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INTRODUCCION

Este Manual ha sido preparado con la finalidad principal
de dar uniformidad a lag técnicas de laboratorio usadas
para el diagndstico microscdpico de la malaria en los pro-
gramas de erradicacién de esta enfermedad. Tiene por
objeto, también, contribuir a Ia ensefianza de la parasitolo-
gia en los centros de adiestramiento para la erradicacion
de la malaria patrocinados por la OSP/OMS o que fun-
cionan con su colaboracién. Ademads, facilitara asimismo
el trabajo de los técnicos de lahoratoric en los exidmenes
corrientes de laminas de sangre, en especial de las nega-
tivas, que seran la mayoria una vez pasadas las primeras
etapas de la erradicacion.

Las técnicas que se recomiendan son sencillas y se basan
en el examen de una gota gruesa de sangre conveniente-
mente preparada. El resultado de la utilizacién de las
técnicas indicadas se traducird no sélo en un diagnéstice
rapido y de alta calidad, sino también en un aumento en la
produceion del trabajo diario del mieroscopista.

Ademas de las técnicas de laboratorio, figura en este
Manual un minimo de informaecidn basica relativa a los
ciclos vitales de los plasmodios.

Los principios ¥ recomendaciones que contiene este Ma-
nual, redactado con la mayor sencillez, permiten su apli-
cacion a cualquier programa de erradicacién de la malaria.



MICROSCOPIOS

En log programas de erradicacién de la malarla se utili-
zan tres clases de microscopios:

1) El microscopio compuesto;

2) El microseopio estereoscopico;

3) La lupa o lente de mano con un aumento de 2x a 10x.

La lupa, que se considera principalmente como un instru-
mento pars los trabajos de entomologia, resulta de gran
utilidad para el examen de varias partes del microscopio
compuesto, tales como roscas de tornillo gastadas, crema-
lleras deterioradas, particulas endurecidas de aceite y polvo
en superficies lisas o de cristal. El microscopio estereoscod-
pico puede servir, de esta manera, como complemento de
la lupa, y es indispensable para el examen de objetivos cuya
resolucién 6ptica es débil.

Los microscopios compuestos estan provistos de soportes
monoculares o binoculares. Algunos fabricantes suminis-
tran también, con estos Ultimos, un tubo monocular.

Segiin puede observarse en el DIAGRAMA 1

diagrama 1, el cuerpo monocular

consiste en un solo tubo. Por ra-

zones de comodidad, se suele in-

clinar el microscopio monocular

gobre su base, dando al ocular

una direccion semejante a la de
los binoculares. Cuando sdlo se
dispone de monoculares, es con-
veniente suministrar tubos mo-
noculares inclinados. Si éstos tie-
nen una ampliacién de 1.5x, debe
usarse un ocular proporcional-
mente mas débil.

Un cuerpo binocular inelinado
{(diagrama 2) permite al cbserva-
dor utilizar el microscopio durante
periodos prolongados con mucho
Menos cansancio que con un mono-
cular. En el mismo diagrama
se observard que, para obtener |
la misma imagen en ambos ojos,
se emplea un equipo 6ptico adi-
cional considerable. Cabe sefialar




DIAGRAMA 2

. que no sdlo la luz total que va al
: portaobjetos a través del espejo v
¢ del condensador, queda dividida
en dos haces en el tubo del mi-
croscopio, sino que, ademés, cada
lente o prisma, en el sistema hi-
nocular, reduce la cantidad de
luz que llega al ojo. Por lo tanto,
es evidente que la luz necesaria
para obtener resultados satisfac-
torios con el microscopic monocu-
lar, puede resultar totalmente
inadecuada para el binocular.

Por otra parte, cuando un
simple movimiento del tornillo
micrométrico es suficiente para
conseguir la maxima resolucién
en la lente monocular, antes de
utilizar el aparato se debe prac-
ticar un centrado del tubo ocular
al poder resolutivo del ocular en
el tubo fijo. El uzo del microscopio binocular se complica por
el mayor peso del tubo, que al cabo de algin tiempo tiende a
deslizarse ¥ no se mantiene enfocado. Por esta razdn, se
debe aprender, desde un principio, a ajustar el regulador,
que se ha de mantener a constante tension.

Algunos euerpos binoculares, frecuentermente de fabriea-
¢ién europea, debido a su complejo sistema de lentes prisma-
ticas, pueden aumentar la amplificacion de la imagen y, por
consiguiente, llevan las indicaciones de 1.2bx, 1.56x%, 1.6x
¥ hasta 25x. Un binocular de fabricacién europea sin
aumento de la amplificacion lleva en el cuerpo la indicacién
i‘lx)!.

En cuanto a las demis caracteristicas del mieroscopio
compuesto, no existe diferencia alguna entre los cuerpos
monoculares y binoculares. Cada uno tiene un portaochje-
tivo giratorio con tres o cuatro aberturas en las que se fijan
los objetivos. La platina debe tener, encima o incorporado
a ella, un aditamento que sujeta los portaobjetos (carro
mecéinico) que pueda moverse mecinicamente y con preci-
sidn hacia atras, hacia adelante y de un lado a otro. Puesto
que, pricticamente, todos los trabajos sobre la malaria son
de investigacién metddica, no se puede tener la seguridad
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de no haber inspeccionado repetidamente los mismos cam-
pos, a menos que se utilice un carro mecénico,

A través de la abertura de la platina, se puede ver la
superficie mas alta de la lente superior del condensador
Abbé, la cual, cuando se encuentra centrada, esti exacta-
mente en relacién con la superficie inferior del portacbjetos
que contiene la muestra. La funcidn del condensador es la
de concentrar al maximeo, en la superficie superior del porta-
objetos, toda la luz reflejada por el espejo plano a través
de la lente principal del condensador. El espejo que se
mantiene fijo directamente debajo del condensador se utiliza
para reflejar haces de luz, relativamente paralelos, desde
la fuente de la luz al condensador. Para obtener el maximo
efecto del condensador se emplea solamente el espejo plano;
el concavo se utiliza para aquellas operaciones en gue se
quita el condensador.

La funeién de todo microscopio es la de aumentar la
imagen hasta un tamafio en que puedan apreciarse muchos
detalles con la maxima claridad.

El aumento tofal que se obtiene en el microscopio com-
puesto utilizando el objetive de inmersién en aceite (por lo
general de 90x a 100x), puede variar de 450x% a 1,500x zegiin
las lentes u oculares de que se disponga. La experiencia
demuestra que el aumento en la amplificacion del ocular,
cuando excede de un punto 6ptimo, disminuye la claridad
del detalle, es decir la resolucidn optica obtenida.

En general, log objetivos que tienen la mayoria de Jos
microseopios son de baja potencia 6 10x, de alta potencia 6
43x, y de inmersion en aceite, generalmente de 100x, como
ya se ha seiialade. Los de baja potencia se pueden utilizar
convenientemente con el fin de inspeccionar la preparacién
de sangre para su colocacidén en el portaobjetos, el aspecto
general y la coloracion, asi como la distribucién de leu-
cocitos. El objetivo de 43x resulta de poea utilidad en los
trabajos malariclégicos y se puede eliminar; en su lugar
se puede colocar en el portaobjetivo giratorio un indicador
con el fin de marcar con un circulo los objetos interesantes
para nuevo examen. El aumento total se puede calcular
combinando los correspondientes aumentos de los elementos
Opticos de que se trata, es decir, el ocular, el objetivo y el
del tubo, si existiera. Los técnicos en periodo de adiestra-
miento apreciarin mas detalles con un aumento éptimo de
660r ¢ 800x. Una vez que hayan adquirido experiencia, tal
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vez observen que con un aumento de 500x realizan su tra-
bajo con mayor rapidez, lo cual se debe, por lo general, a
que el incremento en la cantidad de luz compensa amplia-
mente la pérdida de detalies por ia disminucién en tamafio,
Se pueden utilizar oculares de 5x con aumentos del tubo
superiores a 1x. Hay también aumentos del ocular de 6x,
6.8x%, 6.4x, Tx, 7.6x%, 8x y 10x. Este (ltimo resulta demasia-
do grande para el uso ordinario con el obhjetivo de inmer-
gidn en aceite.

