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NOVA TÉCNICA PARA IDENTIFICAÇÃO HISTOQUíMICA 
DO ORYPTOOOOOUS NEOFORMANS 

Oswàldo de Arruda BEHMER (1), Antonio Geraldo de FREITAS Neto (2 ) e 
Maria Dalva M. ScALABRINI ( 3 ) 

RESUMO 

Os Autores apresentam nova técnica histoquímica para identificação do Crypto­
coccus neoformans, baseada na colora'ção da cápsula de lignina pelo cristal viole­
ta e do protoplasma do cogumelo com vermelho neutro. 

A cápsula é corada em castanho escuro e o protoplasma em róseo. 

INTRODUÇÃO 

A identificação do Cryptococcus neofor­
mans em preparações histológicas ou esfrega­
ços · corados pelas técnicas habituais é difícil, 
pois o cogumelo não se cora conveniente­
mente. 

O método que ora propomos, é de fácil e 
rápida execução, e dá excelentes resultados 
tintoriais, que se equivalem a métodos mais 
complexos e demorados. Em poucos minutos 
pode-se corar lâminas de material previame-n­
te impregnado em parafina, ou esfregaços 
obtidos de exsudatos, líquido céfalo-raquidia­
no ou meios de cultura. 

FLÁVIO NINO 1, estudando a compos1çao 
da membrana que reveste o miceto, verificou 
que é formada fundamentalmente por lignina. 
A partir dêste dado bioquímico, procuramos 
reações tintoriais específicas para a lignina, 
de modo a nos permitir a fácil identificação 
do cogumelo assim como, evitar possíveis con­
fusõe~ diagnósticas principalmente com o P. 
brasiliensis. 

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

MÉTODO 

Método de preparação do corante 

Vermelho neutro . . . . . . . 1 g 

Cristal violeta . . . . . . . . . 1 g 

Álcool absoluto 

Água destilada q.s. 

10 ml 

200 ml 

Dissolver o vermelho neutro e o cristal 
violeta, separadamente, em 5 ml de álcool 
,,!,soluto, cada um. Depois de juntar as 
duas soluções, completar o volume de 200 ml 
com água destilada. Filtrar em papel de fil. 
trn comum. O corante está pronto para o 
uso e pode Eer conservado em temperatura 
ambiente por longo tempo. · 
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1 ) Pr(•porar <> (·Sf r('guço l'IH lâmina pr (~. 
v iú Olt n h.· t\l hu(l'1 i 11i~Hli1 

2) Sl·l·or c·rn 1,•m1 H.' 1·a tu rll atnl)it~11l1' 

:{) Fi xar (•Ul liieo tk• Bu f1:!<'U 

1) D<•is-a r (luranh' 5 mi11ulOR ('Jll á~ua 
mnonianll ; o,s;;, J 

51 Lavar t·m :lgua di-.;;.l iltHfo 

61 Cora r 1l11r,1nk 1 (J mi nulos 

7) Hrlin.1r o l ' X('('~~Q d,· •·o r~wtc· c·om :'1gu,1 
1l<•:-.1 ilatln 

H ► Oi Í(•n·1wia I' t·m álrool a 1 •:!oluto 

9 ► 0(•.siclrala r c•m Xilol 

10) l\fontar \'0111 n·sina s intéti(',l 

Fig, l. - CrmHo<"ON'U-S »t>O/OJ'm{ms n:l l uz de u m 
nlv&ilo pulmnnnr. 2.000 X 

1:-1g, 2 - cr111,to<"0<"<'11i$ nt:,)form,11111 no t cddo 
O('!'VO~O. :2.()(1() X 

0 t"sp:na íinor o lâmina (• pro<•f•.lc•1· tio mc•s­
mo mo(lo q rn• para a coloração (•m l'Sfrc. 
gaço1 a ptHlir do Ílém :1., 

HESUJ..TADOS 

Em esjreg<,('O: M<~mhmna (le li:zn i na co• 
rt1dn t·rn taf-ll nnho t-5curo; (·ápsula muc:óidt· 
cm negativo ou rosa dtH◊; protoplasma do 
cogumelo (•m rMtl <"Om rorpúi::culos verme­
lho rsc·u ro, 

Em J>Urajina: No lt·<·hlo JH•1·vos:o ohserva­
se c:om nil itle:t n nwml,1·arn1 ,lt• lignina forte• 
mente c:orac1a em castanho. circundada por 
um halo dn ro q ue torresponcle à c,l.psula mu• 
<'Úi (lc não torada; o proloplnsrna não tomo 
{'oloraçílo. O <·ogunw·lo <prnodo oci luz ai. 
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veolar pulmonar tem aspecto semelhante ao 
observado nos esfregaços. 

SUMMARY 

New technique for histochemical identifica­
tion of Cryptococcus neoformans 

A new histochemical techniquc 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 brnwn 
and the protoplasma pink. 
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