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0O método de Robinow & Murray (Scanga, 1959) reputado por
seus autores como especifico para demonstrar a parede celular de
bactérias, fornece contraste nitido a essa estrutura quando aplicado
a bactérias Gram positivas. Todavia, em se tratando de bactérias
Gram negativas, ndo se consegue resultados satisfatérios porque
todo o corpo bacteriano se torna corado. Knaysi (1941) empre-
gando um mordente preparado com acido tanico e alumen de po-
tadssio, seguido de coloracdo com fucsina, conseguiu evidenciar bem
a parede celular. O processo, contudo, envolve uma delicadeza de
técnica que acaba por torna-lo pouco pratico.

Procurando encontrar um método que pudesse revelar a citada
estrutura e que reunisse a praticabilidade a condicdo de eficiéncia
para bactérias Gram positivas e Gram negativas, fomos levados a
ensaiar o emprego de um mordente é&cido, capaz de transformar
os componentes do citoplasma de coraveis em ndo coraveis, e, ao
mesmo tempo, impregnar a camada superficial de forma a torna-la
suficientemente nitida sob acdo de um corante. Scanga reconhece
no acido tanico a propriedade de promover aquela modificacdo no
citoplasma e verificamos que a adicdo de pequenas proporcdes de
cloreto férrico favorece a alteracdo desejada.

Conseguimos nosso objetivo com um mordente composto de
acido tanico e cloreto férrico, em solugdes a 5% e 2% respectiva-
mente. Bactérias submetidas a tal mordente e depois coradas com
Azul Vitéria ou Verde Malaquita, exibiram, em bom contraste, a
camada superficial.
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DESCRIGAO DO METODO

A — reagentes

1 — solugdo alcodlica de é&cido cloridrico:
acido cloridrico D 1,19 .... 1 ml
alcool a 95" ... 99 mi

2 — mordente:
solugdo A: 4acido tanico .... 5 ¢
solucdo de 4&cido cloridrico
A 2% e, 100 mi
solucdo B: cloreto férrico .. 2 g
solucdo de &cido cloridico
A 2% e 100 ml

Dissolver as substidncias a quente e adicionar lentamente a so-
lucdo B a solucdo A. Deixar em repouso durante 34 dias. Filtrar
no momento de usar.

3 — corante:
solucdo de Verde Malaquita a 0,3'r ou solucdo de
Azul Vitoria a 0,05%.

B — Técnica

Utilizar culturas em agar simples incubadas durante 15-18 ho-
ras. Preparar esfregacos e fixad-los a chama.

Tratar com a solucdo de alcool-4cido cloridico durante 30 se-
gundos. Lavar e secar ao calor da chama.

Cobrir a preparacdo com o mordente e aquecer suavemente
até emissdo de vapores, assim mantendo durante 2 minutos. Lavar
em agua corrente.

Corar com uma das solugbes corantes durante 10 segundos.
Lavar e secar.

SUMMARY

The method proposed by Robinow & Murray (Scanga, 1959),
to demonstrate the cell wall of bacteria is quite seletive for Gram
positives but, when applied to Gram negatives, all the cell becomes
evenly stained. The method proposed by Knaysi (1941) althought
offering a better contrast is of very delicate performance, to be
practical. In this paper, the AA. present a new staining method
in order to offer a good contrast between the cell wall and cito-
plasmic material. Essentially it consists in turning citoplasmic
material unstainable by treatment of the cells with a acid mordent.
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The subsequent stainning with malachite green or Victoria blue
gives a very good contrast. The method can be applied either to
Gram positive or Gram negative bacteria.

DESCRIPTION OF METHOD

Reagents :

I — 1% solution of hydrochloric acid in 95% alchool.

Il — mordent:
solution A: tanic acid ... 5 g
2% solution of hydrochloric acid .......... 100 ml
solution B: ferric chloride ................... 2 g
2% solution of hydrochloric acid .......... 100 ml

Dissolve the chemicals in boiling water bath an add slowly B
to solution A. Keep the mixture for 3 or 4 days, Filter before
use.

Il — stainning solutions: 0,3" aqueous solution of malachite
green or 0,05% aqueous solution of Victoria blue.
Technic:

1 — prepare smears of 18-20 hours cultures and fix by the
Bunsen flame. Treat with solution | for 30 seconds. Wash with
tape water.

2 — pour with the mordent solution and heat gently for 2-3
minutes to vapour emission. Wash with tape water.

3 — stain either with malachite green or Victoria blue solu-
tions for 10 seconds. Wash and dry.
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