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RESUMO: Foi feita revisão histórica sobre métodos tintoriais utilizados na identificação
baciloscópica do Mycobacterium leprae. Ao lado da descrição de cada método, e suas varian-
tes, é feita extensa revisão bibliográfica.
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INTRODUÇÃO

Os acontecimentos básicos da era cientí-
fica da hanseníase se processaram na segunda
metade do século passado. Em 1848, Da-
nielssen e Boeck descrevem as células que,
em 1864, Virchow, citado por Rotberg e
Bechelli (1946), viria a identificar e denomi-
nar de "Leprazellen".

Segundo Ibars (1949), no interior dessas
células, Hansen (1868) descreveria pela pri-
meira vez, elementos pardos que ele mes-
mo, em 1871, coraria pelo ácido ósmico.
Estas observações foram publicadas por Han-
sen em 1874 e, novamente, relatadas por
Hansen e Looft (1895).

Segundo relatos históricos de Jeanselme
(1934), Rotberg e Bechelli (1944) e Hallberg
(1946), Neisser, em 1879, utiliza o cristal
violeta na coloração do bacilo descrito por
Hansen. No ano de 1882, Koch consegue,
pela primeira vez, corar o bacilo da tubercu-
lose com solução alcoólica de azul de meti-
leno alcalinizada com potassa. Pouco tempo
após, Erlich substitui a potassa pela anilina,
que mais tarde, cederia o lugar, com vanta-
gens, para a fucsina anilinada. Nesse mesmo
ano de 1882 Ziehl demonstra as possibilida-
des do ácido fênico.

Em 1883 Ziehl e Neelsen citado por Hal-
lberg (1946), publicam seu método, usando
como descorantes o ácido nítrico e álcool.
Cornil (1884) adota o procedimento de Er-
lich para a hanseníase.

Em 1887, Campana afirma a natureza ba-
sófila dos bacilos, em relação as substâncias
corantes, e a superioridade das soluções co-
rantes anilinadas ou alcalinizadas.

O correr dos anos evidenciou um denomi-
nador comum ao gênero Mycobacterium — a
capacidade de assimilação de substâncias co-
rantes básicas e menos intensamente, aquelas
possuidoras de, pelo menos, dois grupos au-
xocrômicos básicos.

Em publicação inicial (Siqueira e col.
1983) procurou não só identificar os co-
rantes utilizados na coloração do Mycobacte-
rium leprae, em termos de suas característi-
cas . químico-farmacêuticas, desde os precur-
sores até os de uso atual, como reunir a bi-
bliografia existente sobre suas aplicações.

Como soe acontecer, erros de impressão
por vezes passam a ser repetidos em publica-
ções e manuais. Tentando corrigir essas dis-
torções e procurando contribuir para o estu-
do dos métodos tintoriais usados em hanse-
nologia, neste relato, em seqüência histórica,
descrevemos as técnicas originais, suas varia-
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ções, e reunimos a bibliografía existente.
De regra os processos tintoriais emprega-

dos tinham destino comum-corar bacilos
alcool-ácido resistentes e, tradicionalmente,
como na própria terapêutica, a coloração do
bacilo de Hansen veio na esteira dos proce-
dimentos empregados na identificação baci-
loscópica do Mycobacterium tuberculosis.

No entanto, há diferenças no comporta-
mento tintorial entre o Mycobacterium le-
prae e as demais micobactérias. De modo ge-
ral, o bacilo de Hansen assume todos os co-
rantes mais rapidamente que o bacilo de
Koch, assim como é mais sensível à descolo-
ração.

Estas diferenças têm suportado tentativas
de se estabelecer técnicas que objetivam di-
ferenciar as duas principais micobactérias.
Tenta-se também a diferenciação entre o ba-
cilo viável do não viável, como se propõe co-
lorações específicas para granulações e for-
mas bacilares não ácido-resistentes.

Na prática, tais procedimentos ainda não
se tem mostrado satisfatórios. Justifica-se
assim, o prosseguir contínuo de investigações
nesta área, de modo a oferecer-se aos profis-
sionais envolvidos nos programas de contro-
le da endemia, processos simples e efetivos
de identificação laboratorial do Mycobacte-
rium leprae.

MÉTODOS DE COLORAÇÃO BACILAR

Método de Cornil (1884):

Imergir os esfregaços em líquido de Erlich
corado com fucsina ou violeta B de metila de
Bâle.

Após 24 h, descorar rapidamente dentro
de uma solução de ácido nítrico a 1:3.

Corar com azul de metileno se os bacilos
estiverem corados de vermelho e, com eosina
ou carmim borato, se os bacilos estiverem
corados em azul.

Método da Borofucsina, Lubinoff (1888b):

Imergir a lâmina em borofucsina (0,5g
de ácido bórico em 15 ml de álcool absoluto
e adicionar 20 ml de água destilada. Após

homogeneização, adicionar 0,5g de fucsina) e
aquecer.

