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Comparacio entre trés métodos de coloracdo a frio no
diagndstico primario de tuberculose: um estudo piloto®

Comparison among three cold staining methods in
the primary diagnosis of tuberculosis: a pilot study
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Resumo

Objetivo: Em paises em desenvolvimento, a baciloscopia ¢ a principal ferramenta para a identificacdo de casos de
tuberculose pulmonar. O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia diagnostica do método de coloracdo de
Gabbett (MCG) e de um método modificado de coloracio a frio (MMC), ambos em duas etapas, em comparacio
com a do método de coloragdo fluorescente (MCF), em trés etapas, para a deteccdo de BAAR em esfregacos de
escarro. Métodos: Nossa amostra consistiu de 260 amostras de escarro coletadas de casos suspeitos de tuberculose
pulmonar no Kasturba Hospital, em Manipal, india. Os esfregacos foram preparados em triplicata, para cada um
dos métodos: MCF, MMC e MCG. As laminas foram numeradas aleatoriamente a fim de que o examinador fosse
cegado quanto a identidade das amostras. Resultados: Das 260 amostras, 16 (6,15%), 15 (5,77%) e 13 (5,00%)
foram positivas para BAAR com MCF, MMC e MCG, respectivamente. A sensibilidade de MCG e MMC em rela¢do
a de MCF foi de 81,25% e 93,75%, respectivamente. Houve boa concordancia de MCG e MMC com MCF (0,988 e
0,996, respectivamente), e nio houve diferencas estatisticas significativas. Conclusdes: Embora MCG e MMC
apresentaram menor sensibilidade que MCF, que ¢ avaliado por microscopia de fluorescéncia, consideramos que os
dois primeiros métodos sejam promissores no diagnostico de tuberculose.

Descritores: Tuberculose pulmonar; Técnicas de diagndstico e procedimentos; Microscopia de fluorescéncia;
Escarro.

Abstract

Objective: In developing countries, sputum smear microscopy is the main tool for pulmonary tuberculosis case
finding. The objective of the present study was to evaluate the diagnostic efficacy of Gabbett’s staining (GS) and
modified cold staining (MCS), both of which are two-step methods, in comparison with that of fluorescent staining
(FS), which is a three-step method, for the detection of AFB in sputum smears. Methods: Our sample comprised
260 sputum samples collected from individuals suspected of having pulmonary tuberculosis at Kasturba Hospital,
in Manipal, India. Smears were prepared in triplicate: one each for FS, MCS, and GS. The smears were randomly
numbered so that the examiner was blinded to the sample identities. Results: Of the 260 samples, 16 (6.15%),
15 (5.77%), and 13 (5.00%) showed positive AFB results with FS, MCS, and GS, respectively. The sensitivity of
GS and MCS, in comparison with that of FS, was 81.25% and 93.75%, respectively. The concordance of GS and
MCS with FS was good (0.988 and 0.996, respectively), and no statistically significant differences were found.
Conclusions: Although MCS and GS were found to be less sensitive than was FS, which is evaluated under
fluorescence microscopy, the first two are promising methods for the diagnosis of tuberculosis.
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Introducdo

A tuberculose ¢ uma doenca de grande
importancia em paises em desenvolvimento,
tais como a india, onde ela causa consideravel
morbidade e mortalidade. O controle da
tuberculose ¢ definido como a reducdo da
transmissdo, a qual reduz a morbidade e a
mortalidade, e a identificacdo de cada caso
¢ muito importante para a manutencio desse
controle. A baciloscopia continua a ser a principal
ferramenta para a identificacdo de casos em
paises em desenvolvimento.-®

Na india, 0 método de Ziehl-Neelsen (Z-N)
¢ o procedimento recomendado pelas diretrizes
do Revised National Tuberculosis Control
Programme(RNTCP, Programa Nacional Revisado
de Controle da Tuberculose).” Entretanto, o
método de Z-N ¢é trabalhoso e acarreta varios
problemas operacionais, uma vez que exige a
aplicacdo de calor durante a coloracio. ">

