Politécnico
Castelo Branco

Escola Superior de Salude
Dr. Lopes Dias

Avaliacao da sensibilidade e especificidade do
método de Ziehl-Neelsen para o diagnéstico de
tuberculose no Servigo de Patologia Clinica da ULS
Guarda

Bianca Maria Cardoso Almeida 20211482
4° ano de Licenciatura em Ciéncias Biomédicas Laboratoriais

Orientadores
Professora Doutora Carina Alexandra Pereira Valente

Artigo cientifico apresentado a Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias do Instituto Politécnico de
Castelo Branco para cumprimento dos requisitos necessarios a obtencéo do grau de Licenciatura,
realizada sob a orientagao cientifica da professora Doutora Carina Valente, do Instituto Politécnico
de Castelo Branco.

Junho 2025



II



Composicao do juri

Presidente do juri

Professora Doutora, Marisa Regina Reduto Santos Barbeira
Professora Adjunta, Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias
Vogais

Professor Doutor, Francisco José Barbas Rodrigues (arguente)
Professor Adjunto, Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias

Professora Doutora, Carina Alexandra Pereira Valente (orientadora)
Professora Adjunta, Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias

III



v



Resumo

A tuberculose, causada pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), afeta
principalmente o trato respiratério e permanece uma das principais causas de morbilidade
e mortalidade por agente infecioso no mundo. Embora tratavel, o diagnéstico ainda
depende maioritariamente da técnica de Ziehl-Neelsen, que, apesar de amplamente
utilizada, apresenta limitagdes importantes, especialmente a sua baixa sensibilidade.

Em 2024, na Unidade Local de Saude da Guarda (ULSG), foram observadas
discrepancias entre os resultados do Ziehl-Neelsen e os testes moleculares, evidenciando
a necessidade de reavaliar sistematicamente a sensibilidade e especificidade desta
técnica. O principal objetivo deste estudo consistiu na avaliagdo da especificidade e
sensibilidade desta técnica por comparagdo com o método cultural (Gold Standard) e
detecdo molecular.

Realizou-se um estudo retrospetivo e quantitativo, no qual se utilizaram amostras
respiratorias submetidas a pedido de pesquisa de M. tuberculosis, entre janeiro de 2020 e
abril de 2025.

Recolheram-se os resultados para a técnica de Ziehl-Neelsen, método cultural € o
teste de Biologia Molecular totalizando 1005 amostras. Para avaliagcdo do desempenho do
exame direto, foram determinados valores de sensibilidade, especificidade, Valor Preditivo
Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN), assim como os respetivos Intervalos de
Confianga (IC).

A avaliagao da sensibilidade da técnica de Ziehl-Neelsen, comparativamente ao Gold
Standard, revelou um valor reduzido de 58,78%, e em comparagcdo com o método
molecular uma sensibilidade ainda menor de 43,24% confirmando baixa capacidade de
detecdo de casos positivos pela técnica. Em termos de especificidade da técnica, em
comparagao com o método Gold Standard foi de 96,28% e em comparagéo com o método
molecular de 98,67%.

Concluindo, este estudo confirmou a baixa sensibilidade da técnica de Ziehl-Neelsen
aplicada na ULSG. Os resultados obtidos podem estar relacionados com diversos fatores,
como a baixa concentracdo de bacilos nas amostras, a sua distribuicdo inadequada na
lamina durante a preparagdao do esfregago ou falhas no processamento ou avaliagao
microscopica, sendo alguns passiveis de correcao.

Palavras-chave

Técnica de Ziehl-Neelsen, Especificidade, Sensibilidade, Mycobacterium tuberculosis,
Tuberculose
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Abstract

Tuberculosis, caused by Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), primarily
affects the respiratory tract and remains one of the leading causes of morbidity and mortality
from infectious agents worldwide. Although treatable, its diagnosis still largely relies on the
Ziehl-Neelsen technique, which, despite being widely used, presents significant
limitations—particularly its low sensitivity.

In 2024, at the Local Health Unit of Guarda (ULSG), discrepancies were observed
between Ziehl-Neelsen results and molecular testing, highlighting the need to systematically
reassess the sensitivity and specificity of this method. The main objective of this study was
to evaluate the sensitivity and specificity of the Ziehl-Neelsen technique compared with the
cultural method (Gold Standard) and molecular detection.