Descorar com solução de ácido sulfúrico
a 1:15 e lavar em álcool.

Imergir em solução alcoólica de azul de
metileno. Lavar em água.

Método de Ziehl-Neelsen e suas modificações:

Cobrir a lâmina com carbolfucsina (1g de
fucsina básica, 100ml de fenol a 5% e 10ml
de álcool absoluto).

Aquecer a lâmina até emissão de vapores,
continuar o aquecimento por um minuto evi-
tando ebulição.

Lavar o excesso de corante com água em
agitação e descorar com ácido sulfúrico a
10%.

Lavar o excesso de ácido com água em
agitação e contracorar com azul de metileno
de Loeffler.

Lavar em água até que não saia mais co-
rantes.

Modificações do método:
— Balthazard e col. (1907) afirmam ser

eficiente a modificação feita por Hansen;
corar com o método de Ziehl a quente por 5
min. Lavar. Descorar com ácido lático a 5%
em água destilada e, depois, submeter ao
álcool absoluto até descoloração. Lavar. Go-
rar o fundo com solução de azul de metileno
aquosa (técnica descrita por Poiré e Carran-
za, 1925).

— Argañaraz (1927) recomenda corar a
preparação com solução fenicada de Ziehl
por 6 min, descorar rapidamente com solu-
ção de ácido nítrico a 10%, e contracorar
com solução aquosa de azul de metileno a
1%, por 10 segundos.

— Rudel (1928) afirma que a coloração
adquire um aspecto luminoso quando a car-
bolfucsina é diluída em 1:4 ou 1:2 em água.

— Wade (1928) afirma que a" melhor di-
luição para a carbolfucsina é 10g em 100ml
de álcool a 95% (concentração aproximada-
mente igual a 8,5%).

— Segundo Manalang (1937) a coloração
deve ser procedida a frio, através do método
de Culion, mantendo desta forma a carbol-



fucsina por 7 a 8 min; diferindo ainda no
processo de descoloração, onde é usada solu-
ção de ácido nítrico a 15%, por 20 a 30 se-
gundos. A contracoloração é feita com azul
de metileno de Loeffler diluído a 1:40.

— Em sua modificação Van Breuseghem
(1937) mergulha a lâmina, previamente fixa-
da pelo calor em fucsina fenicada, à tempe-
ratura ambiente, (variando de 23 a 26°C)
durante 2 h no mínimo. Lavar em água e
descorar com álcool sulfúrico (9:1) durante
20 segundos. Tornar a lavar e recorar com
azul de metileno de Loeffler por 30 segun-
dos. O autor afirma ser a coloração a frio
mais eficiente, deixando o bacilo com uma
cor mais viva e mais espesso.

— Wilkinson (1951) propõe tratamento
prévio do esfregaço com peróxido de hidro-
gênio (H202) por 5 min para restituir o oxi-
gênio extraído pela ação redutora das sulta-
nas. Lavar em água corrente abundante e
executar a técnica de Ziehl-Neelsen clássica.
Afirma o autor que tal tratamento melhora
a positividade em pelo menos 68,4%.

- Ogden (1952) afirma conseguir 100%
de positividade aquecendo a carbolfucsina
por 10 min incidindo a chama sobre o co-
rante e não sob a lâmina como refere a lite-
ratura. Escorrer o corante sem lavar, desco-
rar com solução de ácido hidroclorídrico a
3% em. álcool 70 a 80% por 3 a 5 min, lavar
em água corrente e contracorar com azul de
metileno de Loeffler por 3 min.

— Martinez e Calero (1956) afirmam ser
mais eficiente, sem que haja necessidade de
aquecimento, a coloração tradicional pelo
método de Ziehl-Neelsen adicionando-se 2
gotas de propileno glicol para 15ml da solu-
ção de fucsina (fucsina-tensio-ativa).

— Rodhes-Jones (l959) relata melhor efi-
ciência utilizando o método de Ziehl-Neelsen
por imersão (em jarra de Coplin) e a tempe-
ratura ambiente por 20 min. Após lavagem
em água corrente, o material é descorado
com ácido sulfúrico a 5% por 5 min (tam-
bém por imersão). Procede-se nova lavagem,
seguida de contracoloração com solução de
azul toluidina a 0,1% por um min.

— Davison (1960) contesta Rhodes-Jones
(1959) alertando para o perigo de uma des-

coloração inadequada pela utilização do áci-
do sozinho, por certo período de tempo. In-
dica a coloração a quente por 10 min e des-
coloração com uma solução a 3% de ácido
clorídrico em álcool a 95°GL, por 15 min,
e contracoloração usual com azul de metile-
no.

— Chasles (1962) recomenda a utilização
de substâncias tensio-ativas em método de
Ziehl-Neelsen modificado. Cobrir o esfrega-
ço com solução de carbolfucsina adicionada
de 15 gotas de Tween 80 ou Terpol para
cada 100ml, por 10 min, a temperatura am-
biente. Lavar e cobrir a lâmina com uma so-
lução de álcool absoluto, ácido sulfúrico
concentrado e solução de azul de metileno
a 1%, nas respectivas proporções 4:1:7, por
um minuto, lavar e secar ao ar.