Para a implantacdo adequada de um
programa de controle da tuberculose, assim
como para superar os problemas associados ao
meétodo de Z-N, ha muito se buscam melhorias
e simplificacdes. Varios métodos de coloracdo
a frio tém sido avaliados, e alguns mostraram
resultados promissores.%®9 O método de
coloracio de Gabbett (MCG) e, maisrecentemente,
0 método modificado de coloracio a frio (MMC)
tém sido defendidos como técnicas de coloracdo
alternativas, pois ndo exigem uma fonte de
calor durante a coloracdo e eliminam a etapa
da descoloracio.("26819 O método da coloragio
fluorescente (MCF, avaliado por microscopia de
fluorescéncia), o qual também é um método de
coloracdo a frio, € um método rapido e confiavel
para a deteccdo de BAAR e tem se mostrado
mais sensivel do que o método de Z-N.G->112)

O objetivo do presente estudo foi avaliar
comparativamente a eficacia diagndstica desses
trés métodos de coloragdo a frio na deteccio de
BAAR.

Meétodos

Nossa amostra consistiu de 260 amostras
de escarro coletadas de casos suspeitos de
tuberculose pulmonar no Kasturba Hospital,
localizado na cidade de Manipal, india. Os
esfregacos foram preparados em ftriplicata, um
para cada método: MCF, MCG e MMC.
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Para a preparacdo dos esfregacos a serem
submetidos ao MCF, as amostras de cada
espécime foram secas ao ar e fixadas pelo calor.
As laminas foram entio imersas em auramina-
fenol (0,3 g de auramina e 3 mL de fenol em
97 mL de agua destilada), filtrados na hora da
utilizagdo, por 7-10 min sem aquecimento. Os
esfregacos foram lavados em dagua corrente
e descorados com solucdo de alcool-acido a
3% por 3-5 min. As laminas foram lavadas em
agua corrente e contracoradas com solucdo de
permanganato de potdassio a 0,1% por 1 min,
sendo em seguida lavadas e secas ao ar.("”)

Para a preparacdo dos esfregacos a serem
submetidos ao MCG, as amostras de cada
espécime foram secas ao ar e fixadas pelo calor.
As laminas foram entdo imersas em coloracdo
de carbol-fucsina (10 g de fucsina basica,
100 mL de alcool metilico e 50 g de fenol), e
adicionou-se agua destilada para produzir um
volume final de 1.000 mL. Isso foi deixado em
repouso em temperatura ambiente por 10 min.
Os esfregacos foram entdo lavados em dagua
corrente e contracorados com azul de metileno
de Gabbett (1 g de azul de metileno, 20 mL de
acido sulfurico, 30 mL de alcool absoluto e 50
mL de agua destilada) por 2 min. As laminas
foram entdo lavadas e secas ao ar.("

Para a preparacdo dos esfregacos a serem
submetidos ao MMC, as amostras de cada
espécime foram secas ao ar e fixadas pelo calor.
As laminas foram imersas em coloracdo de
carbol-fucsina, como para o MCG, por 5 min. Os
esfregacos foram entdo lavados em dgua corrente
e contracorados com uma solucio descolorante
modificada (0,25 g de azul de metileno, 25 mL
de alcool absoluto, 10 mL de glicerol, 0,01 g
de hidroxido de potassio, 4,5 mL de dacido
acético glacial e 3 mL de acido cloridrico), e
adicionou-se agua destilada para produzir um
volume final de 100 mL. Isso foi deixado em
repouso em temperatura ambiente por 3 min. As
laminas foram entéo lavadas e secas ao ar.©®

Os esfregacos em triplicata de cada espécime
(esfregacos do MCF, MCG e MMC) foram
numerados aleatoriamente a fim de que o
examinador fosse cegado quanto a identidade
das amostras, descartando assim o viés de
selecdo. Todos os esfregacos foram lidos por
um examinador experiente, em microscopio com
lente de imersdo em oleo para o MCG e o MMC
e em microscopio de fluorescéncia em objetiva
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Tabela 1 - Comparacdo entre o método de coloragdo de Gabbett e o método de coloracdo fluorescente em

termos dos resultados da pesquisa de BAAR.