A retrospective, quantitative study was conducted using respiratory samples
submitted for M. tuberculosis testing between January 2020 and April 2025. Results from
the Ziehl-Neelsen technique, culture method, and molecular biology test were collected,
totaling 1,005 samples. To assess the performance of the direct smear, sensitivity,
specificity, Positive Predictive Value (PPV), and Negative Predictive Value (NPV), along
with their respective Confidence Intervals (Cl), were determined.

The sensitivity of the Ziehl-Neelsen technique compared with the Gold Standard
was found to be low, at 58.78%, and even lower when compared with the molecular method,
at 43.24%, confirming a limited ability to detect positive cases. In terms of specificity, the
technique achieved 96.28% compared with the Gold Standard and 98.67% when compared
with the molecular method.

In conclusion, this study confirmed the low sensitivity of the Ziehl-Neelsen
technique as applied at ULSG. The observed results may be attributed to several factors,
such as low bacillary concentration in the samples, inadequate distribution on the smear
slide, or issues in sample processing or microscopic evaluation—some of which can be
addressed through improved laboratory practices.

Keywords

Ziehl-Neelsen Stain, Specificity, Sensitivity, Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis
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Avaliacéo da sensibilidade e especificidade do método de Ziehl-Neelsen para o diagnostico de tuberculose no Servico de Patologia
Clinica da ULS Guarda

Introducao

A tuberculose é uma infegdo causada por Mycobacterium tuberculosis, que afeta
principalmente o trato respiratério (1). Pode manifestar-se como tuberculose ativa, com
sintomas, ou como tuberculose latente, sem sintomas, mas com presenca da bactéria no
organismo (1,2). Apesar de ser tratavel, continua a ser uma das principais causas de
morbilidade e a segunda maior causa de morte por agente infecioso no mundo. Em 2021,
registaram-se 10,6 milhdes de novos casos e 1,6 milhdes de mortes (3). A transmissao da-
se por goticulas respiratorias expelidas por individuos infetados (1)

Mycobacterium tuberculosis € um bacilo alcool-acido resistente de crescimento lento,
com uma parede rica em lipidios, o que dificulta sua detecao (1,3,4). Por isso, o diagndstico
requer métodos especificos, como as técnicas de coloracdo para bacilos alcool-acido
resistentes (5).

Dada a forma de transmissdo e as consequéncias da tuberculose, é essencial dispor
de métodos diagndsticos primarios que sejam rapidos, acessiveis, simples, especificos e
sensiveis. (5). A sensibilidade e a especificidade medem, respetivamente, a capacidade do
teste em identificar verdadeiros positivos e negativos, sendo avaliadas em relagdo a um
meétodo de referéncia, o chamado Gold Standard.(5,6).

No diagndstico da tuberculose, este padrdo é representado pela cultura, tanto em
meio Lowenstein—Jensen como em meio liquido, por ser o método mais sensivel e
especifico. Com o avanco das técnicas de Biologia Molecular, estas também tém sido
utilizadas para confirmar os resultados obtidos pelo método de Ziehl-Neelsen (9-12).

Atualmente, o esfregagco de amostras respiratérias seguido de observagéao
microscopica é a principal técnica para diagnostico primario da tuberculose (5). Para isso,
utiliza-se a coloragao alcool-acido resistente, como a técnica de Ziehl-Neelsen, que se
baseia na resisténcia das micobactérias a descoloracao por solugdes alcodlicas e acidas.
Esta baseia-se utilizacdo de dois corantes, intercalados com uma fixagao por calor e
descoloragdo com uma solucédo alcodlica e acida. Como estas bactérias ndo sofrem esta
descoloragédo, mantém a cor do corante primario, um rosa/vermelho que contrasta com o
azul do corante secundario e permite uma identificagao destas rapida e facil (11-14).

A utilizagdo desta técnica, contudo, apresenta algumas limitagées associadas, entre
as quais a baixa sensibilidade, que pode ou nao advir de fatores externos (13).