— Padma (1963), após investigação das
modificações propostas por Rhodes-Jones
(1959) e Davison (1960), propõe a seguinte
alteração da técnica de Ziehl-Neelsen: corar
com carbolfucsina à temperatura ambiente
por 20 min, lavar rapidamente em água, des-
corar com solução de ácido clorídrico a 3%
em álcool a 95°GL, por 5 min. Lavar e con-
tracorar com azul de metileno em solução
aquosa a 1%, por um minuto.

— Wheeler e Draper (1980) sugerem mo-
dificação da fase de contracoloração com
objetivo de melhor visualizar partículas de
tecidos, contrastando melhor com as bacté-
rias ácido-resistentes. Utiliza solução aquosa
de azul solúvel (CI n.° 42.755) a 1%, por 5
min ou a 0,05%, por 10 min.

— Siqueira e col. (1982) propõem altera-
ção técnica denominada de "alcalinização
concomitante" que, basicamente, consiste
em, na etapa de contracoloração, cobrir a lâ-
mina com solução aquosa de azul de metile-
no a 1%, adicionada de 4 a 6 gotas de solu-
ção de hidróxido de sódio a 1:500, no mo-
mento da coloração. A mistura deve ser ho-
mogeneizada, provocando deslocamentos de
ar sobre o líquido, utilizando-se de uma pi-
peta vazia (ou outro objeto similar). Deixar
agir por um minuto. Lavar em fino fio de
água corrente incidindo fora do esfregaço.
Secar a temperatura ambiente.



Método de Erlich:

— Primeiro procedimento, citado por
Balthazard e col. (1907):

Corar a preparação a frio com violeta ani-
linada de Erlich, por 12 h ou aquecendo até
emissão de vapores, durante 5 min. Lavar em
água abundante. Descorar durante vários se-
gundos com ácido nítrico a 1:3 e lavar. Ati-
var a descoloração com álcool absoluto.

Contracorar a frio com solução aquosa
saturada de marron de Bismark por um mi-
nuto; lavar e secar.

— Segundo procedimento, citado por
Poiré e Carranza (1925):

Corar a frio, durante 12 h ou a quente,
até desprendimento de vapores, durante 5
min, com fucsina anilinada.

As demais etapas como no primeiro pro-
cedimento.

— Terceiro procedimento, citado por
Poiré e Carranza (1925):

Corar com fucsina anilinada a quente, du-
rante 5 min.

Descorar com bisulfito de sódio a 2%, até
descoloração completa. Lavar e contracorar
com azul de metileno.

Método de Gabbet, citado por Zinsser e
Russel (1922):

Corar com fucsina a quente como no mé-
todo de Ziehl-Neelsen.

Imergir durante um minuto na seguinte
solução: 2g de azul de metileno e 100ml de
ácido sulfúrico a 25%. Neste método a des-
coloração e a contracoloração acontecem si-
multaneamente.

Método de Luisi modificado por Versari
(1923):

Cobrir a lâmina com solução aquosa satu-
rada de cristal de violeta, na qual se adiciona
3 a 5 gotas de ácido fênico a 5%, mantendo-a
por 15 a 20 segundos.

Descorar rapidamente, com solução
aquosa de ácido nítrico a 10% e lavar abun-
dantemente em água destilada.

Contracorar com solução de fucsina a
1%, por 30 a 40 segundos.

Método de Schulte-Tigges, citado por Has-
seltine e Gorman (1924):

Cobrir a lâmina com solução de carbol-
fucsina de Ziehl-Neelsen.

Aquecer a lâmina até emissão de vapores
e continuar por um minuto, evitando ebuli-
ção.

Lavar o excesso em água por agitação e
descorar com solução aquosa de sulfito de
sódio a 10% (renovar a solução a cada 3 ou
4 dias, devido a transformação do sulfito em
sulfato).

Lavar o excesso em água por agitação e
contracorar com solução aquosa saturada de
ácido pícrico, durante 5 a 10 min.

Lavar o excesso da solução de ácido pícri-
co, até que não saia mais corante na água.

Método de Baumgarten:

— Primeiro procedimento, citado por
Poiré e Carranza (1925):

Imergir a lâmina, previamente fixada pelo
calor, em solução alcoólica saturada de viole-
ta de metila. Deixar de 12 a 24 h à tempera-
tura ambiente, ou de 10 a 20 min aquecen-
do-se até emissão de vapores.

Colocar as lâminas em uma solução de
carbonato de potassio a "média saturação",
durante 5 min.

Descorar com álcool absoluto por 5 a 10
min.

Por este procedimento os bacilos conser-
vam a cor violeta, o restante da preparação
se descora.

