VALIDACAO DE TECNICAS DE COLORACAO UTILIZADAS EM
PARASITOLOGIA.

Validationofthestainingtechniquesused in parasitology.

DANIEL QUIRINO SOARES!
JOANNE ANTAO DA SILVA!
SAMYRES IARA DOS SANTOS?
RISONILDO PEREIRA?
AYLA GOMES?

1- Discentes do curso de Bacharelado em Biomedicina da Associacdo Caruaruense de
Ensino Superior (ASCES), Caruaru (PE), Brasil.
2- Docentes da Associacdo Caruaruense de Ensino Superior (ASCES), Caruaru (PE),

Brasil.



Resumo

Introducdo: A coloracdo das laminas na parasitologia € o principal método de diagndstico
e 0 corante mais usado é o lugol sendo tido como padrdo ouro nesse tipo de técnica.
Objetivo: Comparar as coloraces de Hematoxilina Férrica e Ziehl-Neelsen e verificar a
sensibilidade e a especificidade dessas coloracdes em relagdo ao lugol. Materiais e
Meétodos:Foi realizada a analise de 218 amostras de fezes provenientes dos pacientes
atendidos no Projeto Prevencdo e deteccdo de doencas infecto-contagiosas parasitarias da
Faculdade ASCES, Caruaru-PE. Essas amostras foram submetidas as técnicas de coloracao
para poder ser feita a analise, das amostras analisadas. Resultados: Destas, 19% (42/218)
foram positivas na coloragédo de Lugol. Ao verificar as outras coloragdes, foram observadas
uma maior positividade nas técnicas de coloracdo permanente, sendo que 31,2% (68/218)
foram positivas na coloracdo de Hematoxilina férrica e 34% (76/218) positivas na
coloracéo de Ziehl-Neelsen. Demonstrando assim, um aumento de positividade em torno de
64,2 % pela hematoxilina férrica e 78,9% pela coloragdo de Ziehl-Neelsen. Com a
sensibilidade de 100% em ambas as técnicas. Conclusdo: Com isso conclui-se que as
coloracBes apresentaram resultados satisfatorios quanto a identificacdo de protozoarios
pela sua alta sensibilidade (100%) ambas as técnicas podem ser utilizados como métodos
de triagem.
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Abstract

Introduction: The coloring of blades in parasitology is the main method of diagnosis and
the most widely used dye is being regarded as lugol's gold standard in this kind of
technique. Objective: to Compare the colors of Chlorosis and Ziehl-Neelsen Hematoxylin
and verify the sensitivity and specificity of these colourings in relation to lugol's iodine.
Materials and methods: analysis of 218 stool samples from the patients in the project
prevention and detection of infectious diseases and parasitic diseases of ASCES College,
Caruaru-PE. These samples were subjected to coloration techniques could be made,
analysis of samples analysed. Results: of these, 19% (42/218) were positive in Lugol's
iodine staining. To check the other colorings, observed greater positivity in permanent
staining techniques, with 31.2% (68/218) were positive in iron Hematoxylin staining and
34% (76/218) positive Ziehl-Neelsen staining. Thus demonstrating an increase of positivity
around 64.2% by iron hematoxylin and 78.9% by Ziehl-Neelsen staining. With 100%
sensitivity in both techniques. Conclusion: it is concluded that the colors presented
satisfactory results as the identification of protozoa by its high sensitivity (100%) both
techniques can be used as screening methods.
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Introducéo:

Existe em torno de 729 espécies de protozoérios distribuidos na natureza. Todavia,
apenas 282 sdo patogénicos ao homem. Destes, alguns possuem maior interesse clinico por
estarem associados geralmente a habitos inadequados de higienizacdo, ou por se tratar de
algum protozoario com grande potencial zoondticol?. Dentre as inimeras espécies
patdgenas, existentes algumas se destacam, como: Giardialamblia, Sarcocystissp,
Balantidium sp., Entamoebabhitolyticae Isospora belli, que habitam o intestino do homem,
causando diversas sintomatologias compativeis com verminoses. Os sintomas mais comuns
sdo a diarreia ou disenteria®. Esses parasitas devem ser diagnosticados e tratados, pois a
persisténcia deles no organismo humano podem levar a quadros graves de anemia,

desidratacdo e desnutrigdo®.

O padréo ouro, no que diz respeito ao diagnostico laboratorial dessas parasitoses
intestinais é a visualizagdo, por microscopia oOtica dos cistos dos protozoarios em laminas
de vidro contendo o sedimento fecal®. Dessa forma, o sedimento necessita ser corado para
aumentar a sensibilidade da técnica e assim garantir a visualizacdo de todas as estruturas do
cisto, proporcionando um bom diagndstico ao paciente. Geralmente, na pratica laboratorial,
0 corante utilizado é lugol, porém a utilizacdo de outros corantes, como a coloracdo de
Zilehl-neelsen e Hematoxilina férrica estdo sendo aplicadas, embora ainda de forma muito
comedida®.