En los aGltimos afios se han venido tratando todas las
superficies de las lentes y prismas expuestos al aire con un
“revestimiento” * que compensa la desigualdad de la longi-
tud de onda de los colores del especiro. El resultado es una
importante reduccidén en la difusién de la luz, de manera
que lag lentes y prismas asi tratados pueden funcionar ade-
cuadamente con mucha menos luz que los que no han sido
revestidos.

Vistas con luz incidental, las superficies revestidas se
pueden distinguir por Ia presencia de un color vicleta azu-
lado. Este tratamiento se utiliza cada vez méas en muchos
microscopios modernos (véase Iluminacidn),

En los climas calidos ¥ htimedos, es indispensable con-
gervar los microscopios durante la noche, en un armario
o alacena provisto de bombillas u otro medio de calefaeeién,
a fin de que la temperatura no exceda de 35°C. aproxima-
damente. Este sencillo procedimiento impedira el desarrollo
de micelios fungosos en la superficie de las lentes y prismas.

Alpunas veces sucede que, cuando el binoeular se enfria
conaiderablemente, por abajo de la temperatura del cuerpo
humano, durante la noche, o cuando el instrumente ha
estado fuera de uso, la resolucién, que al prineipic puede
gser buena, de pronto se vuelve confusa. Cuando el calor
de la cara del examinador calienta el aire alrededor de los
prismag del binocular, puede formarse humedad rapida-
mente sobre las superficies frias, la que desaparece tan
pronto como las temperaturas del aire y la superficie se
izualan.

Un inconveniente que hay con los oculares inclinados,
en el trépico y en otros Iugares, es que las pestafias se Ile-
nan de sudor y la grasa pasa a la parte supetior del ocular.
Lavandose la cara frecuentemente con agua y jabén se

* Pelieula eontrn la reflexisn.
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reducird esta molestia, y se podri controlar bastante si se
tienen siempre a mano pedazos de “Kleenex”,

ILUMINACION

Los objetos microscépicos en las laminas portaobjetos
se buscan y examinan eon luz reflejada por el espejo del
microscopio, a través del condensador. Esta luz atraviesa
la preparacién y llega a los oculares. Estos convierten los
rayos luminosos en una imagen que puede ger identificada
por el ojo., Esa luz se llama luz “transmitida”, mientras
que la luz que permite el reconocimiento de bandas blancas
en los palpos de un mosquito con el microscopio simple
(estereoscdpico), es luz “incidente”. Los pigmentos s6lidos
de varios colores del espectro aparecen en esos mismos
colores contra la luz incidente; pero con luz transmitida,
siendo sodlidos, obstruyen el paso de luz ¥ se ven grises o
negros.

La luz “blanca’ estd constituida por todos los colores del
espectro y puede ser demosirada con cualquier prisma,
Cada color tiene diferente longitud de onda. Cuando la
luz blanca encuentra a su paso una superficie de vidrio,
cierta porcidon de rayos es reflejada por la superficie lisa,
perc no es reflejada como luz blanca; cada color es refle-
jado en diferente adngulo de acuerdo con su longitud de
onda especifica. El efecto puede ser comparado con una
capa de finas burbujas o espuma en una superficie de agua
a través de la cual se desea ver. La luz que pasa a través
del agua es ohstruida por esta espuma y se necesita mucha
mas luz para observar lo que esta bajo la superficie, que
si no existieran las burbujas. E] revestimiento de lentes
con una capa contra la reflexién reduce al minimo la con-
fusa reflexion de distintas longitudes de onda y permite
trabajar con una fuente luminosa menor tan bien como se
haria con lentes no revesgtidas y mayor cantidad de luz.
El brillo azul-vicleta en la superficie de las lentes, vistas
con luz incidente, distingue las lentes revestidas de las
ordinarias. Algunos fabricantes indican, por medio de un
puntito rosa o violeta en el soporte de metal de la pieza,
que ha sido aplicado este tratamiento.

Los microscopios binoculares con sus prismas vy a menudo
con lentes adicionales, requieren una gran cantidad de Iuz
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en comparacién eon el microseopio mongeular. La luz total
obtenida se divide entre los dos oculares. Para el micros-
copio binocular se requiere cuando menos el doble de luz
que para el monocular;. por lo tanto, el sistema de revesti-
miento en el cuerpo del binocular es una ventaja indiscu-
tible.

Quizad ningun otro aspecto de la medicina requiera tan
alto grado de micrescopia como el que demanda el recono-
cimiento de los pequefios parasitos de la malaria que pue-
dan encontrarse en una gota gruesa de sangre deshemo-
globinizada, generalmente lag bacterias pequefiisimas y
otros organismos se tifien solamente de un color y facil-
mente se distinguwen por contraste en un fondo de otro
color. Para el diagnéstice de la malaria es de gran impor-
tancia que el fondo sea lo mas elaro y blanco posible a fin
de que se destaquen los objetos mas pequefios (de 0.5 a
2 micras de didmetro) coloreados de rojo y azul

En comparacion, la gota delgada, con una sola capa de
glébulos rojos esparcidos en la superficie de la limina y
de aspecto mayor que el normal, por haber sido extendidos
en una superficie muy lisa, puede examinarse con Iluz
minima y permite reconocer los detalles facilmente. Por
esta razdén, nunca debe usarse un extendido para valorar
lo adecuado de la luz vy la calidad de la imagen. Para conge-
guir este propoésito particular, debe tenerse a mano, una
gota gruesa bien preparada y bien coloreada.

Ademas el campo microsedpico, esto es, el campo micros-
copico de inmersién en aceite, debe iluminarse uniforme-
mente con luz blanca azulada en todo momento. Es nece-
sario ¢olocar el microscopio, la lampara y los filtros en
forma que permita obtener la mayor cantidad posible de
luz. Logrado esto, la luz se puede reducir, por medio del
diafragma iris del condensador, en el grado que desee cada
trabajador.

En un tiempo se pensé que sdlo la luz del dia era la ideal
bara el microscopio de entonces, es decir el monocular; los
antiguos observadores se colocaban cerca de una ventana
orientada hacia el norte y el espejo se instalaba para re-
flejar la luz de las nubes blancas. Empleada en esa forma
la luz del dia, a pesar de que es inconstante, puede seguir
considerdndose como una buena fuente de iluminacién para
el microscopio monocular. Para el binocular, solamente la
electricidad puede proveer una fuente eonstante de luz unt-
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forme. Sin embargo, la electricidad agrega un factor im-
portante: la marcada coloracién amarillenta que tiene fre-
cuentemente,.

Hay muchos tipos especiales de lamparas para micros-
copio excelentes para log trabajos malariologicos, asi como
hay otras que no satisfacen las necesidades de las mismas,
Hay que reconocer que muchas lamparas de alta calidad
han sido disefiadas especificamente para microfotografia,
v esas lamparas no se necesitan en los programas de erra-
dicacién de la malaria. Para ellos resulta plenamente ade-
cuado el empleo de aparatos mis sencillos.