Método de coloracdo

Método de coloracio fluorescente

de Gabbett 3+ 2+ 1+ Esparso Negativo Total
3+ 4 1 - - - 5
2+ - 6 - - - 6
1+ . . ! - . 1
Esparso - - - 1 - 1
Negativo - 1 1 1 244 247
Total 4 8 2 2 244 260

40x para o0 MCF (Leica, Wetzlar, Alemanha). Os
esfregacos foram lidos e classificados como 3+,
2+, 1+, esparso ou negativo, de acordo com
as diretrizes do RNTCP.”'? Apds a leitura dos
esfregacos, os resultados foram documentados,
e, no final do estudo, esses resultados foram
decodificados e submetidos a comparacio
cruzada.

Resultados

Entre as 260 amostras, 16 (6,15%), 15
(5,77%) e 13 (5,00%) foram positivas para
BAAR pelo MCF, pelo MMC e pelo MCG,
respectivamente. Como o MCF apresentou
0 maior numero de resultados positivos, ele
foi considerado o padrdo ouro. Os esfregacos
positivos foram confirmados recorando-se todos
os esfregacos do MCF pelo método de Z-N. Os
resultados da baciloscopia obtidos pelo MCG e
pelo MMC foram comparados com os obtidos
pelo MCF (Tabelas 1 e 2).

Todos os espécimes que foram positivos para
BAAR pelo MCG e pelo MMC também foram
positivos para BAAR pelo MCF, enquanto o
numero de amostras que foram positivas para
BAAR pelo MCF, mas negativas pelo MCG e

pelo MMC, foi de 3 e 1, respectivamente. As 3
amostras lidas como negativas para BAAR pelo
MCG foram classificadas, respectivamente, como
2+, 1+ e esparsa pelo MCF, enquanto a amostra
lida como negativa para BAAR pelo MMC foi
classificada como 1+ pelo MCF.

Na comparacido cruzada do MCG e do MMC
com o MCF, a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo do
MCG foram de 81,25%, 100,00%, 100,00%
e 98,79%, respectivamente, enquanto os do
MMC foram de 93,75%, 100,00%, 100,00% e
99,59%, respectivamente. A concordancia geral
do MCG e do MMC com o MCF foi boa (0,988 e
0,996, respectivamente). Ndo houve diferencas
significativas entre esses métodos e o MCF.

Os resultados da baciloscopia obtidos pelo
MCG e pelo MMC foram comparados. Dois
esfregacos lidos como negativos pelo MCG foram
lidos como positivos pelo MMC (esparso e 1+,
respectivamente). A sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo do MCG, em relacdo aos do MMC,
foram de 86,66%, 100,00%, 100,00% e 99,190%,
respectivamente. Houve uma boa concordancia
geral entre os dois métodos (0,992), e ndo houve
diferenca estatistica significativa.

Tabela 2 - Comparacédo entre o método modificado de coloracgdo a frio e 0 método de coloragdo fluorescente

em termos dos resultados da pesquisa de BAAR.

Método modificado

Método de coloracio fluorescente

de coloragéo a frio 3+ 2+ 1+ Esparso Negativo Total

3+ 3 - - - - 3

2+ 2 5 - - - 7

1+ - 2 - - - 2

Esparso - - 1 2 _ 3
Negativo - - 1 - 244 245
Total 5 7 2 2 244 260
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Discussdo

A tuberculose ¢ um importante problema
de saude publica, e seu controle tornou-se
um desafio em paises em desenvolvimento,
tais como a india.'¥ A identificaciio dos casos
¢ muito importante para o controle da doenca
e ¢ realizada principalmente por meio da
baciloscopia. A cultura, embora seja considerada
o padrdo ouro, precisa de instalac6es laboratoriais
adequadas e leva mais tempo, o que torna
seu uso impraticavel em cendrios com poucos
TeCursos.