— Segundo procedimento, citado por
Poiré e Carranza (1925):

Corar a preparação como na primeira eta-
pa do primeiro procedimento.

Colocar a lâmina em solução aquosa de
marron de Bismark com ácido acético a 1%,
por 15 a 20 min.

Desidratar com álcool, secar e observar.
Por este procedimento os bacilos conser-

vam a cor violeta e o restante da preparação
assume a cor marrom.



Método de Konrich, citado por Poiré e Car-
ranza (1925) e Ibars (1949):

Corar com solução de fucsina fenicada de
Ziehl, aquecendo até o desprendimento de
vapores, durante 3 a 5 min.

Lavar em água corrente.

Descorar com solução aquosa de sulfito
de sódio a 10%, até o desaparecimento da
cor vermelha (Renovar a solução de sulfito
de sódio a cada 3 ou 4 dias, devido a trans-
formação do sulfito em sulfato).

Contracorar com solução aquosa satura-
da de verde malaquita (50g de verde mala-
quita em 100 ml de água destilada), por 15 a
30 segundos.

Método de Carpano (1936):

Fixar o esfregaço por aquecimento. Co-
rar, com solução composta de 0,5g de fucsi-
na, 10 ml de álcool, 40 ml de fenol liquefei-
to e 100 ml de água destilada, por uma hora.

Descorar com solução a 20% de ácido sul-
fúrico, alternando esta solução com algumas
gotas de água.

Contracorar com vesuvina em solução
aquosa acima de 2 a 3%.

Lavar por 4 a 5 min em lugar fresco.
Por este método os bacilos se coram em

violeta escuro e o restante do material em
amarelo.

Método de Cooper, descrito e utilizado por
Manalang (1939):

Este método é, na realidade, modificação
do método de Ziehl-Neelsen onde o autor
introduz um eletrólito responsável pela pre-
cipitação da carbolfucsina. Adiciona-se 3 ml
de solução de cloreto de sódio a 10% em 97
ml de carbolfucsina.

— Primeiro procedimento, "rápido":
Cobrir a lâmina com o corante descrito

anteriormente e aquecer até emissão de va-
pores, durante 4 min.

Deixar esfriar por 2 min ou mais, para
permitir a precipitação.

Lavar em água corrente e descorar em ál-

cool-ácido (5 ml de ácido nítrico em 95 ml
de álcool etílico a 95%) por um a 2 min.

Lavar em água corrente e mergulhar por
2 min em álcool etílico a 95%.

Lavar e corar com verde-brilhante a 1%
em uma solução de hidróxido de sódio a 1 :10.000 por um a 2 min.

— Segundo procedimento, "lento" (over-
night):

Cobrir a lâmina com a carbolfucsina adi-
cionada do eletrólito, como descrito no iní-
cio, e incubar em estufa durante uma noite.

No dia seguinte retirar da estufa o reci-
piente com o corante e as lâminas e colocar
em uma caixa com gelo, para precipitação,
durante um período variável de meia a uma
hora (são obtidas belas lâminas quando o pe-
ríodo de incubação é de 14 a 20 h).

Continuar como o descrito para o proce-
dimento rápido.

Método de Hallberg (1941,1946):

Fixar os esfregaços na chama.
Cobrir, totalmente, com solução de azul

noite (10 ml de solução alcoólica saturada
estoque a 5% de azul noite; 2,5 ml de fenol
liquefeito; 0,2 ml de solução de hidróxido
de potássio a 10% e 90 ml de água destilada).
Aquecer, cuidadosamente, com a chama sob
a lâmina, até emissão de vapores. Deixar o
corante atuar por 5 min.

Escorrer o corante e descorar, com solu-
ção a 3% de ácido clorídrico em álcool a
70%, até não conter mais traços de cor azul.

Lavar em água corrente e contracorar
com solução de marrom de Bismark, ou ver-
melho neutro ou carbolfucsina, durante 5 a
10 segundos ou, ainda, com solução de piro-
nina durante 15 segundos, segundo as fórmu-
las de preparação que se seguem:
a) Marrom de Bismark: 2g de marrom de

Bismark em 100 ml de água destilada;
b) Vermelho neutro: 0,1g de vermelho neu-

tro, 0,2 ml de ácido acético a 1% e 100
ml de água destilada;

c) Carbolfucsina: 5 ml de solução de carbol-
fucsina concentrada e 95 ml de água des-
tilada;

d) Pironina: 0,25 ml de pironina, 0,5g de fe-



nol cristalizado e 100 ml de água destila-
da.
Este método foi desenvolvido, pelo autor,

para o bacilo de Koch e, concomitantemen-
te, empregado para o bacilo de Hansen por
Reenstierna(1941).

Método de Castro (1947):

Adicionar 3 ml de uma solução de fosfato
de potássio primário (KH2P04), a 10%, em
100 ml de carbolfucsina. A solução do sal deve
conter calomel para prevenir o crescimento
de fungos.