A coloracdo é de grande importancia para o diagndstico, pois eles agem
diretamente na membrana citoplasmatica e em outras estruturas dos protozoarios,
possibilitando uma melhor visualizagio da forma evolutiva®. Essa visualizagio caracteriza-
se pelo tamanho, forma e nitidez das estruturas de cada protozoario.

Garcia, Simbes e Alvarenga (2007) ao analisarem diferentes métodos de
processamento e de coloracdes frente ao diagnostico de Giardialamblia, observaram que a
técnica correta de processamento (Faust e cols) associado a coloragdo permanente
(hematoxilina Férrica), foram as melhores ferramentas para o diagndstico desse parasita®.
Ja Eymael e Cols (2010) também observaram uma melhora no desempenho do diagnostico
no emprego de coloragBes permanentes no diagndstico do Blastocystis hominis’.

Diante do exposto, esse estudo pretende verificar a sensibilidade e especificidade

dos corantes Zilehl-neelsen e Hematoxilina férrica, comparando-os com o lugol. 1sso sera



de importéncia para a pesquisa de protozodrios, tendo em vista que hd uma escassez de
trabalhos relacionados ao tema.

Casuistica e Métodos:

Trata-se de um estudo documental, quantitativo, comparativo e analitico. Foram
avaliadas amostras fecais provenientes dos pacientes atendidos pelo Projeto Prevencédo e
deteccdo de doengas infecto-contagiosas parasitarias da Faculdade ASCES, Caruaru-PE, no
periodo de fevereiro e marco de 2016. Sendo assim, foi considerado para o célculo da
amostra, o universo de 500 amostras que foi considerado com base na média de coletas
durante o periodo do estudo em anos anteriores.

Para tal, foi utilizado como parametro o erro amostral de 5%, foi considerado um
intervalo de confianga de 95% e prevaléncia de 50%, sendo necessario uma amostra de 218
individuos, sendo 109 positivos para cisto/trofozoito e 109 negativo para cisto/trofozoito.
Foram incluidas no estudo todas as amostras com resultado “positivo” € ‘’negativo’’ para a
presenca de protozoarios dos pacientes atendidos pelo Projeto de Parasitologia. Foram
também excluidas as amostras com ovos de helmintos em nossa pesquisa. Assim, 0s dados
de cada lamina avaliada (positivo e negativo), em relacdo a cada corante utilizado foram
armazenados e avaliados no EPI INFO 6.04d. Foram confeccionadas as tabelas 1 e 2 para
os calculos da validade das técnicas de diagnostico. Os célculos foram realizados de acordo
com as formulas abaixo:

e Sensibilidade: a/(a+c)
e Especificidade: d/(b+d)
e Valor preditivo positivo: a/(a+b)

e Valor preditivo negativo: d/(c+d)

Resultados:

Das 218 amostras analisadas, foi observado uma positividade em 19% (42/218) das
que utilizaram a coloracdo de Lugol, o padrdo de referéncia considerado no estudo. Ao
verificar as outras coloracdes em testes (Hematoxilina férrica e Ziehl-Neelsen), observou-
se uma maior positividade nestas técnicas de coloragdo permanente, sendo que 31,2%

(68/218) foram positivas na coloragcdo de Hematoxilina férrica e 34% (76/218), positivas na



coloracdo de Ziehl-Neelsen. Demonstrando assim, um aumento de positividade em relacdo
a coloracdo de lugol, em torno de 64,2% pela Hematoxilina férrica e 78,9% pela coloracdo
de Ziehl-Neelsen, respectivamente.

Ao analisar o desempenho para diagnéstico de protozoérios, a técnica de coloracéo
de hematoxilina férrica mostrou uma excelente sensibilidade (100%) e valor preditivo
negativo (100%) em relacdo a técnica de lugol, demonstrando uma superioridade quanto a
técnica de referéncia ou padrdo ouro, a coloracdo de lugol. Ja na verificacdo de resultados
negativos, esta técnica demonstrou-se com um menor desempenho, apresentando uma
especificidade de valor preditivo positivo, apresentando 85% e 61% respectivamente
(Tabela 1).

Quanto a coloracédo de Ziehl-Neelsen, também mostrou uma excelente sensibilidade
(100%) e valor preditivo negativo de (100%) em relacdo a técnica de referéncia,
demonstrando uma superioridade. J& na verificacdo de resultados negativos, esta técnica
demonstrou um menor desempenho, apresentando especificidade e valor preditivo positivo,

apresentando 81% e 56%, respectivamente (Tabela 2).

Discusséao:

As técnicas de coloragdo comparadas no estudo, mostraram bom desempenho na
identificacdo de varios protozoarios, e podem assim ser uma boa opcao. Apesar do lugol ser
0 corante mais utilizado no diagnostico parasitolégico, nos ultimos anos tém sido
introduzidas novas coloracdes na rotina laboratorial, estas sdo importantes, pois facilitam o
diagnostico de alguns parasitas, tendo em vista a sua estrutura, destacamos dentre elas as
=coloracgdes de Ziehl-Neelsen e Hematoxilina férrica.