Na india, de acordo com as diretrizes do
RNTCP, o método de Z-N ¢ realizado em
unidades primdrias de saude.” Entretanto, o
método de Z-N acarreta problemas, tais como a
necessidade de um suprimento regular de dlcool/
gas de petroleo liquefeito, o qual ¢ utilizado
para aquecimento. Também ¢ um procedimento
trabalhoso e pode ser perigoso. Existem varias
tentativas de desenvolver uma técnica de
coloracio a frio para omitir a etapa que envolve
0 aquecimento de carbol-fucsina.(">8

No momento, a microscopia de fluorescéncia
parece ser uma ferramenta efetiva, radpida
e confidvel para a identificacdo de casos,
sendo mais sensivel do que o método de Z-N.
Também ¢ mais facil de ser realizada.t->"1?
Entretanto, o custo-efetividade dessa técnica
precisa ser considerado, pois ela tem altos custos
de manutencdo, incluindo o da lampada de
mercurio de ultra-alta pressdo.

Vérios métodos de coloragdo a frio em
duas etapas, nos quais a etapa de aquecimento
foi omitida e as etapas de descoloracdo e
contracoloracdo foram combinadas, tém sido
avaliados.!"2819 Entre essas técnicas, o MCG
ganhou aceitacdo mundial, e o MMC apresentou
resultados promissores em comparacdes com o
Z-N.©

No presente estudo, avaliamos o MCG e o
MMC, comparando-os com o MCF. Com o MCF,
os BAAR aparecem como delgados bastdes
fluorescentes amarelo-citricos, destacando-se
claramente contra um fundo escuro. Com os
outros dois métodos, os BAAR aparecem como
imagens delicadas que representam mais de
perto sua morfologia original, mas sdo mais
fracas, o que pode explicar os resultados falso-
negativos. Entretanto, ndo podemos ignorar
a possibilidade de que o MCF também tenha
produzido resultados falso-positivos, uma vez
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que ndo foi realizada cultura. Portanto, para
descartar os resultados falso-positivos do MCF,
todos os esfregacos do MCF foram recorados
pelo método de Z-N.

Em nosso estudo, obtivemos mais resultados
positivos com o MCF. Entretanto, um estudo
realizado na Tailandia apresentou melhores
resultados com o MCG do que com o MCF.®
Embora 0 MMC tenha sido menos sensivel do
que o MCF, o MMC foi mais rapido (< 10 min)
e apresentou melhor sensibilidade do que o
MCG. Em termos de custo, hd uma diferenca
insignificante entre 0 MCG e 0 MMC, mas o MCF
¢ mais caro do que os outros dois métodos, em
razdo dos custos de manutencdo e da lampada.
Além disso, a preparacdo dos esfregacos pelo
MMC mostrou ser de facil realizagdo; qualquer
laboratério de referéncia pode preparar os
reagentes e distribui-los aos laboratdrios
periféricos. 0 MMC também ¢é consideravelmente
mais rapido do que o MCG e o MCF, permitindo
mais tempo para o exame dos esfregacos.

A concordancia entre os trés métodos de
coloracdo a frio aqui avaliados foi boa, e nio
houve diferencas estatisticas significativas.
0 MMC mostrou-se mais rapido, menos caro
e mais facil de ser realizado. Portanto, esse
método pode ser considerado uma ferramenta
promissora para a identificacdo de casos na
pesquisa de campo. Novos estudos devem ser
realizados para estabelecer e avaliar uma técnica
confidvel de coloracdo que seja adequada para
USO €m cenarios com poucos Tecursos em paises
em desenvolvimento.
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