Por 1o tanto no hay ni que pensar en fuentes de ilumina-
¢ion que dependan del uso de tipos especiales de focos.
Deben adoptarse sélo aquéllag en las que se puedan usar
limparas obtenibles en el mereado local; a las lAmparas con
enchufes especiales deben cambidrseles éstos siempre que
sea posible. No deben comprarse fuentes de iluminacién
incorporadas al propio microscopio sino que se deben
pedir los espejos usuales,

Como no es posible utilizar Iuz directa del sol para los
microscopios, debido al resplandor, tampoco es posible usar
focos de vidrio transparente. Si los focos son transparentes,
es necesario utilizar un filtro de vidrio esmerilado incorpo-
rade a la lampara o situado directamente debajo del con-
densador del microscopio. Cuando se usan fuentes de luz
de poca intensidad, es preferible usar un filtro delgado de
esmeril fino, ¥, por el contrario, cuando se utilice una fuente
luminosa mas intensa, el filtro debera ser mas grueso. Fre-
cuentemente el grado de esmerilado del filtro suministrado
junto con la lampara es tan grueso, que impide considera-
blemente el paso de luz de tal manera que la que llega al
microscopio resulta insuficiente. A menudo, también se
combina el filtro de vidrio esmerilado con un filtro azul y
los dos juntos reducen la luz a un nivel inferior al neeesario
para el trabajo.

Es indispensable usar algin tipo de filiro azul con el
objeto de obtener un fondo azul-blanco necesario para la
observacién completa de leucocitos, parasitos y plaquetas.
Frecuentemente los circulos de vidrio azul usados bajo el
filtro son demasiado azules para la fuente de luz, o bien
cuande se usan en combinacion con el filtro de vidrio esme-
rilado se reduce la luz excesivamente,

Los focos de 110 voltios dan un calor proporcional al
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nimero de vatios, de aqui la necesidad de transformadores
v lamparas especiales de bajo voltaje. Sin embargo, con
una ventilacion apropiada, el calor de los focos de 100 vatios
o menos, puede tolerarse. No pueden usarse bombillas
descubiertas o sin proteceién porque el resplandor deslum-
bra al operador o a los que se encuentran a su alrededor.

La explieacion anterior se refiere sé6lo al uso del objetivo
de inmersion en aceite, pues muchas fuentes de iluminaeidn
son satisfactorias para observaciones anatomopatologicas
y exdmenes de materias fecales, de orina, ete., pero noe pro-
ducen bastante luz para observar los parasitos de la ma-
laria. ‘

Un ejemplo de iluminaciéon adecuada para microscopios
monoculares es la bombilla ordinaria de 60 vatios, de las
llamadas “luz del dia” azul-blanca. Esta bombilla colocada
en una base de porcelana y convenientemente oculta por
tres lados da una ecantidad adecuada de luz azul-blanca, sin
que se requiera filtro alguno.

Aproximadamente se necesitan 150 vatios para un micros-
copio binocular de uso comiin; pero como el color azul y
el grado de esmeriiado es el mismo que el de un foco de
60 vatios, el azul resulta insuficiente para tanta luz y
entonces se requiere otro filtro azul. Cualquier lampara de
150 vatics da una luz que produce un calor excesivo para
que resulte practica. Una limpara dotada de una serie de
filtros, usualmente tiene una bombilla transparente especial
como fuente luminosa y no debe ser usada. El modelo AHT
Cat. No. 65698 es un antiguo disefio aleman para observa-
cioén en campo obseuro (precio Dls. 83.00). No es necesario
utilizar el foco transparente de 200 vatios destinado a la
observacién en campo obscuro, ni tampoco el filtro de vidrio
esmerilado y su soporte; estos Gltimos deben desmontarse.
Una bombilla esmerilada corriente de 100 vatios colocada
detras de un matraz de 250-300 cc., es muy adecuado si el
agua que contiene dicho matraz se tifie ligeramente de azul.
Para lograr esto, se agrega al agua del matraz un nimero
suficiente de gotas de una solucién de “luz de dia artificial”
(9 cc. de solucién de sulfato ciprico al 20% + 1 cc. de
anilina azul al 0.6%. Esta solucién se cambia eonforme sea
necesario.

La fuente luminosa debe estar rodeada de algin mate-
rial opaco, excepto donde brilla sobre el ezpejo del micros-
copio. El tipo *“Chalet” de iluminador (American OQptical
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No. 361 sin vidrio esmerilade o azul, DIs. 16.00) puede
controlar el resplandor y aguantar el foco de 60 6 100 vatios
suspendido en la parte de arriba. El matraz azul se coloca
sobre bloques en una posicién apropiada entre la lAmpara y
el espejo.

DIAGRAMA 3

Las instalaciones anteriormente descritas pueden ser
facilmente improvisadas usando cartén obscuro (papel
aislante), una base o un portaldmparas de porecelana y dos
metros de alambre. Como se observa en el diagrama 3,
la posicién de la zona més brillante del foco, el centro del
matraz esférico, que actia como lente, v el espejo, coloca-
dos a las alturas convenientes ecada uno en relacién con
el otro, tiene la mayor importancia si se desean obtener
resultados 6ptimoes. Se pueden usar algunos blogues de
madera de 1 a 2 em. de grueso, para que el foco v el matraz
estén a la altura apropiada.

Un fotémetro electrénico que marque el nimero de bu-
jias/pies que alcanza al ojo, es muy Gtil para demostrar al
estudiante que sus esfuerzos para obtener el miximo de luz
se pueden mejorar. Una pieza de equipo muy valiosa para
ensefiar cudl es la iluminacién apropiada de un microscopio
y para demostrar con exactitud qué cantidad de luz real-
mente llega al ojo, es el fotémetro de la Photovolt Corpora-
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tion, modelo No. 200-M. Una delicada célula fotoeléctrica
registra las bujias/pies en una escala de 100 divisiones,
Cuando el marcador indica “HI” la escala completa repre-
senta dog bujiag/pies de 0.02 bujias/pies por divigidn;
cuando marca “LO"” la sensibilidad se reduce un 10:1. Un
adaptador especial que sirve con cualquier ccular mide la
luz al nivel de la pupila de los ojos. Con el marcador en
“HI” la aguja se ajusta en algin punto, como 20 6 30, lo
que le permite ogcilar libremente. Los resultados se expre-
san en nimero de divisiones recorridas o en decimales de
bujias/pies. El promedio de lectura de luz que se usa gene-
ralmente con un microscopio binocular es de 1.5 a 4 divi-
siones. A menudo se puede mejorar de 8 a 12 divisiones
mas, haciendo un ajuste adecuado de todos los factores en
juego.

Losg mismos principios que se demuestran en el diagrama
No. 3 pueden ser aplicados a una lampara improvisada
como la que se representa a la izquierda del diagrama 4.
Este diagrama 4 es un dibujo a escala de esta lampara, la

DIAGRAMA 4
PORTADBIETOS $EGAMDOSE
PATRON
9y " . \
4 8% I —
ﬁ?—"'—-ﬁ—~7 4 = —. ]

PARA DDS MICROSCOPIOS N 1'% P l;!n L‘in lﬂz"_ﬂ PARA UN WICROSCOPID
v L]

cual se une por medio de sujetapapeles de bronce. Cuando
dos trabajadores se sientan uno frente al otro se usan dos
aberturas. Cuando se trabaja frente a la pared no es
siempre necesario el aparato completo; a la derecha (dia-
grama No, 4) figura una variante de la lampara, en forma
de mAscara.

Los foeos esmerilados de 100 vatios varian considerable-
mente, no s6lo en forma y tamafio, especialmente en longi-
tud, sino también en la cantidad de luz que dan y el grado
de deterioro al ser usados. Algunos de calidad inferior
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obscurecen de tal manera el interior del esmerilado que
llegan a producir una pérdida de 30%.

La ceguera para los colores afecta la labor del miecros-
copista. Seria conveniente, en la medida de lo posible,
someter a los eandidatos a una de las pruebas de la vigién
para los colores,

PARASITOLOGIA DEL DIAGNOSTICO
DE LA MALARIA

La parasitologia es una rama de la ciencia que trata de
los parasitos de todas clases, Los parasitos constituidos
por una scla célula se llaman protozoarios, y los integrados
por mas de una célula, hasta llegar a millones de ellas, son
conocidos con €l nombre de metazoarios.