Cobrir a lâmina com o corante e aquecer
até a emissão de vapores, por 5 min. Deixar
esfriar até turvar a solução e começar a pre-
cipitar.

Escorrer o corante sem se importar com a
cor verde metálica formada.

Sem lavar, descorar, com solução a 3% de
ácido hidroclorídrico em álcool etílico a
96%, até que todo corante desapareça da lâ-
mina e esta fique clara.

Contracorar com solução aquosa diluída
de azul de metileno a 0,01%. O corante não
deve ser usado por muito tempo, pois pode
interferir na coloração dos bacilos. Meio mi-
nuto de exposição é suficiente. Lavar e secar.

Método de Zabary-Simon (1947):

Fixar o esfregaço pelo calor, cobrir com
solução de azul de toluidina (0,5g de azul de
toluidina, 10 a 15 ml de álcool a 95.°GL, 3g
de ácido fênico e 100 ml de água destilada
q.s.p.) e incubar, em estufa a 38.°C, durante
3 a 4h.

Lavar em água e diferenciar com ácido
clorídrico a 3% e com álcool a 95.°GL, alter-
nando a passagem pelos dois diferenciadores
e lavando em água entre uma passagem e
outra, até que a preparação adquira uma
cor azul clara. Lavar e secar.

Método de Zanetti (1947):

Fixar pelo calor a corar a frio, durante 20
min, com solução de Ziehl (1g de fucsina bá-

sica, 10 ml de, álcool a 95.°GL, 5 ml de fenol
fundido e 100 ml de água destilada q.s.p.).
Lavar rapidamente em água.

Descorar mergulhando a lâmina, por 7
min, em solução de ácido sulfúrico a 0,5%
e lavar em água.

Contracorar com solução de azul de to-
luidina (0,15g de azul de toluidina, 10 ml de
álcool a 95.°GL, 3g de fenol cristalizado e
100 ml de água destilada q.s.p.).

Método de Jotten-Haarmann, citado por
Ibars(1949):

Corar a lâmina como o método de Ziehl-
Neelsen.

Descorar com ácido nítrico a 15%.
Contracorar com solução de ácido pícri-

co.

Método de Kamei:

— Primeiro procedimento, "clorídrico",
citado por Ibars (1949):

Corar a quente com a fucsina de Ziehl.
Descorar e contracorar, de uma só vez,

com a seguinte solução: 2g de tripaflavina,
2 ml de ácido clorídrico, 70 ml de álcool
a 90.° e 30 ml de água destilada.

— Segundo procedimento, "sulfúrico",
citado por Ibars (1949):

Corar da mesma forma que no primeiro
procedimento.

Descorar e contracorar, de uma só vez,
com a seguinte solução: 2g de tripaflavina,
25 ml de ácido sulfúrico e 75 ml de água
destilada.

Método de Arena, citado por Ibars (1949):

Corar com solução preparada com 33 go-
tas de fucsina fenicada em 1 ml de cloreto
de sódio a 10%.

Descorar com solução hidroalcoólica de
cloreto de sódio (4g de cloreto de sódio, 100
ml de água destilada e 100 ml de álcool a
96.°GL).

Lavar em água e contracorar com amare-
lo de metila a 1%.



Método de Osol, citado por Ibars (1949):

Corar com fucsina fenicada a quente.
Descorar, primeiro com solução de ácido

sulfúrico a 10% e, logo depois, com solução
de sulfito de sódio a 10%.

Método da Carbolfucsina/Verde malaquita
com ácido acético, Horada e Kasai (1978):

Corar com uma mistura de Carbolfucsina
(1g de fucsina básica dissolvida em 10 ml de
etanol absoluto, misturada a uma solução de
fenol a 0,5% em água destilada - 100 ml),
que deve ser filtrada na hora de ser utilizada.

Lavar a lâmina em água comum.
Diferenciar em solução de ácido acético a

10%, por meio minuto.
Lavar a lâmina em água comum e mergu-

lhar a lâmina em solução aquosa a 1% de
verde malaquita.

Diferenciar e contracorar, simultanea-
mente, com solução de verde malaquita a 1%
em solução de ácido acético a 10%, por um a
dois minutos.

Lavar a lâmina em água comum e secar ao
ar.

MÉTODOS PARA COLORAÇÃO DE
GRANULAÇÕES

Método de Ziehl-Iodo-Amônia, Cerqueira
(1916,1923):

Corar com fucsina de Ziehl a quente, du-
rante um min.

Descorar com ácido nítrico a 1:5 rapida-
mente e lavar em água corrente.

Banhar a lâmina em tintura de iodo, du-
rante um minuto, e lavar em água corrente.

Imergir a preparação em amônia pura du-
rante alguns segundos.

Lavar em solução de hipossulfíto de sódio
a 0,2%. Secar lentamente à chama.

Método de Fontes (1909) aplicado para M.
leprae por Horta (1941) e Ibars (1949):

Corar a preparação pela fucsina de Ziehl,
durante 2 min.

