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RESUMO - Visando comparar os métodos de microscope fluorescente e de Ziehl-Neelsen para evidenciagao de
bacilos resistentes em material proveniente de derme de pacientes hansenlanos, foram examinados 355 esfregacos.
Obteve-se 98,81% de concordancia ajustada (KAPPA)entre os métodos. Verificou-se no entanto aproximadamente
55% de resuftados discordantes em relagdo ao indice baciloscdpico (Ridley), decorrentes de contagens de bacilos
por campo mais elevadas pelo método fluorescente.

Palavras chave: Mycobacterium leprae. Microscopia. Coloragdes.

1. INTRODUGAO

- O aperfeicoamento e implementagdo  de de Zlehl-Neelsenl 1 e o método fluorescente proposto
técnicas e procedimentos para o exame baciloscopico por P.K.H. Hagemann, em 19376.12.

em hanseniase tem sido freqiiente objeto de
estudo®'®"?, por ser este até o momento o principal
recurso bacteriologico utilizado para o diagndstico e o
controle da evolugéo desta doenca.

A coloragdo através de diferentes técnicas
constitui um fator fundamental neste processo, pois
dela decorre uma observagdo microscopica eficaz.

Desde a introdugdo dos métodos originals,
inimeras modificagcbes e estudos comparativos tém
sido realizados, alguns destes inclusive, mostrando um
alto grau de concordancia entre os dois métodos ou
revelando um maior percentual de sensibilidade no
método fluorescente 5,9,12,13.

Entre os métodos utilizados para identificacdo de Apesar das constatacdes favoraveis ao método
bacilos alcool &cidos resistentes (BAAR) em diferentes fluorescente, verifica-se na pratica uma baixa aceitagéo
tipos de esfregacos, destacam-se fundamentalmente o e difusdo desta técnica para a realizacdo do exame

baciloscépico em hanseniase.
Baseados nestas consideragdes nos propusemos a:
(1) realizar um estudo comparativo entre os
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métodos de microscopia de fluorescéncia e de Ziehl-
Neelsen para a detecgdo de BAAR em esfregacos de
lesOes de cotovelo e de ldbulos auriculares de pacientes
hansenianos;

(i) verificar a viabilidade do emprego rotineiro do
método de microscopia de fluorescéncia para o exame
baciloscdpico em hanseniase.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Durante um periodo de um ano, foram
analisados 355 esfregagos de lesdes de cotovelo e

de ldbulos auriculares de pacientes hansenianos
matriculados em Centros de Saide do SUDS-2 (Sic)
Paulo, SP).

2.2, Coloragdes e microscopia

Todos os esfregacos mencionados acima foram
inicialmente fixados e corados pelo método de 0.W.
Richards, & D.K. Miller,14(fluorescéncia) e a seguir
observados em um microscépio de epifluorescéncia
(Carl Zeiss) com ocular de 10x e objetiva de 40x.
Quando detectada a presenca de BAAR, passou-se a
uma objetiva de imersdao de 100x e efetuou-se a
contagem bacilar segundo o indice baciloscopico
proposto por D.S. Ridley,15 em 1964. Apos a realizagao
da leitura em microscopla de fluorescéncia, todos os
esfregagos foram recorados pela técnica de Ziehl-
Neelsenl e reexaminados em um microscopio Otico
comum (Carl Zeiss Jena) com ocular de 10x e objetiva
de imersao deiOOx. Para os esfregacos positivos
adotou-se o mesmo critério de contagem de bacilos,
utilizado para o método fluorescente.