La posicién de los parasitos de la malaria, en el esquema
general de los protozoarios, puede observarse en la grifica
mural que se muestra como explicacidén, sin que se pretenda
que gea retenida en la memoria. Los parisitos unicelulares
o protozoarios no s6lo incluyen los plasmodios de la malaria
humana sino también las amibas, como la que causa la
disenteria (Endamoeba histolytica); los tripanosomas que
causan la enfermedad de Chagas v la enfermedad del suefio;
las leishmanias que causan enfermedades de la piel y mani-
festaciones patologicas generales tales como la tlcera de
los chicleros, el Kala-azar infantil, ete.

Ademas de los que producen enfermedades, hay muchos
parasitos eompletamente inofensivos, y se requiere un adies-
tramiento especial para distinguirles. Afortunadamente,
los pardsitos de la malaria no tienen un equivalente de tipo
inofensivo que complique su identificacién.

La amiba puede servir como ejemplo de célula dnica u
organismo unicelular del amplio grupo o “phylum” llamado
protozoario, ¥ una descripeién breve de ella ayudari al
estudiante que quiera consultar libros al respecto.

La amiba consgiste en una masa de substancia gelatinosa
llamada protoplasma, cuya poreién periférica, que es mas
densa, forma una membrana que sirve de limite, Dentro
del protoplasma se encuentra una estructura circular de
mayor densidad lamada niicleo. El nacleo puede presentar
una mancha central mis densa que es el nucléolo.
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El protoplasma que se encuentra alrededor del nucleo se
denomina citoplasma; la poreién granular recibe el nombre
de endoplasma y la parte clara y transparente, el de ecto-
plasma. Dentro del citoplasma se podra apreciar un claro
llamado vacuola, en donde se digieren las particulas ali-
menticias englobadas por el citoplaama.

Las amibas se reproducen por fisién binaria o fisipari-
dad; el nficleo se divide en dos partes, v diferentes porcio-
nes del citoplasma acompafian a cada uno de log frag-
mentos en que se dividié el ndcleo.

La amiba se mueve y rodea su alimento proyectando pro-
tuberancias en la membrana dentro de la que fluye el cito-
plasma. Estas protuberancias se llaman pseudépodos. Los
parisitos de la malaria pueden moverse igualmente. El
material nuclear recibe el nombre de cromatina. Cuando
Hegan a la madurez, sus nicleos ge dividen en muchos frag-
mentos (8-30), lo cual se denomina esquizogonia.

A continuacién presentamos un diagrama de la amiba
¥ los parasitos.

DIAGRAMA 5

NUCLED YACUOLA

NUCLEOLO PSEUDOPODD

ECTO CITOPLASHA
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AMIBA
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ANILLOS O TROFOZOITOS JOVENES TRAFOZD!ITOS ESQUIZONTES

PLASMODIUM
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LA SANGRE EN RELACION CON EL
DIAGNOSTICO DE LA MALARIA

La sangre es el medio en que se hallan los parasitos de
la malaria. El hecho de que no se revelen en los examenes
microscépicos no quiere decir que no estén presentes en el
momento en que se toma la sangre, sino que posiblemente
su niamero es demasgiado pequefio para ser determinado en
examenes ordinarios, Por ejemplo, en Ghana, en una cli-
nica prenatal, algunas mujeres fueron cuidadosamente vigi-
ladas mediante exdmenes regulares de gota gruesa de 100
campos en cada caso. Se encontraron gametocitos de P.
faleiparum en un T%. Cuando se prepararon 10 gotas
gruesas simultineamente, ¥ se hicieron exédmenes de 100
campos en cada una de ellas, el 20% mostraron gameto-
citos, Como dato interesante, observamos que seis exa-
menes fueron suficientes para encontrar un 18% de casos
positivos, v cuatro exiimenes posteriores solamente pro-
dujeron otros dos casos.

El dOnico modo de confirmar gue una persona no tiene
parisitos en la sangre, consiste en subinocular 2-400 cec. de
sangre a un voluntario humane. 8i no hay parasitemia,
se puede afirmar que la sangre es negativa.

Hay que tener en cuenta también, que la sangre de un
individuo sano y bien nutrido, puede ser completamente
diferente de la de una persona que ha padecido de malaria
o de alguna otra enfermedad debilitante, durante un tiem-
po considerable. Se pueden producir cambios en el
aspecto normal de los parasitos por alteraciones en los
glébulos rojos, muy independientemente de la especie de
infeccion malidrica de que se trate.

A pesar de la aparicion de parasitos en la gota gruesa
deshemoglobinizada, los parisitos de la malaria no pueden
tener una existencia independiente. Excepto en los breves
periodos en que se mueven de una célula a otra, son infra-
celulares, ¥y se encuentran principalmente en los globulos
rojos. Puesto gue la sangre es el vehiculo que trae el para-
gito a nuestro campo visual, es importante saber algo acerca
de ella.

La sangre esta constituida por un liquido llamado plasma
en el cual se encuentran los globulos blancos o leucocitos,
log glébulos rojos o eritrocitos, y las plaguetas sanguineas.
Cuando la sangre integral se deja en reposc en un tubo de
ensayo, se coagula debido a la interaccién de las plaquetas
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v elementos del plasma que producen fibrina. Cuando la
masa esponjosa de fibrina, que contiene la mayor parte de
glébulos rojos, se contrae y forma un codgulo, el suero
amarillo clarc se separa al dejarse e contenido del tubo en
reposo. Una gota de sangre en un portaobjetos, a menos
que sea extendida rapidamente, se coagulara exactamente
del mismo modo que en el tubo, con un cambio considerahle
en el piasma, que afecta el modo en el que la preparacidn
se adhiere al portaobjetos. Si se remueve la sangre después
que comienza la coagulacion, se producirdn dreas de dife-
rentes espesores, y distintas concentraciones de células, que
pueden reconocerse facilmente al ser examinadas con el
objetivo de baja potencia. Se veran hileras o aglomera-
ciones de leucocitos, en vez de la distribucién regular y uni-
forme de los mismos en la preparacién esparcida rapida-
mente. ]

La parte liquida de la sangre contiene tantos anticuerpos
como produce el organismo y proporciona un medio liquido
de mantener hiumedos los parasitos y las células. La falta
de humedad destruye a ambos. La porcién celular pro-
* porciona una variedad de elementos en las preparaciones
de la sangre, que no solamente ofrecen informacion acerca
del paciente sino que ayudan a evaluar la calidad de la
preparacién y su coloracién.

Elementos celulares (eritrocitos, leucocitos y plaquetas
sanguineas) se desarrolian en su mayoria en la médula Osea
¥ basan a la circulacién periférica segiin los requerimientos
del organismo.

Las plaguetas sanguineas son fragmentos del citoplasma
de una especie de células de la médula ésea llamadas mega-
cariocitos. Pueden ser irregulares en tamafio, forma y
densidad, pero todas presentan variaciones de un mismo
color en una determinada preparacién. En sangre des-
fibrinada o que se haya secado lentamente, su aspecto puede
variar enormemente.

Los eritrocitos también se derivan de un tipo de células
de lamédula ésea y los estados primarios contienen nieleo.
Justamente antes de ser liberados a la circulacién el nicleo
se pierde ¥ los glébulos rojos jovenes, de tamafios variables,
pueden contener elementos faciles de tefiir de azul (los
cuales se ven solamente con coloraciones extremas de]l ex-
tendido) que se describen como “reticulum” (de reticulo-
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citos), policromasia y basofilia punctata; todos los cuales
desaparecen en un periodo de 1 a 3 dias.

Una gota de sangre fresco colocada en un portacbjetos
cubierta con un cubreobjetos v examinada con luz muy
reducida por la cerradura del diafragma iris, puede ser
examinada bajo ohjetivos de baja potencia (10x) y de alta
potencia (43x). El objetivo de inmersion en aceite también
se puede usar si la accion de enfocar no mueve las células,
Los eritrocitos son discos bicéncavos que aparecen aislados,
0 en grupos como pilas de monedas. Cuando se presiona
suavemente el cubreobjetos se ve que pueden ser objeto de
gran distorsion sin sufrir ruptura. Son de color amarillento
o amarillo obscuro, por su contenido abundante de hemo-
globina, en la cual los parasitos, si estdn presentes, sélo
pueden ser reconocidos si son lo suficientemente grandes
como para contener pigmento. Por lo tanto, el examen de
sangre fresca no es practico. Los globulos rojos tienen una
duracién maxima de vida de 120 dias.