Lavar e corar pelo cristal de violeta feni-
cada, durante 2 min.

Lavar e tratar pelo lugol, substituindo-o 3
vezes.

Descorar pela acetona. Lavar e contraco-
rar pelo azul de metileno de Kuhne. Lavar e
secar.

O método de Fontes consiste na associa-
ção dos métodos de Ziehl e Gram, sendo
muito indicado para o estudo das granulações.

Método de Spengler-Sphel, citado por Ibars
(1949):

Fixar o material pelo calor e corar a quen-
te, por 3 min, com uma mistura preparada
no momento, de 3 partes de fucsina e duas
partes de violeta de genciana.

Verter a mistura e, sem lavar, juntar ál-
cool-pícrico saturado (preparado com álcool
60.°GL) durante 5 min.

Descorar com ácido acético ao sexto e de-
pois com álcool a 60.°GL.

Contracorar, com álcool pícrico satura-
do, durante 5 min.

Método de Spengler-Sphel, modificado por
Ibars (1949):

O autor só modifica a última etapa substi-
tuindo o álcool pícrico saturado, utilizado
como contracorante, por tripaflavina.

MÉTODO PARA DIFERENCIAÇÃO
DE ESPÉCIES

Método de Baumgarten (M. tuberculosis x
M. leprae):

— Terceiro método, citado por Baltha-
zard e col. (1907):

Imergir a lâmina em solução alcoólica sa-
turada de cristal de violeta por 5 min.

Descorar com mistura de ácido nítrico e
álcool a 1:10 e lavar em água.

— Quarto método, citado por Marchoux
(1919):

Imergir a lâmina em solução hidroalcoóli-
ca de rosa de fucsina pelo mesmo tempo do
método anterior.



Descorar com solução alcoólica de ácido
nítrico a 1:3. Lavar em água. Contracorar
com azul de metileno (solução aquosa).

Rodriguez (1942) afirma que por este mé-
todo o tempo não é suficiente para corar o
bacilo de Koch, porém cora o bacilo de Han-
sen.

Método de Yamamoto (M. tuberculosis x M.
leprae):

Indicado como método diferencial entre o
bacilo de Koch e o bacilo de Hansen por
Horta (1941), Rodriguez (1942), Ibars
(1949) e Poiré e Carranza (1925).

Mergulhar a lâmina, com o esfregaço fixa-
do pelo calor, por 10 min em solução de ni-
trato de prata a 5%, a uma temperatura de
55.°C a 60.°C.

Lavar em banho redutor (1g de tanino e
2g de ácido pirogálico em um litro de água
destilada).

O bacilo de Koch apresenta-se em negro e
o bacilo de Hansen permenece incolor, pres-
tando-se para receber a coloração de Ziehl-
Neelsen, utilizada como contraprova.

Método do Sudan Black B-Safranina, aplica-
do por Chaussinand (1955) (M. tuberculosis
x M. leprae x M. lepraemurium):

Cobrir a lâmina com solução de Sudan
Black B a 0,5% em álcool a 70% e aquecer
até emissão de vapores.

Descorar com acetona. Contracorar com
solução aquosa de safranina a 1%.

O bacilo de Koch cora-se em negro,
outros bacilos álcool-ácido resistentes co-

ram-se em róseo com exceção dos bacilos de
Hansen e de Stefansky.

Contreras e col. (1956) consideram a
técnica perfeita para diferenciação entre o
bacilo de Koch e o bacilo de Hansen.

Método de Ootaka (1959) (M. tuberculosis x
M. leprae x M. lepraemurium):

Cobrir os esfregaços, fixados pelo calor,
com carbolfucsina de Ziehl a 30%. Aquecer
gentilmente por um a dois minutos.

Lavar e tratar com antiformina a 5% por
um a 5 min.

Constrastar com azul de metileno a 2%,
por 30 a 60 segundos (azul de Loeffler di-
luído 1:4).

O bacilo de Koch cora sempre em azul ou
rosa, enquanto que o bacilo de Hansen e o
bacilo de Stefansky não são coráveis.

Método de Baker modificado por Campo-
Aasen e Convit (1968) (M. leprae x M. le-
praemurium) :

Secar os esfregaços à temperatura ambien-
te por 4 a 5 h, ou por uma hora a 37.°C. Fi-
xar em formol-cálcio de Baker por 5 h.

Deixar as lâminas imersas em solução de
dicromato de cálcio a 5%, por uma noite, ou
por 16 h. Lavar em água destilada. (As duas
últimas etapas são opcionais).

Imergir as lâminas em solução mordente
de dicromato de cálcio por uma hora, a
60.°C e lavar em água destilada.

Diferenciar com solução de ferrocianeto
bórico por uma e meia a duas horas e lavar
em água destilada. Secar com mata-borrão e
montar.

O Mycobacterium leprae cora-se em azul
escuro, perde esta cor após tratamento para
retirada de fosfolípides, enquanto que o My-
cobacterium lepraemurium cora-se e retém a
cor após o mesmo tratamento.