Estudos mostram uma ampla variacdo na sensibilidade da técnica de Ziehl-
Neelsen, com taxas entre 20% e 80%, frequentemente atribuida a baixa concentragéo de
bacilos AAR nas amostras. Essa limitagao é especialmente critica em paises com recursos
limitados, onde a maior parte dos casos de tuberculose ocorre, favorecendo falsos
negativos (15-19). Isso pode atrasar o tratamento, agravar a doenga e aumentar o risco
de transmissao (13)

A variabilidade da sensibilidade da técnica de Ziehl-Neelsen pode estar associada
a fatores externos, como a espessura dos esfregacos, a concentragdo dos reagentes e a
qualidade dos microscoépios, bem como a fatores internos, como a quantidade minima de
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bacilos necessaria para um resultado positivo — entre 5.000 a 10.000 bacilos por mililitro
de expetoracéo. (13).

Em 2024, na Unidade Local de Saude da Guarda (ULSG), foram observadas
discrepancias entre os resultados do Ziehl-Neelsen e os testes moleculares, evidenciando
a necessidade de reavaliar sistematicamente a sensibilidade e especificidade desta
técnica.

Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a especificidade e sensibilidade da
técnica de Ziehl-Neelsen executada no laboratério de patologia clinica na ULSG a partir de
amostras respiratérias.

Metodologias

Desenho do estudo e amostragem

O estudo realizado foi de natureza retrospetiva e quantitativa. Utilizaram-se
amostras respiratérias submetidas a pedido de pesquisa de Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis), recebidas pelo Servigo de Microbiologia da ULSG entre janeiro de 2020
e abril de 2025. Todas as amostras processadas foram submetidas a exame direto para
pesquisa de M. tuberculosis por avaliacdo da coloracao de Ziehl-Neelsen, executada de
acordo com os protocolos estabelecidos pelo laboratério de microbiologia do Servigo de
Patologia Clinica.

Incluiram-se no estudo todas as amostras respiratérias processadas entre janeiro
de 2020 e abril de 2025, de ambos os sexos e de todas as idades. Recolheram-se os
resultados para a técnica de Ziehl-Neelsen, método cultural (Gold Standard) e o teste de
Biologia Molecular de detecao por amplificacdo de acidos nucleicos de M. tuberculosis,
totalizando 1005 amostras.

Para garantir poder estatistico adequado, foi estimada a necessidade de cerca de
1900 amostras, assumindo uma taxa de positividade entre 10-15%). Todas as amostras
rececionadas e processadas na ULSG no periodo definido e que cumpram os critérios de
inclusdo, foram incluidas no estudo.

Processamento de amostras

A técnica de Ziehl-Neelsen foi realizada manualmente, com base no protocolo
estabelecido pela ULS, descrito na tabela 1. A avaliagdo das laminas foi realizada através
da observagao ao microscopio, e quantificada tendo por base os valores estipulados de
BAAR (Bacilos Alcool-Acido Resistentes) por [amina na ULSG, que se encontram na tabela
2.

Apds a descontaminacdo das amostras respiratérias, realiza-se a separagao de
amostra para avaliacdo por BM e para realizagdo do método cultural. A cultura é realizada
em dois meios solidos (Léwenstein-Jensen) e em um meio liquido através da pipetagem
da amostra para os respetivos.
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Realiza-se uma incubagédo posterior do meio liquido até que seja detetado o
crescimento bacteriano, tendo em conta o crescimento expectavel em dias de M.
tuberculosis ou até findar o periodo maximo de 42 dias. O meio sdlido é incubado a 37°
durante um periodo de 60 dias com avaliagbes periddicas do crescimento (ao 12°, 30°, 45°
e ao 60° dia).

A avaliacao pelo método de BM ¢ realizada utilizando dois sistemas de ensaio de
PCR em tempo real, ELITe InGenius® e GeneXpert® Instrument Systems (20-22).

Tabela 1. Técnica de Ziehl-Neelsen aplicada na ULSG.

Reagente Aplicagio Tempo
Reagente 1 (solugdo de - Cobrir completamente o 5 minutos no total
carbol-fucsina) esfregaco;

- Aquecer cuidadosamente
3 vezes sobre o bico de
Bunsen ate a libertacao de
vapores, sem ferver.