Apos a analise, foi verificado que as coloracbes apresentaram resultados
satisfatorios quanto a identificacdo de protozoarios, sendo que alguns deles foram mais
facilmente visualizados na coloracao de Ziehl-Neelsen, este corante apresentou uma melhor
sensibilidade na identificacdo da Isospora belli, da mesma forma foi visto no trabalho de
Rodrigues (2016), onde foi identificado varios oocistos de Isospora belli com esta mesma
coloragéo 919,

Ja a hematoxilina férrica mostrou mais eficacia na visualizagdo das Entamoebas sp,

ja que destaca bem os detalhes de nucleos e cromatinas delas. Os aspectos morfoldgicos



comumente mais observados por esse corante sdo: Cariossoma, cromatina, nucleo, granulos
e membrana nuclear®. Resultado semelhante foi visto no trabalho de Nascimento (2005)
onde utilizando este mesmo corante conseguiu identificar melhor as entamoebas sp devido
a sua quantidade de nlcleos'?.

A hematoxilina é um corante natural, extraido de Hematoxyloncampechianum, da
familia Leguminosae. Antes do uso deve amadurecer e reagir com o sulfato férrico-aménio
transformando-se na hematoxilina férrica, que tem sido tradicionalmente recomendada para
a coloracdo de protozoérios intestinais. O processo pode ser simplificado sem perda de
qualidade dos resultados, tornando-se aplicavel a rotina®!.

H& importancia do diagndstico correto, pois existem relatos que consideram a
possibilidade dos protozoarios e isosporozoarios como Blastocystishominis e Isosporabeli
causarem manifestacdes clinicas, sobretudo quando excluidos outros agentes tidos como
patogénicos. Outrossim, julgam que a quantidade encontrada influencia, em especial, nos
individuos imunocomprometidos®4, Alguns autores sugerem que esses devam ser
considerado patogénico somente em pessoas sintomaticas, especialmente criancas, ou
quando 0 numero de organismos no exame microscopico das fezes excederem cinco
organismos por campo®®. Na coloragdo de Lugol, esses parasitas podem ser confundidos
com outros ou mesmo ndo identificados em fungdo da sua forma ou tamanho*®13,

Semelhante ao relatado por Amato Neto e cols (2004), a identificacdo dos oocistos
tornou-se extremamente facilitada com a utilizacdo de técnicas de coloracdo permanente,
muito embora principalmente pela coloragdo por hematoxilina férrica. Como vantagens da
utilizacdo de qualquer uma das técnicas de coloracdo permanente, pode-se citar a sua
utilizacdo rotineira nos laboratérios clinicos, seja no setor de Hematologia ou no setor de
Bacteriologia, o que dispensa o gasto econémico do laboratério com a montagem de uma
técnica de coloragio especifical’.

Embora o método de coloracdo seja um processo mais demorado e trabalhoso que
0s métodos convencionais utilizados, muitas publicacGes relatam que este € 0 método mais
sensivel para a visualizacdo de protozoarios e isosporozoarios, 0 que evidencia a
necessidade de se incluir a coloracdo na rotina do laboratério, evitando assim a ocorréncia

de resultados falso-negativost3171819,



Conclusao:

Podemos, portanto, concluir que as coloracGes de hematoxilina férrica e Ziehl-Neelsen,
mostraram ter uma sensibilidade maior para a visualizacdo dos protozoérios intestinais,
principalmente os oocistos, contudo é necessario fazer mais estudos com um quantitativo

maior de amostras para uma para a obtencéo de resultados precisos.
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Tabela 1: Validacéo da técnica de Hematoxilina férrica em relacéo a coloracdo de Lugol.
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Lugol
Hematoxilina férrica Positivo Negativo Total
Positivo 42(A) 26(B) 68(A + B)
Negativo 0(C) 150(D) 150(C+D)
Total 42(A+C) 176(B+D) 218(A+B+C+D)

Sensibilidade: a/a+b= 42/42=100%

Especificidade: d/b+d= 150/176= 85%

Valor preditivo positivo= a/(a+b)= 42/68= 61%
Valor preditivo negativo= d/(c+d)= 150/150= 100%
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Tabela 2: Validacéo da técnica de Ziehl-Neelsen em relacdo a coloracéo de Lugol.

Lugol
Ziehl-Neelsen Positivo Negativo Total
Positivo 42(A) 32(B) 74(A + B)
Negativo 0(C) 144(D) 144(C+D)
Total 42(A+C) 176(B+D) 218(A+B+C+D)

Sensibilidade: a/a+b= a/a+b= 42/42= 100%
Especificidade: d/b+d= d/b+d= 144/76= 81%

Valor preditivo positivo= a/(a+b)= 42/74= 56%
Valor preditivo negativo= d/(c+d)= 144/144= 100%