Os vários métodos criados na tentativa de
diferenciação, e conseqüentemente classifica-
ção, de algumas das micobactérias mais im-
portantes, só conseguiram mostrar algumas
variáveis do comportamento tintorial exis-
tentes entre diferentes espécies. Não se prova,
entretanto, a eficácia de nenhum dos méto-
dos descritos, frente a falta de controle de
variáveis intrínsecas das micobactérias como,
por exemplo, a relação entre idade do germe
e sua capacidade de álcool-ácido, resistência
e outras.

MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DA
VIABILIDADE BACILAR

Método de Unna ("Método do azul vitória-
-timol"), citado por Klingmuller (1930):



Imergir as lâminas durante uma noite, à
temperatura ambiente, em solução de azul
vitória-timol (dissolver 1g de azul vitória em
solução preparada com duas gotas de timol
em 100 ml de água e filtrar).

Lavar em água e descorar em solução de
ácido nítrico a 30% durante 5 a 8 segundos.
Completar a descoloração com álcool duran-
te 5 a 10 min e lavar.

Recorar com solução de safranina a 10%,
durante 10 min. Descorar em seguida pelo
mesmo processo anterior.

Os bacilos vivos coram-se em azul-escuro
e os mortos em amarelo-alaranjado, podendo
apresentar pontos azuis escuros.

Método de T. Aoki e Y. Aoki, descrito por
Iban (1949);

Fixar pelo calor e cobrir por 5 min com
solução de eritrosina, (1g de eritrosina,
0,15g de ácido pícrico em 100 ml de água
destilada) aquecida a 80.°C.

Passar a lâmina em solução de potassa (5g
de hidróxido de potássio, 30 ml de álcool
absoluto em 70 ml de água destilada), duran-
te um minuto. Lavar e corar com solução al-
coólica de azul de metileno (15g de azul de
metileno em 100 ml de água destilada).

Os bacilos vivos apresentam-se vermelho
claro e os mortos em azul escuro ou violeta.

Método de Murohashi (1963):

Corar o esfregaço com solução de Verde
Malaquita a 1 a 2% (pH em torno de 4), a 50
— 60.°C, por 5 min, aproximadamente. Lavar
em água corrente

Tornar a corar com uma solução de fenol-
fucsina de Ziehl a 1:10 (pH em torno de 6),
por 4 — 5 min à temperatura ambiente (a
temperatura mais adequada é ao redor de
20.°C). Remover o excesso de fucsina, do
fundo do material corado, empregando solu-
ção de ácido nítrico a 2% e lavar gentilmente
em água corrente.

Método de Murohashi, adaptado por Kanet-
suna (1964):

Fixar o esfregaço em chama. Imergir as lâ-

minas em solução de Verde Malaquita, a 1%,
dissolvido em tampão acetato 0,2M e pH 4,2,
por 60 min a 60.°C e, depois, deixar as lâmi-
nas cobertas com pequena quantidade, do
mesmo corante, à temperatura ambiente por
20 min (prevenir o ressecamento).

Lavar em água corrente e cobrir as lâmi-
nas com solução Pfeiffer (solução de carbol-
fucsina 1:10 em água) por 5 min à tempera-
tura ambiente.

Lavar e cobrir as lâminas com solução de
ácido nítrico a 8% (ou ácido sulfúrico a
25%), por um minuto, à temperatura am-
biente. Lavar, secar e examinar.

MÉTODOS PARA COLORAÇÃO DE
FORMAS NÃO ÁCIDO-RESISTENTES

Método de Much, modificado por Rodrigues
e col. (1933):

Fixar o esfregaço pelo calor. Deixar a lâ-
mina em repouso por 4 a 6 h antes de corar.
Quando corada muito cedo grande parte do
material pode ser danificado nos dois proces-
sos seguintes.

Cobrir o esfregaço com solução de carbo-
nato de sódio a 2%; o tempo de duração de-
pende da espessura do esfregaço e é, habitu-
almente, de 5 a 30 min. Retirar o excesso.

Cobrir o esfregaço com antiformina e dei-
xar em repouso por 5 a 10 min. A antiformi-
na deve ter sido preparada recentemente.
Retirar a antiformina e lavar.

Fixar de novo, levemente, pelo calor. Co-
brir com um dos seguintes corantes:
a) solução alcoólica saturada de metil-violeta

B. N., uma parte e mais 9 partes de fenol
a 2%;

b) solução alcoólica saturada de violeta de
genciana, uma parte mais 9 partes de fe-
nol a 5%;

c) solução alcoólica saturada de violeta de
genciana, uma parte mais 3 partes de água
saturada de anilina.
Retirar o excesso e adicionar solução de

lugol. Deixar um minuto. Lavar rapidamen-
te. Não usar papel de filtro, visto que adicio-
na impurezas e precipita corantes na prepara-
ção.