Bajo condiciones variables a su alrededor, la apariencia
de los glébulos rojos puede alterarse enormemente. En
suero o solucién de 0.85% de cloruro de sodio, conservan
sus bordes periféricos lisos. Si la cantidad de sal se dismi-
nuye a 0.56%, la célula muestra pequefias protuberancias
en su superficie exterior, semejando una mina submarina
de contacto. Estas células se denominan de “crenacién” y
pueden conservar este aspecto ain después de coloreadas.
Las soluciones que conservan las células en su estado nor-
mal se llaman soluciones mormales (sueros fisiolégicos).
El exceso o la insuficiencia de sal causan la ruptura de los
glébulos rojos liberando su hemoglobina, y el agua se torna
v permanece rojiza,

La exposicion a fuertes alcoholes o al calor, o simple-
mente al transcurso del tiempo, “fijaran” la hemoglobina
de las células y no se produciri deshemoglobinizacién, De
ahi la necesidad de colorear las gotas gruesas tan pronto
eomo sea posible una vez que han sido extraidas.

Leucocitos. La aptitud para reconocer los glébulos
blancos mAs comunes una vez coloreados, permite una
deseripeion exacta del campo microscépico de una prepara-
ciéon de sangre. En preparaciones de sangre fresca los
leucocitos son transparentes y muy “refringentes” y pue-
den mostrar movimiento del citoplasma. Su nicleo toma un
color violeta azulado cuando se eolorea. El niicleo varia en
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tamafio ¥y forma, y el citoplasma puede ser claro o granu-
lar, de acuerdo con el tipo de célula. La vida de un leu-
cocito es breve, de unos cuantos dias solamente, de modo
que la apariencia de algunos de los tipos polimorfonucleares
varia desde elementos solidos, perfectamente definidos, bien
tefiidos, a células grandes, pdlidas e irregulares y a menudo
desfiguradas.

El diagrama 6 ofrece una breve descripeion de los leu-

cocitos mis comunes,

DEFINICIONES
Términos relativos a formas del parédsito en el hombre

Trofozoitos —parasitos agexuales, jévenes, no
divididos; los trofozoitos mas
jovenes de cada especie se deno-
minan generalmente “anillos” o
“formas anulares”,

Esquizontes —todas las formas adulies asexua-
les, con dos o mas divisiones del
nucleo.

Esquizontes maduros —esquizontes totalmente desarrolla-

dos en los cnales los merozoitos
estan completamente formados.

Merozoitos —rproducto de la segmentacién de
un esquizonte hepitico o un esqui-
zonte eritrocitico. Pueden estar
geparados del esquizonte original
o contenidos en él,

Eritrociticas —todas las fases del parasito dentro
de los globulos rojos.
Exoeritrociticas —Tfases hepaticas en el hombre. Pre- -

eritrocitica cuando se deriva de
los esporozoitos; exoeritrocitica
cuando se deriva de otras fases
hepéiticas. Hstas dltimas no ocu-
rren en las infecciones de falci-
DErUNL,

Gametoeitos : —formas sexuales que se desarro-
llan ¥ maduran en el mismo glé-
bulo rojo. Los gametocitos de P.
faleiparum se denominan comin-
mente “medias lunas”.
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DIAGRAMA 6
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Esporozoitos —formas infectivas que resultan de
la Gltima divisidn del coquiste en
el mosquito,

Ooquiste —se desarrolla del gameto fertili-
zado entre las células de revesti-
miento del estéomago del mosquito.

Hematina o hemazoina-—nomhre que se le da al pigmento
que se encuentra en los parasitos
en desarrollo y completamente
desarrollados.

Cromatina —el| material nuclear coloreado ro-
jo, del parasito.
Citoplasma —protoplasma tefiido azulado del
parasito.
Términos secundarios:
Granulaciones de manifestaciones que aparecen en
Schiiffner la parte no infectada del glébulo

Puntos de Maurer rojo que contiene infecciones de
Puntos de Ziemann wvivex, faleiparum o malariae
respectivamente.
Son visthles Gnicamente en los extendidos debido a que el
colorante que se utiliza es de calidad superior.

LA INFECCION MALARICA EN EL MOSQUITO

La siguiente descripcion debera ser omitida si se exhibe
la pelicula editada por el Prof. Shortt. Esta pelicula se
titula “Ciclo de vida del parasito de la malaria” y la distri-
buye la Imperial Chemical Industries. Hay ediciones en
inglés ¥ en espaiiol,

La pelicula corta en blanco y negro, producida por el
Centro de Enfermedades Transmisibles, Servicio de Salud
Piblica de los Estados Unidos, Atlanta, Georgia, presenta
en cinemicrofotografia la picadura del mosquito, ¥ debera
proyvectarse siempre que sea posible, con el fin de demaostrar
que la inyeccidn de esporozoitos es esencialmente intra-
vascular, mas bien que como se describe en la otra pelicula
antes mencionada.

La necegidad de obtener sangre para la maduracién de
los huevos ya fertilizados, es lo que induce al mosquito ano-
feles hembra a picar a un animal de sangre caliente. Si
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ese animal es un hombre que padece una infeccién hien
definida de alguna de las especies maldricas, la sangre
contendra formas sexuales del parasito, asi como formas
asexuales que son las causantes de los sintomas.

Estas ltimas, al llegar al estomago del mosquito mueren
rapidamente y son digeridas, pero las primeras, los game-
tocitos, escapan de su correspondiente glébulo rojo. El
gametocito macho mas pequefio rapidamente produce ele-
mentos espermatozoides movibles que se desprenden de su
nicleo y se alejan en el liquido que lo rodea. El gametocito
hembra més grande sufre un proceso de maduracidén que
capacita a un microgameto movible a entrar y moverse
activamente dentro del citoplasma del macrogamento.

En unag epantas horas un oocineto activamente movible
ge desarrolla y se introduce entre lag células de revesti-
miento del estdmago del mosquito para venir a descansar
bajo la membrana que separa las células de revestimiento
de la cavidad del cuerpo del mosquito. Aqui el material
nuclear unido comienza a multiplicarse en la célula grande
altamente refringente que ain conserva el pigmento origi-
nal del gametocito hembra. Un coquiste esférico comienza
a crecer mas y mas, proyectandose mas adelante en la ecavi-
dad alrededor del tracto intestinal del mosquito. Después
de dos o tres semanas el ooquiste, dilatado con miles de
cuerpos diminutos como vellos, llamados esporozoitos, conte-
niendo cada unc un pequefio trozo de cromatina, revienta
descargando los esporozoitos maduros en la cavidad, llena
de fluido, del mosquito. La corriente de fluido del cuerpo
conduce los esporozoitos al térax del mosquito. Una vez
en las células de las glandulas salivales, permanecen alli
aguardando su destino.

