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NCOVA TECNICA PARA IDENTIFICACAO HISTOQUIMICA
DO CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Oswaldo de Arruda BeaMER (1), ‘Antonio Geraldo de Frertas Neto (2) e
' Maria Dalva M. SCALABRINI (?)

RESUMO

Os Autores apresentam nova técnica histoquimica para identificacio do Crypto-
coccus neoformans, baseada na coloracio da capsula de lignina pelo cristal viole-
ta e do protoplasma do cogumelo com vermelho neutro.

A capsula é corada em castanho escuro e o protoplasma em réseo.

INTRODUCAO

A identificacdo do Cryptococcus neofor-
mans em preparacdes histologicas ou esfrega-
cos corados pelas técnicas habituais & dificil,
pois o cogumelo ndo se cora conveniente-
mente,

O método que ora propomos, é de facil e
ripida execugdo, e did excelentes resultados
tintoriais, que se equivalem a métodos mais
complexos e demorados. Em poucos minutos
pode-se corar laminas de material préviamen-
te impregnado em parafina, ou esfregagos
obtidos de exsudatos, liquido céfalo-raquidia-
no ou meios de cultura.

FrAvio Nifo?, estudando a composicdo
da membrana que reveste o miceto, verificou
que é formada fundamentalmente por lignina.
A vpartir déste dado bioquimico, procuramos
reacbes tintoriais especificas para a lignina,
de modo a nos permitir a facil identificacdo
do cogumelo assim como, evitar possiveis con-
fusGes diagnésticas principalmente com o P.
brasiliensis.

A coloragdo é obtida com dois corantes:
o cristal violeta, que cora a capsula de ligni-
na e o vermelho neutro, que cora o proto-
plasma do miceto,

METODO

Método de preparagdo do corante

Vermelho neutro ....... lg
Cristal violeta ......... g
Alcool absoluto ........ 10 ml
Agua destilada q.s. 200 ml

Dissolver o vermelho neutro e o cristal
violeta, separadamente, em 5 ml de alcool
zbsoluto, cada um. Depois de juntar as
duas solugfes, completar o volume de 200 ml
com Agua destilada. Filtrar em papel de fil-
tro comum. O corante esta pronto. para o
use e pode ser conservado em lemperatura
ambiente por longo tempo. '

Trabalho realizado na Disciplina de Técnica Cirdrgica Geral da Faculdade de Medicina da U.
S. P. (Prof. Dr. Américo Nasser) — Departamento de Clinica Cirurgica da Faculdade de Medi-
cina da U.S.P. (Prof. Alipio Corréa Netto — Eurico da Silva Bastos) e Departamento de Ana-

tomia Descritiva da Faculdade de Medicina da U.S.P.

(Prof, Odorico Machado de Sousa)

(1) Ihstrutor da Faculdade de Medicina da U.S.P. — Encarregado da Secfo de Patologia Experi-
mental

(2) Prof. Assistente da Faculdade de Medicina da U.S.P. — Chefe do Grupo de Experimentacéo

(8) Técnica de Laboratérioc do Departamento de Anatomia Descritiva e Topografica da Faculdade
de Medicina da U.S.P. — (Prof. Odorico Machado de Sousa)

124



BEHMER, 0. de A.: FREITAS Neto, A. G. de & SCALABRINI, M. D. M. — Nove técnica para

identificacio  histogquimica do
- 124-126, 1968,
Mtodo de eoloracio em esfregaco

1) Preparar o eslregago em lamina pres
viamente alluminisada

21 Secar em temperatura ambiente
| 3)
| 1)

Fixar em hico de Bunsen

Deisar durante 5 minutos em  dgua
amoniacal (0575

51 Lavar em dzua destilada
01 Corar durante 100 minotos

71 Retirar o exeesso de voranle com dgua
destilada
¥ 81 Diferenciar em dleool abeolutn
9y Desideatar em Xilel

1) Montar com resina sinlelica

Flg, 1 — fryplocoscus weoformans na luz de um
alvdole pulmonar, 2000 X

trpptocaccis Recformians,
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Flg, 2

— Erpptocoscis aeaforeinas no tocldo
norvosn, 20 X

Meétoido de coloracan em ocortes de parafing

Desparalinar a limina ¢ proceder do mes-
mo mmdo gque para a coloracio em esfre.
gace, a parlir do item 4,

RESULTADOS

Em esfregaco: Membrana de lignina co-
rada em castanho escuro; cdpsula muedide
em negative ou rosa claro; protoplasma do
cogumelo em rosa com corpiseulos verme
lho escuro,

Em parafing:  No tecido nervoso ohserva-
gevom nitidez o membrana de lignina forle.
mente corada em castanho, civeundada por
um hale claro que corresponde a cipsula mu.
eoide ndo corada; o protoplasma nido loma
voloracio, 1) cogumelo gquandoe na luz al-
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Cryptococcus neoformans.
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veolar pulmonar tem aspecto semelhante ao
observado nos esfregagos.

SUMMARY

New technique for histochemical identifica-
tion. of Cryptococcus neoformans

A new histochemical technique is given

for identification of Cryptococcus neoformans
by staining of the lignin capsule with crystal
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violet and of the mould protoplasma with
neutral red, the capsule becoming dark brown
and the protoplasma pink.
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