2.3. Preparo de esfregacos a partir de
uma suspensao de M. lepree padronizada

Bidpsias de pele de pacientes virchovianos,
colhidas em diversos Centros de Salde do Estado de
Sao Paulo, foram autoclavadas a 1200C por 15 minutos
e
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processadas de acordo com o método de preparagao
de Mitsudina preconizado pela OMS17. A suspensédo
final de M. leprae obtida deste processo foi diluida 10
vezes em uma solucdao tampdo fosfato (pH 7,2) e
homogeneizada durante 30 segundos em um agitador
de tubos (Phoenix, modelo AT 56A). Imediatamente
apds a homogeneizagdo adicionou-se igual volume de
formol-leite16 suspensdo e distribuiu-se em triplicate
10 microlitros desta diluicdo em circulos de 1 cm de
diametro  pré-confeccionados em laminas para
microscopia. Apds a secagem e fixagdo, as laminas
com numeragdo de 1 a 4 foram coradas pelo método
de Ziehl-Neelsen e as com numeragdo de 5 a 8 foram
coradas inicialmente pelo método de fluorescancia e
apds a observacdo microscdpica, recoradas pelo
método de Ziehl-Nesisen.

A andlise dos resultados obtidos com a técnica
de microscopia de fluorescéncia teve por base o
confronto com o método de Ziehl- Neelsen.

Os resultados dos exames realizados através
de ambos os métodos estdo expressos na Figure 1.
Foram observados 352 resultados coincidentes.
Efetuado célculos estatisticos para determinacdo dos
valores de concordancia entre os métodos obteve-se:
99,72% de concordancia bruta, 76,33% de
concordancia esperada e 98,81% de concordancia
ajustada (Kappa).

Verificou-se que o total de resultados positivos
obtidos através dos exames de 355 esf regacos foi de
13,56% pelo método de Ziehl- Neelsen e de 13,84%
pelo método fluorescente.

A discordancia dos resultados em relagdo ao
indice baciloscdpico dos esfregagos é observada
nitidamente acima da linha diagonal, refletindo
contagens mais elevadas pelo método fluorescente.
Com a finalidade de analisar esta discordancia
efetuou-se um estudo pelo qual se determinou
independentemente através de trés individuos, o
nimero BAAR/campo em esfregagos preparados a
partir de uma suspensao de mitsudina. Os resultados
deste estudo encontram-se na Tabela 1.
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FIGURA 1 - Correlagéo entre a microscopia ética comum (Ziehl-Neelsen) e a microscopia de fluorescéncia
(Richards & Miller). Resultados dos exames de 355 esfregacos.

Microscopia de fluorescéncia

- + ++ ++ +++ TOTAL
- 305 2 0 0 0 307
+ 1 0 0 2 0 3
++ 0 0 3 3 2 8
+++ 0 0 0 5 20 25
0 0 0 0 12 12
TOTAL 306 2 3 10 34 355
TABELA 1 - Numero de BAAR/campo em esfregacos preparados a partir de uma suspenséo de
Mycobacterium leprae examinados por diferentes individuos.
Observador | Lamina Ziehl-Neelsen | Lamina Auramina Au+ZNb
1 13,8+/-9,8 5 22,6+/-17,2 14,2+/-8,9
2 12,5+/-8,9 6 17,4+/-17,2 11,4+/-8,6
A 3 12,6+/-7,1 7 18,2+/-14,0 12,2+/-8,3
4 11,5+/-7,3 8 17,5+/-13,0 10,6+/-8,4
Média 12,6+/-8,2 189+1-15,3 12,1+1-8,5
1 12,9+/-7,2 5 16,0+/-7,0 13,4+/-7,8
2 10,0+/-6,5 6 14,6+/-9,2 9,3+/-5,7
B 3 12,8+/-6,6 7 17,6+/-8,8 12,7+/-8,5
4 12,4+/-6, 8 17,0+/-11,4 12,9+/-6,5
Media 12,0+/-6,7 16,3+/-9,1 12,0+1-7,1
1 6,8+/-4,9 5 14,4+/-9,2 6,8+/-4,8
2 7,3+/5,0 8 14,2+/-12,6 7,0+/-5,2
¢ 8,8+/-6,2 16,6+ /-15,0 8,7+/-7,6
4 9,3+/-6,8 15,2+/-15,2 6,5+/-5,7
Media 13,0+/-57 15,1+1-13,0 7,2+/-5,8

MEDIA DO N° BACILOS POR CAMPO a
a- Média de 60 campos observados e desvio padréo.

b- Esfregacos corados pelo método de Richards & Miller (Auramina) e recorados pelo método de Ziehl-Neelsen.
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4. DISCUSSAO