Agua corrente - Lavar ate esta se tomar
limpida

Reagente 2 (Acido cloridrico - Cobrir completamente o 15 a 30 segundos
em alcool) esfregaco & permitir a (vanando consoante a
) reacao qrossura do esfregaco)
Agua corrente - Lavar imediatamente

Reagente 3 (Solucdo de azul - Contrastar 30 segundos *
de metilenc) - Cobnr completamente e

- permitir gue reaja
Agua corrente - Lavar cuidadosamente

Secar ao ar overnight ou até 50°C em uma estufa

* Ou um 1 minuto com uma diluicdo do reagente 3 (solucio de azul metileno) (diluicdo: 1:10
(1+9) com agua destilada)

Tabela 2. Escala de quantificacdo de BAAR aplicada na ULSG (23).

N? de Bacilos Escala OMS Escala OMS
Observados {1000x) (200 — 250x)
Nenhum NBAAR* NBAAR*
1-2/300 campos 1-2/300 campos 1-2/300 campos
(esfregaco a repetir) (esfregaco a repetir)
1-9/100 campos 1-9/100 campos
A0 Ganpos (esfregaco a rep;getir} {esfregaco a reppetir)
1-9/10 campos 1+ 1-9/10 campos
1-9/campo 2+ 1+
10-89/campo I+ 2+
= 100/campo a+ ot

* NBAAR: Nao detetados BAAR

Avaliacao de desempenho da técnica
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Para avaliagdo do desempenho do exame direto, foram determinados valores de
sensibilidade, especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo
(VPN), assim como os respetivos Intervalos de Confianca (IC). Recolheu-se a informacao
relativa ao tipo de amostra em estudo (expetoragéo, lavado bronquioalveolares, etc.). Os
céalculos foram realizados em comparagdo com o método Gold Standard (cultura
microbioldgica) e de biologia molecular. O teste de McNemar foi utilizado para comparar a
concordancia entre o método de Ziehl-Neelsen e os métodos de referéncia (cultura/teste
molecular). Este teste avalia se as diferengas nas classificacées de resultados positivos e
negativos entre os dois métodos séo estatisticamente significativas, considerando apenas
os casos discordantes.

As comparacgoes foram feitas de forma global e individualmente para cada tipo de
amostra. Para a realizagao dos mesmos utilizou-se dois calculadores estatisticos, um para
o calculo do valor de p, utilizando o teste de McNemar (24) e o outro para o calculo de
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e IC, o qual utiliza como referéncia as seguintes
formulas (25):

e Total de positivos
Sensibilidade =

(Total de positivos + Falsos negativos) 8

Total de negativos

Especificidade = 100

(Total de negativos + Falsos positivos) 8

L . Total de verdadeiros positivos
Valor Preditivo Positivo (VPP) = Total de positivos x 100

. ) Total de verdadeiros negativos
Valor Preditivo Negativo (VPN) = Total de negativos x 100

Resultados

Descricao da amostra

Com a recolha dos dados relativos aos resultados da pesquisa de M. tuberculosis,
construiu-se a Tabela 3, na qual se encontram os valores totais de pedidos, divididos por
método, tipo de amostra e resultado (positivo e negativo).

No total recolheram-se dados de cerca de 1005 pedidos, os quais foram submetidos
a avaliagdo pelos métodos de Ziehl-Neelsen e Gold Standard (cultural). O método de
Biologia Molecular aplicou-se a 412 destas amostras.

A coloracgao de Ziehl-Neelsen identificou 176 amostras como positivas, enquanto a
cultura confirmou 726 resultados positivos.

Tabela 3. Distribuicdo das amostras por método de diagndstico, estratificadas por resultado
(positivo/negativo).
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Tipo de amostra Ziehl-Neelsen Cultura BM Total
Total 1005 1005 412 1005
Positivo 176 726 37
Negativo 829 279 375
Aspirado-Bronguico 60 60 60 60
Positivo 3 4 10
Negativo 57 56 50
Aspirado Transbrénquico 1 1 1 1
Positivo 0 0 0
Negativo 1 1 1
Aspirado traqueal 22 22 22 22
Positivo 1 0 3
Negativo 21 22 19
Cultura 591 149 0 591
Positivo 155 254 MA
Negativo 436 337 MNA
Expetoracao 149 149 149 149
Positivo 16 18 15
Megativo 133 131 134
Lavado alveolar 44 44 44 44
Fositivo 1 0 4
Megativo 43 44 40
Lavado bronco-alveolar 46 46 46 46
Positivo 0 3 3
Negativo 46 43 43
Liquido Pleural 92 92 90 92
Positivo 0 0 2
Megativo 92 92 88

BM, Biologia Molecular; NA, nao aplicavel.