La pelicula corta sobre la picadura del mosquito demues-
tra que la proboseis sondea repetidamente hasta que llega
al lumen de un capilar o pequefia vena. Durante las opera-
ciones de picar y absorber, se expulsa saliva y los esporozoi-
tos que ésta contiene son inyectados intravascularmente
como lo haria una aguja en una vena. Por subinoculacién,
éstos se pueden ver circulando hasta 10 minutos, rara vez
hasta 30 minutos. Puesto que toda la sangre pasa a través
del higado cada tres minutos, es relativamente fécil que
muchos esporozoitos penetren en las células del higado,
adyacentes a los sinusoides llenos de sangre. Indudable-
mente muchos son atrapados por los fagocitos; pero
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aquéllos que logran su objeto comienzan a multiplicarse
inmediatamente en el higado, lo que dura de 6 a 8 6 9 dias
completos. La forma creciente en el citoplasma de las célu-
las del higado se extiende y su nucleo se divide repetida-
mente hasta que se rompe el esquizonte maduro, grande, de
forma irregular. Numerosos merozoitos del higado se abren
paso entre las eélulas vecinas al sinusoide mas cercano que
contenga glébulos rojos. La fase pre-eritrocitica, termina, y
la enfermedad que produce la fase eritrocitica comienza. Al
final de cada periodo de 48 horas muchos esquizontes eri-
troeiticos maduros revientan y grupos de pequefiisimos
merozoitos se apresuran a penetrar en otros glébulos rojos,
antes de ser capturados por los monocitos fagociticos y
otrag células, :

TECNICA DEL EXAMEN MICROSCOPICO

Segiin puede observarse en lags demostraciones micros-
copicas, las gotas gruesas de sangre exigen una cantidad
de luz considerablemente mayor gue las frotis o extendidos.

Para evitar la pérdida de tiempo, por no prestar atencion
a detalles aparentemente ingignificantes, se sugiere el
empleo habitual del giguiente procedimiento en el examen
de todo espécimen sanguineo nuevo:

Coléquese una gota de aceite de inmersion*
cerca del borde de la gota gruesa de sangre.
Sitiese el portaobjetos cuidadosamente en posi-
cion entre las agarraderas del carro mecanico de
la platina de manera gque quede bien firme. Esto
es importante porque frecuentemente hay que exa-
minar de nuevo objetos dudosos o sospechosos.

Se puede perder mucho tiempo tratando de centrar

nuevamente log objetos perdidos de vista por no

sujetar debidamente el portachjetos en la platina.
Cuando se encuentra un area que contiene leucocitos bien
conservadosg, ge situardn uno o mas de los mejores en el
centro del campo. Mientras se observan, se mueve amplia-
mente el regulador de precisién (tornillo micrométrico) en

* Nunca debe utilizarse aceite de cedro. Existen varios productos sintéticos
moadernos del mismo indice refractor, tales como los de Cargille {Shillaber), Crown,
de filensidndes gruesas y finas. Se puede prepurar un aceite de inmersién muy delg_ado
sutisfactorio con 82 partes de petrolate liguide pesado, Farmacopea, E. LA, (Nujol),
¥ 18 partes de alfa-bromonaftalina (se puede obtemer en Destillation Products In-
dustries, 775 Ridge Road West, Rochester 3, New York).
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una distancia de 40 a 60 micras, Si log lencocitos parecen
moverse radialmente en eualqguier direccion, se debe ajustar
al espejo plano hasta que, con el movimiento del tornillo mi-
crométrico, parezca que esos leucocitos se desplazan sobre
el mismo punto sin indicios de movimientos radiales. La
misma maniobra puede demostrar también que la ilumina-
ciom, en las debidas condiciones, es menos amarilla que
antes. De no ser asi, se debe comprobar si el condensador
estd en su punto maximo; si la luz sigue amarilla, es
necesario eomprobar su fuente y los filtros para ver si
estan en posicion adecuada y son del color apropiado. Si
la luz es demasiado azul, hay que alterar las condiciones
bésicas para corregir esta irregularidad.

Se observan entonces los colores de los nicleos de los
leucocitos. Han de tener éstos un color azul-violeta intenso;
el citoplasma de los linfocitos debe aparecer azul palido, el
citoplasma de los neutréfilos polimorfonueleares debe mos-
trar granulos de tamafio irregular, variando el color de
azul a rojo. Los granulos del citoplasma de los eosindfilos,
regulares en famafio y forma, deben ser de un matiz cobre-
rojizo intenso, mas bien que el acostumbrado color rosa
vive de los tejidos coloreados con eosina. Se deben encon-
trar plaquetas en grupos de dos, tres o mas, y notar su color
en cada preparacion. Este color puede variar entre rojo
elaro, violeta y azul claro. En ciertas muestras de sangre
el area clara entre los leucocitos puede mostrar Areas
azuladas, bien sean brumosas o formadas por densos puntos
azules, que son los restos de los gldbulos rojos de més re-
ciente formacién después de la coloracién y deshemo-
globinizaeién simultaneas,

La cuidadosa atencién a esta forma de valoracién aho-
rrard mucho tiempo. Unicamente cuando se encuentran esos
colores en los elementos normales de la sangre, se puede
esperar que los parasitos presentes se revelen en sus
colores apropiados. Asi, si el ndecleo es excesivamente rojo
en un area determinada de una muestra, es poco probable
que se descubra color azul en el citoplasma de los parésitos.
Por otra parte, si los leucocitos son demasiado azules con
poco violeta en su ndcleo, no es probable que la cromatina
del parisito muestre color rojo suficiente. En estas dos
ultimas condiciones es conveniente recorrer ampliamente la
gota gruesa en busca de un 4rea donde los leucocitos estén
mejor coloreados, Esto Gltimo se puede conseguir rapida-
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mente, extendiendo aceite sobre toda el Area de la sangre
coloreada y observandola con el objetivo de baja potencia
{10x).

Durante estas operaciones se observari si las células en
que se examina el color aparecen o no con imagenes com-
pletas, buenas y claras; es decir, si la resolucion del contorno
de un polimorfonuclear intacto se ve claramente y en de-
talle. Por supuesto, si la imagen es manifiestamente poco
clara, se tendra que localizar y corregir la causa, antes de
continuar el examen,.

Estamos ahora en condiciones de examinar la muestra.
Debido a que hay pocos campos microscépicos, con el obje-
tivo de inmersion en aceite, que son completamente planos,
cuesta mucho tiempo tratar de examinar en detalle cada
uno de los objetos del drea iluminada. Todo objefe que re-
quiera examen cuidadoso, se debe situar en el centro del
campo donde la resolucion es mejor. Por lo tanto, perae fires
de tnvestigucién, el campo microsedpico puede limitarse a
la parte central del eampo que se encuentra en un foco
bastante claro, simultineamente con el punte central. Esto
puede incluir a lo sumo 24 del drea efectiva (ecampo micros-
copico prictico).

Comenzando en un borde de la gota gruesa, el porta-
objetos se mueve en forma de zig-zag debajo del objetivo,
con la maxima rapidez compatible con la visualizacién de
esta drea central, y cada vez que se examina uma nueva
drea de las mismas dimensiones, se considera que consti-
tuye un campo microseopico.

Para compensar las variaciones personales de los obser-
vadores, el examen de una muestra no se debe medir por la
cantidad de minutos invertidos, sino por el nimero de
campos observados. E] niimero de campos observados por
técnicos, bajo supervision, ha variado de 39 a 215, durante
el mismo periodo de chservacion. Una gota gruesa de san-
gre, aproximadamente de 3 a 4 cm. cuadrados, puede con-
tener de 500 a 800 campos microscépicos. Es evidente que
86lo en circunstancias muy especiales, como en las pruebas
de infecciones y ensayos de drogas, puede hacerse el examen
de toda la preparacién. En los casos en que los sintomas
en un paciente febril son producidos por la malaria, por lo
general los parasitos se encuentran facilmente, es decir, hay
varios en cada campo. Cuando son escasos se puede anotar
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la proporcién correspondiente a 100 eampos microscopicos;
Ej:37/100,

Si el observador ha estado examinando portachjetos con
preparaciones similares durante el mismo dia, la identifi-
cacion de la cromatina serd automética, pero si no se ha
usado el microscopio durante algunos dias, es conveniente
encontrar algunos parasitos que no sean dudosos a fin de
orientarse en cuanto a la densidad especifica y caracteris-
tica gue uniformemente presenta la cromatina. Cuando en
una preparacién aparezca un solo parisito, hay que pro-
ceder con cautela en el diagnéstico: hay que encontrar por
lo menos tres parisitos. Ya no se buscan formas especificas
del pardsito, sinc més bien se examinan tantos parasitos
definidos como sea posible observar, para determinar el
tamafio del mayor, el del menor y el de la mayoria. Se
sugiere que una buena limina positiva se examine por lo
menos en 50 campos a fin de no pasar desapercibida la
evidencia de una infeccién secundaria.