O diagndstico bacterioldgico da hanseniase
depende fundamentalmente do exame microscopico
direto. Em decorréncia deste fato varios estudos tém
sido realizados comparando os principais métodos de
coloragdo utilizados para esta finalidade. Os resultados
destes estudos, no entanto, tém se mostrado
controversos. J.L. de Faria, (1974)% V. Hardas, &V.
Lele, (1981)% avallandoo método fluorescente para
detecgdo de M. leprae em estregagos de linfa e
bidpsia, constataram menores indices de positividade
do que nos métodos de Fite-Faraco e Ziehl-Neelsen.
Por outro lado M.A.G. Prendes et al. (1953)13, H.J.
Jariwala, & S.S. Kelkar, (1979)° encontraram
diferencas de positividade em favor do método
fluorescente. Outros autores, como A. Dubois, & L
Swertz, (1951)° e R.E. Mansfield, (1970)12 em
trabalhos efetuados com o mesmo propdsito,
concluiram que ndo houve vantagem do método
fluorescente sobre o da carbofucsina

Os resultados obtidos em nosso estudo
mostraram-se compativeis aos encontrados por estes
Ultimos autores, tendo em vista que o valor de
concordancia ajustada entre os métodos avaliados foi
substancialmente elevado (98,81%). Embora tenha
ocorrido um alto grau de concordancia entre os
métodos, verificou-se aproximadamente 55% de
resultados discordantes em relagdo ao indice
baciloscépico. As contagens de bacilo/campo mais
elevadas pelo método fluorescente resultou em quase
sua totalidade no aumento de uma cruz na escala.

Devemos mencionar, no entanto, que nos
trabalhos realizados por RE. Mansfield, (1970)!?, H.J.
Jarlwala, & S.S. Kelkar, (1979)° ndo foram

registradas tais diferencas. Em contraposigao, N.M.
Collins, et al. (1980)* encontraram em média 6,0 a 7,4
bacilos a mais por campo através do método
fluorescente.

Estas diferengas de contagem a favor do
método fluorescente também foram observadas em
nosso estudo quando se determinou através de trés
individuos, o nimero de BAAR/campo nos esfregacos
preparados a partir da suspensdo de Mitsudina
(Tabela 1). Convém ressaltar, contudo, que a
variabilidade do numero de bacilos por campo,
refletidos através dos altos valores de desvio padrao
ocorreu possivelmente em fungdo da ndo utilizagdo do
método de desagregacdo de BAAR proposto por J.H.
Hanks, et al.7.

Além dos aspectos suscitados € oportuno
salientar-se que os resultados dos exames dos
esfregacos corados pelo método de Ziehl Neelsen e
daqueles corados pelo método fluorescente e
recorados pelo método de Ziehl- Neelsen (Tabela 1)
foram semelhantes, indicando portanto que o
processo de recoloragdo ndo Interferiu na
caracteristica alcool-acido resistente dos bacilos e
conseqiientemente na quantificacdo dos mesmos.

Parece-nos pertinente a luz destes resultados
considerar-se a microscopia de fluorescéncia como um
procedimento eficiente para a realizagdo do exame
baciloscépico em hanseniase, principalmente em
laboratérios que ja possuam aparelhagem adequada e
que apresentem uma demanda significativa deste tipo
de exame. Deve-se assinalar, no entanto que a
introducdo deste método nas atividades de rotina
deve ocorrer inicialmente com a triagem de esfregagos
e posteriormente, quando se estiver familiarizado com
a técnica, a execugdo do indice baciloscopico.

ABSTRACT - In order to compare the fluorescent microscopy and Ziehl-Neelsen methods for detection of
resistant acid fast bacilli in dermal fluid and pulp from the tiny wound of leprosy patients, three hundred fifty five
smears were examined. Both methods have given 98,71% of adjusted concordance (Kappa). However in relation to
baciloscopic index (Ridley) we foand 55% of discordant results. This could be explained by the fact that in
fluorescent method the count of bacilli per camp has been higher.

Key words: Mycobacterium leprae. Microscopy. Stains.
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