Relativamente as amostras que foram testadas por métodos moleculares, a
coloragao de Ziehl-Neelsen identificou 176 positivos, enquanto 37 foram confirmados pelo
método molecular. Em termos de negativos, a técnica de Ziehl-Neelsen identificou 829
amostras como negativas das quais 279 foram confirmadas por cultura como negativas e
375 por métodos moleculares.

Desempenho global da técnica de Ziehl-Neelsen

Em comparagdo com a cultura, o método de Ziehl-Neelsen apresentou uma
sensibilidade de 58,78% (1C=52,76 - 64,62), especificidade de 96,28% (1C=94,63 — 97,54),
VPP de 85,86% (IC=88,55 — 89,91) e VPN de 85,87% (1C=84,08 — 87,50) (Tabela 4).

Comparado com os testes moleculares, a sensibilidade e especificidade foram de
43,24% (1C=27,10 - 60,51) e 98,67% (1C=96,92 - 99,57), respetivamente, com um VPP de
76,19% (1C=55,41 - 89,18) e um VPN de 94,63% (1C=33,01 — 95,89) (Tabela 5).
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Tabela 4. Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do método de Ziehl-Neelsen (IC 95%), por tipo
de amostra e total, em comparagédo com a o método Gold Standard (cultura).

Amostra Sensibilidade Especificidade VPP VPN Comparagao
{IC a 95%) {IC a 95%) (IC a 95%) {IC a 95%) {valor de p)
Total 58,78% 96,28% 85,86% 85,87% 0.0001
(52,76 - 64,62) (94,63 -97,54) (88,55-89,91) (84,08 - 87,50) :
Aspirado - 30,00% 100,00% 100,00% B7.72% 10000
Bronquice (6,67 -65,25)  (92,89-100,00) (29,24-100.00) (82,64 - 91,47) '
Aspirado 100,00% 100,00%
Transbréngquico ) (2,59 -100,00) ) (2,50 - 100,00) B
Aspirado 0,00% 94.74% - 85.71% 1.0000
tragueal (0,00-70,76) (V397 -9587) (84,37 - 86,96) ’
Cilbirs 5916% 100,00% 100,00% 75 46% 0.0001
{5294 -6517) (98,89-100,00) (97.65-10000) (72,66 -78,06) :
Exatocichi 80,00% .01% 75,00% 97.74% 06171
P ¢ (5191-9567) (9253-9918) (5252-8906) (94.03-9917) :
vl alvonl e 25.00% 100,00% 100,00% 93,02% 1.0000
(063-8059) (91,19-10000) (250-100,00) (8833-9591) '
Lavado Bronco 0.00% 100.00% 53 45% 02487
Alveolar (0,00-70,76)  (91,78-100,00) (93,48 - 93.48) :
Liciesido vlsiieal 0,00% 100,00% : 97, 78% :
9 P (0,00-8419) (95,89-100,00) (97.78-97.78)

IC: Intervalo de confianga; -: Calculo impossivel de realizar por auséncia de valores passiveis de

divisdo

Tabela 5. Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do método de Ziehl-Neelsen (IC 95%), por tipo
de amostra e total, em comparagao com o método de detecido molecular.

Amostra Sensibilidade Especificidade VPP VPN Comparacio
{IC a 95%) (IC a 95%) (IC a 95%]) (IC a 95%]) (valor de p)
Total 43,24% 98.,67% 76,19% 94,63% 0.0033
(27,10 - 60,51) (96,92 -99,57) (55.41-89,18) (33,01 -95,89) :
Aspirado - 50,00% 98.21% 66,67% 96,49% 0.0233
Bronquico (6,76 - 93,24) (90.45-599.95) (1851-9463) (91,16-96,65) i
Aspirado 100.00% 100,00%

Transbronquico B (2,50 - 100,00) B {2.50 - 100,00) B
Aspirado ) 95 45% i 100,00% 0.6171
tragueal (77.16 - 59.88) (83,89 - 100,00) )

