação mais fácil do subs-
trato corado suavemente em azul;

d) maior contraste do substrato
com a coloração vermelha do bacilo.

Estes elementos permitem uma iden-
tificação mais fácil e segura do bacilo
de Hansen, principalmente nas prepa-
rações pobres de material ou de con-
trole de tratamento.
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ABSTRACT — Authors analyse the counterstain with methylene blue solution
ual Ziehl-Neelsen method. Considerations are made on the characteristics of the
tance. A technique alteration is proposed: a "concomitant alkalization" of the
queous methylene blue solution, by adding some drops of sodium hydroxide
1:500, on the slide at the moment of the staining. By this tecnique it was

: a) a larger validity period of the solution; b) an absence of precipitate in the
) an easier visualization of the substrate; d) a larger contrast among the
and the bacilli.
s: Mycobacterium leprae. Counterstain.
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