Si se desea investigar cualquier hallazgo poco corriente en
la gota gruesa de sangre, se puede examinar el frotis o
extendido con la esperanza de encontrar formas que puedan
explicar una apariencia poco frecuente, por ejemplo, las
formas de rosea, de esquizontes y pre-esquizontes de P.
vivax y P. melarice. Resultaria poco prudente tratar de
diagnosticar las especies en el extendido eon menos de 10
parisitos.

Como se explicard mas adelante, el Unico diagndstico
posible para cualquier muestra de sangre, puede ser ex-
presado por la combinacidn de alguna de las abreviaturas
sipuientes:

1. P. falciparum—anillos solos {F)
2. P. falciporum—anillos y gametocitos (F 4 g)
3. P. faleiparum—gametocitos solos (Fg)

4, P, vivax—todos los estadios juntos o (V)
en alglin momento durante e! ciclo
de 48 horas

5. P. malorine—todos los estadios juntos (M)
o en algin momento durante el
ciclo de 72 horas

6. P. ovale—todos los estadios juntos o (O)?
en algin momento durante el ciclo
de 48 horas

1 Mo es aplicable al Hemisferio Occidental. En los paises en que estd presente el
P. ovale, se debe utilizar la palabra “nada” para case negativo.
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Si se encuentran presentes dos especies plasmodiales,
debe indicarse una proporcién numérica entre la infeccién
dominante y la secundaria: por ejemplo: 76V, TFg/100
campos; 75V significa que la infeccion dominante es vivax;
mientras que la faleiparum es solo una infeecién secun-
daria.

La palabra “negative” tiene un aleance relativo, pero
generalmente indica que no se encontraron parasitos en el

examen de 100 ecampos ni en ningln otro examen deter-
minado,

Medidas para el examen microscopico correcto de una
gota gruesa de sangre

p—t

Utilicese una silla de altura apropiada.

2. Quitese todo rastro de aceite de inmersién, polvo, hue-
llas digitales, etc., de todo el aparato, usando para ello
un trapo suave o papel fino tipo “Kleenex.” Cercidrese
de que el carro del microscopio se mueve libremente en
ambas direcciones,

3. Compruébese si el condensador ha sido colocado en su
posicién correcta, es decir, lo mas arriba posible, que el
diafragma iris estd completamente abierto vy que el
espejo plano tiene la inclinacion que le permita reflejar
el maximo de luz.

4. Limpiense perfectamente las superficies externas de los
oculares ¥ del condensador.

5. Compruébese si la altura del foco es la o6ptima, en
relacién con el matraz azul v de que la altura y proxi-
midad de ambos permitan obtener el maximo de luz
sobre el espejo, Obsérvese diariamente si la solueidén
que contiene el matraz no presenta precipitados, ni
pérdida de color.

Si hay que observar la preparacién con el objetivo 10x
es necesario cerrar un peco el diafragma iris.

6. Determinese el 4drea de la gota gruesa que tenga las

mejores condiciones de coloracién, con el objetivo 10x.

Las areas demasiado rojas no mostrardn el color azul,

las demasiado azules no revelaran el rojo.

Coldoquese sobre esta drea, una gota de aceite de in-

mersion y vigilando por el lado izquierdo del micros-

copio, haga descender el objetivo de inmersiéon en
aceite hasta que casi toque la limina, sumergiéndolo
en el aceite,
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Hagase aparecer la imagen de la preparacion moviendo
el tornillo macrométrico hacia arriba.

Utilicese la mano izquierda para enfocar constante-
mente el tornillo micrométrico, y la derecha para cam-
biar los campos con los controles del carro del micros-
copio. Ohsérvese el color del campo microscopico; si
es blanco, azul-blanco, amarillo o azul, muévase répida-
mente el tornillo micrométrico, mirando a través de
ambos oculares, en una amplitud de veinte divisiones
por lo menos. 8i los leucocitos parecen desplazarse
radialmente en algin sentido, es indispensable arreglar
la inclinacién del espejo o la posicién de la lampara
hasta lograr que al enfocar o desenfocar las células no
ge produzca ningin desplazamiento aparente. Se acos-
tumbra a examinar en una preparacién determinada
un minimo de 100 campos microscopicos.

Al terminar las observaciones microscipicas, siquese
¢l portaobjetos ¥ quitese el aceite de inmersién de la
preparacion y del objetivoe de inmersion, utilizando
“Kleenex”,

Colégquese nuevamente el carro en una posicién central.

El objetivo 10x ha de quedar hacia abajo y se ha de
bajar el tubo hasta llegar al seguro automatico. Este
es obsolutamente indispensable porque las lentes del
ohjetivo de inmersion en aceite pueden deteriorarse
facilmente gi se dejan hacia abajo mientras no se utili-
zan. Coloque la cubierta al instrumente y devuélvase
a su lugar numerado en el armario con calefaceidn.

COMPORTAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR P.

FALCIPARUM Y P. VIVAX EN EL
HIGADO DEL HOMERE!

Las fases exoeritrociticas de los plasmodios se descubrie-

ron primero en el reticuloendotelio de lag aves y por ello
se supuso durante mucho tiempo que esas fases en el hom-
bre se producirian en el mismo lugar; pero no ha gido asi.

Varios aftos antes de que se descubrieran las fases hepa-

ticas presentadas esquemdticamente en la pelicula prepa-
rada por el Profesor Shortt, los experimentos realizados en
Australia durante la Segunda Guerra Mundial con el fin de

1 Fuleiperum—6 dias
Vivex--8 dias
Ovale—9 dias
Malarige—11 dias
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conocer exactamente el resultado producido por la conocida
droga atebrina, demostraron en forma concluyente y com-
pleta las fases exoeritrociticas del P. faleiparum y el P.
vivax en el hombre. S6lo faltaba por descubrir en qué lugar
se producian esas fases ya que dichos experimentos fueron
completos y minuciosos.

en un area donde no existia malaria. Se trajeron mosquitos
y cepas de P. vivax y P. falciparum de édreas hiperendé-
micas de la region del Pacifico Sudoccidental. Se empled
la subinoculacién de 300 a 500 cc. de sangre para demostrar
la presencia o ausencia de formas asexuales en la circu-
lacién periférica. Este fue el aspecto mas destacado de las
pruebag, ya que anteriormente s6lo se habian inoculado de
10 a 50 cc. a un niimero muy reducido de individuos,

Estos experimentos se pueden resumir en los siguientes
términos: '

P. falciparum.—Se permitié que mosquitos con esporo-
zoitos demostrables de P. foleiparum picaran en el brazo
derecho de un voluntario mientras, simultineamente, se
extraian 300 ce. de sangre de una vena del brazo izquierdo
y se inyectaban inmediatamente a otro voluntario. Ambos
desarrollaron parasitemia y sintomas, al final del periodo
corriente de incubacidn de 11 dias. Sin embargo, una mues-
tra similar de sangre extraida media hora después de la
picadura, no infecté en ningin caso al segundo individue.
Ni la sanpgre extraida e inyectada diariamente durante 5
dias demostro signo alguno de enfermedad en aquél. En
realidad no se informé de que hubiera dado resultado
pogitivo ninguna subinoculacion hasta después de trans-
curridas 140 horas. Esto significa que hubo un periodo de
6 dias completos antes de que la sangre de la persona gue
sufrié la picadura pudiera induecir infeecién en un individuo
subinoculado. Después, las subinoculaciones produjeron
infecciones, a diario, sin interrupcién ni excepcién, hasta
que Ia persona recibié tratamiento curativo con atebrina o
desarrollé inmunidad adecuada para la curacidén espon-
tdnea. A muchos de estos enfermos se les aplicaron pos-
teriormente subinoculaciones semanales, ¥ en ningun caso
en que se demostrd actividad subsiguiente, dejaron estas
pruebas semanales de producir infeccion. Cuando se obtenia
una reaccidn negative, lo sangre no volvia ¢ ser positiva
ain cuando se continuara la observacién durante un afio.
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Esto demostrd de manera concluyente que existia un
periodo bien definido de 6 dias completos, durante los cuales
continuaba, fuera de la circulacion periférica, cierto tipo
de desarrollo de la infeceidén por P. falciporum. Una vez
que cesd la infeccién asexual en la sangre periférica no
volvid a presentarse (las fases sexuales persistieron aproxi-
madamente durante 30 dias antes de que desaparecieran
esponfaneamente).