Cultura MNA MNA MA NA MA
Eymetninca 83,33% 99,24% 93,75% 97 .74% 1.0000
P ¢ (58,55 - 96,42) (95,82-5998) (6780-9907) (93,51-99519) ;
Lavado _ 97.73% 100,00% 0.2482
alveolar (67,98 - 99.94) (91,78 - 100,00) :

Lavado Bronco 0.00% 100,00% 93.458% 02482
Alveolar (0,00 -70,786) (91,78 - 100,00) {93,458 - 93,38) )

Liquido pleural 200,05 001,00 % 0.4795

(96,07 - 100,00)

(96,07 - 100.00)

IC: Intervalo de confianga; NA: N&o avaliado; -: Calculo impossivel de realizar por auséncia de
valores passiveis de divisdo

Relativamente a avaliagdo da concordancia entre os métodos observou-se que 0s
valores entre ambos sdo concordantes, apresentando ambos reduzidas taxas de
sensibilidade e elevadas taxas de especificidade para a técnica de Ziehl-Neelsen.

Desempenho da técnica de Ziehl-Neelsen por tipo de amostra

Ao estratificar os resultados por tipo de amostra, Tabela 4, observou-se que a
sensibilidade do método Ziehl-Neelsen, comparando com o método Gold Standard, foi
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maior em amostras de expetoragao (80,00%, 1C=51,91 — 95,67), com um VPP de 75,00%
(IC=52,52 — 89,06) e menor para as de lavado broncoalveolar (0,00%, 1C=0,00 — 70,76).

Para amostras de Aspirado Bronquico, a sensibilidade foi de 30,00% (IC=6,67 —
65,25), com um VPP de 100,00% (1C=29,24 — 100,00), valores ligeiramente inferiores aos
obtidos para as amostras de cultura submetidas a um novo estudo para confirmagao do
resultado, que apresentam uma sensibilidade de 59,16% (1C=52,94 - 65,17) com um VPP
de 100,00% (1C=97,65 — 100,00).

O valor de sensibilidade para lavados alveolares é de 25,00% (IC=0,63 — 80,59)
com um VPP de 100% (IC= 2,50 — 100,00). Os restantes tipos de amostras (Aspirado
Traqueal e Liquido Pleural) obtiveram uma sensibilidade de 0,00% enquanto que nao foi
possivel efetuar o calculo da sensibilidade para amostras de Aspirado Transbrénquico.

Os valores de especificidade para amostras de Aspirado-Bronquico, Aspirado
Transbrénquico, cultura, Lavado Alveolar, Lavado Bronco Alveolar e Liquido Pleural foram
de 100,00% com VPN variaveis, que se encontram na Tabela 4. As amostras de Aspirado
Traqueal resultaram numa especificidade de 94,74% (IC= 73,97 — 99,87) com um VPN de
85,71% (1C=84,37 — 86,96) e as amostras de expetoragcao com 97,01% (IC=92,53-99,18)
com um VPN de 97,74% (IC=94,03 — 99,17).

Em termos de sensibilidade da metodologia de Ziehl-Neelsen por comparagado com
o método de BM, Tabela 5, esta foi superior para amostras de expetoracéo, 83,33% (IC=
58,58 — 96,42) com um VPP de 93,75% (IC= 67,80 — 99,07), e menor para amostras de
Lavado Bronco Alveolar, 0,00% (IC= 0,00 a 70,76), como se verificou em comparagdo com
o método cultural.

Para as amostras de Aspirado Transbrénquico, Aspirado Traqueal, Lavado Alveolar
e Liquido Pleural ndo foi possivel obter-se taxas de sensibilidade.

A sensibilidade para Aspirados Brénquicos foi de 50,00% (IC=6,76 — 93,24) com
um VPP de 66,67% (1C=18,51 — 94,63).

Relativamente aos valores de especificidade, em concordancia com o método
cultural, estes variam entre 95% e 100% para todos os tipos de amostra. Para as amostras
de Aspirado Transbrénquico, Lavado Bronco Alveolar, e Liquido Pleural a especificidade é
de 100,00%. Para os Aspirados Bronquicos a especificidade é de 98,21% (IC=90,45 —
99,95) com VPN de 96,49% (1C=91,16 — 98,65).