Tratar com ácido azótico a 5% durante
um minuto. Retirar o excesso. Não lavar.
Aplicar ácido clorídrico a 3% durante 20 se-
gundos e retirar o excesso.

Descorar pingando acetona e álcool abso-
luto (partes iguais) até que não mais seja
removido corante.

Lavar em água destilada e, sem secar, con-
tracorar durante 3 a 5 min. pelo marrom de
Bismark.

Ao final do trabalho, os pesquisadores de-
cidiram que deveriam ser omitidas as segun-
da e terceira etapas, pois nestas haviam per-
das de bacilos. E concluem que por este mé-
todo é possível demonstrar a presença de
formas Gram-positivas não ácido-resistentes.

Método da Tripla coloração de Alexander-
Jackson (1945):

Método desenvolvido por Alexander-Jack-
son (1944) para estudo do bacilo da tubercu-
lose e aplicado ao Mycobacterium leprae um
ano depois.

Preparar esfregaços que não sejam muito
finos e fixar pelo calor.

Corar com carbolfucsina de Ziehl por 3
min, aquecendo até emissão de vapores.

Diferenciar com solução de álcool ácido
clorídrico a 3%, por 1 a 3 min e lavar em
água corrente ou destilada.

Cobrir a lâmina com solução de azul de
metileno de Loeffler e adicionar 6 a 8 gotas
de solução de hidróxido de sódio 1N (a so-
lução deve ser nova, no máximo um mês)
com o auxílio de um pipeta capilar, distri-
buindo a soda por pequenos movimentos.
Deixar por mais de um minuto e lavar em
água corrente.

Cobrir a lâmina com solução de hipossul-
fito de sódio preparada na hora (um grão
de hipossulfito de sódio em 50 ml de água,
ou uma solução a mais ou menos 0,25%).
Esta descoloração deve ser breve e, rapida-
mente, lavada em água corrente.

Cobrir imediatamente a lâmina com co-
rante verde (solução aquosa a 1% v/v de

"acid green", C. I. n.° 42.085 e solução aquo-
sa a 1% de "acid yellow", C. I. n.° 47.005).
Deixar alguns segundos e lavar.

MÉTODOS DE COLORAÇÃO PARA
MICROSCOPIA FLUORESCENTE

Método da Auramina O, citado por Hender-
son e col (1942) e por Prendes e col. 1958):

Cobrir a lâmina, previamente fixada pelo
calor, com solução de Auramina 0 (mistura
de solução de Auramina 0, preparada com
0,10g do corante dissolvido em 10 ml de
álcool 95%, com solução de fenol, preparada
com 3g de ácido fênico cristalizado dissolvi-
do em 87 ml de água destilada) por 2 min à
temperatura ambiente.

Lavar em água corrente e diferenciar com
solução de álcool-ácido (colocar 0,5g de áci-
do clorídrico concentrado e 0,5g de cloreto
de sódio em 100 ml de álcool 70%) por 2
min. Repetir, por mais de uma vez, esta eta-
pa.

Lavar em água corrente e contracorar
com solução de azul de metileno de Loeffler,
por 3 a 5 segundos. Lavar, secar e examinar.

Método de Hughes (1946),aplicado por Von
Haeblert e Murray (1954) ao estudo do My-
cobacterium leprae:

Secar e fixar os esfregaços em banho-ma-
ria à uma temperatura aproximadamente de
85.°C, por 20 a 30 min.

Corar com mistura aquecida de Auramina
0, Rodamina e amarelo de acridina, por 8
min.

Descorar com solução de álcool-ácido por
um a dois minutos somente.

Método de Fluorocromo, Mansfield (1970):

Fixar o esfregaço pelo calor a 65.°C por
uma hora, ou por formalina a 10% por 15
min.

Corar com solução de fenol-Auramina 0
(misturar 40 ml de fenol a 60 ml de glicerina
em um erlenmeyer de 100 ml, adicionar 3g
de Auramina O e agitar por 5 min, em agita-



dor magnético, e adicionar 900 ml de água
destilada à mistura; cobrir a boca do frasco
com "parafilme" e agitar novamente, por 72
horas; deixar a solução em repouso no escu-
ro, por 4 dias e, ao final, filtrar com Milipore
Ap.20. Esta solução deve ser estocada em
frasco escuro) por 15 min a 25 - 30.°C.

Lavar levemente em água corrente e des-
corar com solução de álcool-ácido a 0,5%
(0,5 ml de ácido clorídrico concentrado em
100 ml de etanol 70% q.s.p.) por um minuto.

Contracorar com solução de permanga-

nato de potássio 0,5% (solução aquosa), por
3 min à temperatura ambiente. Lavar e secar.

Método da Auramina, Delville (1977):

Cobrir a lâmina com uma solução de
Auramina a 0,1% (preparada em água fenica-
da a 5%), por 15 min.

Lavar e descorar com álcool-ácido (ácido
clorídrico a 5% em álcool a 70%). Lavar e
conservar no escuro até o momento da colo-
ração.
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