As amostras de Aspirado Traqueal apresentam uma especificidade relativamente
inferior, com 95,45% (IC=77,16 — 99,88) e VPN de 100,00% (IC=83,89-100,00).

A especificidade para amostras de Expetoragdo e Lavado Alveolar é 99,24%
(1C=95,82 — 99,98) e 97,73% (IC=87,98-99,94) respetivamente, com VPN de 97,74%
(1C=93,91 -99,19) e 100,00% (IC=91,78 — 100,00).

As amostras resultantes da segunda testagem de cultura nao foram submetidas a
avaliagéo por BM.
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Discussao

Os resultados obtidos demonstram que a comparacdo entre a técnica de Ziehl-
Neelsen e os métodos cultural e de Biologia Molecular (BM) é estatisticamente significativa,
reforcando a pertinéncia desta andlise para avaliar o desempenho diagndstico da técnica
de Ziehl-Neelsen. No entanto, quando analisadas individualmente, apenas uma das
amostras apresentou valor de p inferior a 0,05 na comparagdo com o método de cultura
(Gold Standard) e com o método molecular, sendo esta a amostra de aspirado brénquico.
A avaliagdo da sensibilidade da técnica de Ziehl-Neelsen, comparativamente ao Gold
Standard, revelou um valor reduzido de 58,78% (1C95%: 52,76—64,62), o que confirma a
baixa capacidade de detecdo de casos positivos pela técnica. Apesar disso, o valor
preditivo positivo (VPP) foi elevado, atingindo 85,86% (1C95%: 88,55-89,91%), o que indica
que, quando o teste é positivo, ha alta probabilidade de se tratar de um verdadeiro caso de
tuberculose.

Por outro lado, os resultados em comparagdo com a BM revelaram uma
sensibilidade ainda menor, de 43,24% (IC95%: 27,10-60,51) e um VPP de 76,19% (1C95%:
55,41-89,18%), o que reforgca a limitacéo da técnica de Ziehl-Neelsen na identificacao de
casos positivos, especialmente em comparacdo com métodos mais sensiveis.

Com base nesses dados, conclui-se que a sensibilidade da técnica de Ziehl-
Neelsen aplicada as amostras respiratorias processadas no servico de Patologia Clinica
da ULSG ¢ baixa. Isso implica um risco aumentado de falsos negativos, o que pode atrasar
o inicio do tratamento, aumentar a transmissao da tuberculose e agravar o quadro clinico
dos pacientes nao diagnosticados.

Em relacdo a especificidade, os resultados obtidos foram elevados: 96,28%
(IC95%: 94,63—-97,54%) para o método cultural e 98,67% (IC95%: 96,92-99,57%) para o
método molecular. O valor preditivo negativo (VPN) também foi satisfatério — 85,87%
(IC95%: 84,08-87,50) para o método cultural e 94,63% (1C95%: 33,01-95,89) para o
método molecular — embora este ultimo apresente um intervalo de confianga bastante
amplo, refletindo o nimero limitado de amostras.Com uma especificidade consideravel, a
técnica aplicada no servigo de patologia clinica da ULSG como método de diagndstico,
permite que a maioria dos resultados negativos sejam identificados como negativos,
evitando a submissdo desnecessaria de pacientes a tratamentos demorados e dolorosos.

A analise por tipo de amostra revelou que, como esperado, a sensibilidade foi
consistentemente inferior a especificidade em todas as categorias. Contudo, a
interpretacao desses resultados é limitada devido ao pequeno tamanho amostral em alguns
grupos, o que inviabilizou o calculo de certos paradmetros ou gerou estimativas pouco
confiaveis. Por exemplo, taxas de sensibilidade de 0,00% foram observadas para amostras
de aspirado traqueal, lavado bronco alveolar e liquido pleural com o método de cultura, e
em lavados bronco alveolares com o método molecular. A amostra com melhor
desempenho em termos de sensibilidade foi a de expetoragéo: 80,00% com o método
cultural e 83,33% com o método molecular. Isso € condizente com a literatura, ja que a
expetoragdo representa a principal amostra respiratoria utilizada na investigagdo da
tuberculose e, portanto, é frequentemente mais representativa. Para culturas positivas
submetidas a uma segunda sementeira (avaliadas apenas em relagdo ao método de
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cultura), a sensibilidade foi de 59,16% e o VPP de 100%. No entanto, novamente, o baixo
poder amostral limita a confianga nesses resultados.

Considerando uma taxa estimada de positividade de 10-15%, seriam necessarias
cerca de 1900 amostras para garantir 95% de confianga com sensibilidade prevista de
80%. No presente estudo, foram utilizadas apenas 1005 amostras para o método de cultura
e 412 para BM, indicando que os dados devem ser interpretados com cautela.

Baseando a estimativa do numero de amostras na taxa de positividade alcancada
com os dados recolhidos, que seria de cerca de 17,5%, para que os resultados
apresentassem 95% de confianga e considerando uma sensibilidade prevista de 80%,
seriam necessarias cerca de 1406 amostras, que permanece como sendo um valor de
amostras superior ao conseguido para a realizagao do estudo, embora mais préximo do
valor alcangado.

Diversos estudos referem as reduzidas taxas de sensibilidade da técnica de Ziehl-
Neelsen como método de diagndstico para a tuberculose, comprovada com os resultados
obtidos com a execugao deste estudo.

A bibliografia relativa a avaliacao da sensibilidade e especificidade da técnica de
Ziehl-Neelsen comparativamente ao método cultural e a BM & extremamente reduzida.

Um estudo de Roswidianah et al. para avaliagao destes parametros para a técnica
de Ziehl-Neelsen em comparagao com dois métodos entre os quais o método cultural
reportou uma sensibilidade de 60% (26). De entre os poucos autores que realizaram
estudos comparativos para a avaliagao destes paradmetros, apenas 2 realizaram um teste
comparativo da técnica para o diagnéstico de tuberculose pulmonar. De entre esses dois
estudos, a sensibilidade para Ziehl-Neelsen foi identificada como sendo de 72,1% (27) e
54,2% (28) em comparagao com o método Gold Standard.

Um estudo de 2019 relativo a tuberculose genital, identificou ainda uma taxa de
sensibilidade para o diagnoéstico de tuberculose por Ziehl-Neelsen de 14,29% (29).

Diversos fatores sdo descritos como possiveis causas da baixa sensibilidade da
técnica de Ziehl-Neelsen, incluindo a baixa concentracdo de bacilos alcool-acido
resistentes (BAARSs), presencga de fibrina mucoide nas amostras de expetoragéo, qualidade
dos esfregacgos, observacdo microscépica inadequada e concentragao insuficiente do
corante Carbol-fucsina. A literatura recomenda estratégias para melhorar esses aspetos,
como o tratamento prévio da amostra com agentes mucoliticos para facilitar a visualizagéao
dos BAARs (30).

De modo a eliminar a fibrina como possivel interferente, alguns autores aconselham
0 aumento de submissdo da amostra de expetoracdo ao produto que pretende dissolver o
muco. A qualidade dos esfregagos e a observagéo dos mesmos, bem como a concentragéo
da solugdo de Carbol-fucsina sdo outros fatores descritos como potenciais causadores
desta diminuicdo da sensibilidade da técnica (30,31).
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Conclusao

Em suma, a técnica de Ziehl-Neelsen, embora altamente especifica, apresenta
sensibilidade limitada, o que reduz sua eficacia como ferramenta diagndstica isolada para
a tuberculose, especialmente em contextos clinicos nos quais a detecdo precoce é
essencial. A implementacao de técnicas complementares, como os métodos moleculares,
é recomendada para reduzir a ocorréncia de falsos negativos e melhorar o rastreio da
doenga, particularmente em contextos de alta carga endémica.

A diminuicdo da taxa de sensibilidade da técnica de Ziehl-Neelsen na ULSG
confirma-se e podera advir de diversos fatores, desde a concentracdo de bacilos na
amostra, a disseminagdao dos mesmos pela lamina na execugdo do esfregago, ao
processamento ou a avaliacdo microscopica da mesma.

A aplicacdo de medidas que permitam solucionar ao maximo esta problematica é
essencial. Visto que a falta de complexidade do estudo n&o permitiu a demonstragao das
causas, as medidas a considerar deverao ser generalistas e se necessario devera se
prosseguir com a execug¢do de um estudo com maior complexidade que permita a
determinagao das causas e, desse modo, a sua corregao.
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