Se demostrd repetidamente que un individuo que recibia
diariamente 100 mg. de atebrina, desde siete dias antes de
las picaduras del P. faleiparum infectivo, y continuaha reci-
biendo después este tratamiento durante un minimum de
tres semanas, jamas desarrollaba parasitemia o sintomas
visibles, a peser de gque las subinoculaciones hechas del
noveno al decimotercero dias resultaban de vez en cuando,
positivas. Esta fue la primera prueba experimental de una
droga que eliminaba por completo la infeccion por P. falei-
parum. Se demostrd igualmente que tres tabletas de ate-
brina, de 100 mg., administradas diariamente durante 8
dias, podian también producir una curacién radical de la
infeccién con esta especie.

No se podia confiar en la quinina para la curacién de
la malaria por P. falciparum, aunque se lograron curaciones
en determinados casos. La prueba de esta observacién es
Ia desaparicién virtual de la fiebre hemoglobinirica de
aquellas regiones en que ya no se usa la quinina para la
supresion ni para el tratamiento.

P. vivax.—Estos mismos experimentos se repitieron con
el P. vivax, obteniendo el mismo éxite, pero con resultados
notablemente diferentes. Las subinoculaciones con P. vivazx
resultaron negativas tanto el séptimo eomo el octavo dia.
Hasta que transcurrieron 8 dias completos no se manifest6
la infeccién, ni atin en log casos de individuos sometidos
gimultdneamente a la picadura de mosquitos infectados con
P. vivax y mosquitos infectados de P. felciperum. La in-
feceidon de P. foaleiparum se manifestd al 7° y 8° dias: al
9° dia aparecieron ambas infecciones y el ntimero de para-
sitog de P. falciparum predominé ripidamente.

La sangre de la persona infectada con P. vivex continué
siendo positiva durante todo el ataque primario de 3 a 5
semanas de duracion o hasta que se instituyé tratamiento
terapéutico. Se transformd entonces en negativa v las sub-
inoculaciones semanales, por un término de 2 a b meses, no
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lograron infectar a los individuos que las recibieron. Hasta
que se aproximd el tiempo en que normalmente puede
ocurrir una recidiva, no aparecieron las primeras subinocu-
laciones positivas. Cuando una recidiva con su parasitemia
y sintomas visibles cedia, las subinoculaciones continuaban
siendo positivas durante varios dias y luego se convertian
en negativas, permaneciendo asi durante unos dias antes
de la siguiente recidiva, si es que ésta ocurria. Con la
administracion diaria de atebrina en la forma arriba indi-
cada, mo se encontraron parasitemias pasajeras como
ocurre con el P. faleiparum, pero ain continuando el trata-
miento durante tres gemanas después de la picadura, los
parasitos y sintomas aparecian generalmente en el paciente
poco después de suspenderse la administracion de la droga.
El tratamiento curativo con atebrina, tan eficaz en el P.
faleiparum, controlé siempre el ataque primario y eliminé
la parasitemia, pero no impidié que ocurriera una recidiva.

En los casos de pacientes infectados no por la picadura
de mosquitos sino por inoculacién de sangre, la situacién
era muy distinta. Esos individuos recibieron s6lo las
formas eritrociticas asexuales. Mientras éstas persistieron
en la sangre, lag subinoculaciones resultaron, naturalmente,
positivas, aun cuando el nimero de parasitos en el indeulo
fuera submicroscépico. Esos enfermos, ya fueran infecta-
dos por P. faleiparum o por P. vivax, se curaron ripida-
mente con cantidades mas pequefias de drogas, y una vez
que llegaban a ser negativos a la subinoeculacién continua-
ban asi. Esos experimentos demostraron sin lugar a dudas,
que existia una fase pre-eritrocitica en la infeccién por P.
faleiparum, de 6 dias de duracién, al cabo de los cuales
desaparecia, y que, una vez eliminada la infeccién asexual,
el paciente quedaba completamente curado.

En los casos de infeecién por P. vévaxr la situacion era
completamente diferente. La fase pre-eritrocitica duraba
8 dias completos, pero evidentemente no desaparecia entera-
mente, ya que transcurrido un periodo en que no se observa-
ban en la sangre formas en circulacién, ocurrian con fre-
cuencia, aunque no forzosamente, una o mas repeticiones
de parasitemia y actividad clinica. .Esto no ocurrié jamas
cuando las infecciones se provoearon con inyecciones de
sangre. Las deducciones derivadas de esos experimentos
indicaron la existencia de una fase oculta de desarrollo que
ge produecia en el P. falciparum, merozoitos que infectaban
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s6lamente a los glébulos rojos. Tratindose del P. wivas,
se suponia que esta fase oculta producia formas, no sélo
infectivas para los glébulos rojos, sino también para ciertas
células capaces de mantenerlas en un sitio todaviz descono-
cido.

Al parecer, 1a idea de explorar el higado para descubrir
esas fases ocultas fue sugerida por una observacién hecha
por el Profesor Garnham en Africa Oriental. Este pro-
fesor observd pequeiias vesiculas en la superficie del higado
de monos en cuya sangre se encontraron gametocitos de P.
koechi {Hepatocistis). Esos quistes, que mag tarde ge demos-
iré que contenian numerosos merozoitos, no se observaron
nunca en animales no infectados. Las fases hepaticas
fueron demostradas por primera vez por Shortt y Garn-
ham en un mono infectado de P. cynomolgi, y poco después
en un caso humano de infeccién provocada de P. vivazx.
Pronto se demostré en Inglaterra y poeco después en los
Estados Unidos, la fase hepatica del P. falciparum. En 1953,
se demostro que el P. ovale tiene una fase hepatica de 9 dias
de duracién. En las tres especies, las fases hepaticas tienen
una apariencia similar. Las formas més jovenes se encuen-
tran en los citoplasmas de una célula del higado; la croma-
tina se divide por figion binaria. En la madurez, el P.
vivax y el P. ovale contienen centenares de merozoitos,
mientras que el quiste de P. falciparum puede contener
‘varios millares. El tinico dafio para el higado parece ser
una compresién de algunas células adyacentes, pues no se
ha ohservade infiltracién celular reaccionaria. Al romperse
el quiste, log merozoitos descubiertos se inerustan en las
células adyacentes del higado hasta encontrar un sinusoide
que contenga glébulos rojos. A partir de entonces comienza
la fase eritrocitica.

De los experimentos antes descritos se deducen las si-
guientes conclusiones:

1) La malaria por P. felciparum es perfectamente cura-
ble, mediante una gola dosis de remedios apropiados.

2) No todas las infecciones por P. vivar producen reci-
divas; la proporeion de las que no lag producen llega
a un 30%.

3) La medicacién que erradicara la infeccién por P, falci-
parum no eliminara la recidiva por P. vivazr que, en
caso de ocurrir, rara vez persiste mas de tres afios.



30

4) Es posible que la medicacién supresiva prolongada
erradique también el P, falciparum, pero el P. vivax
puede reaparecer clinicamente cuando se suspende el
tratamiento.

No fue hasta 1959 que se descubrité la fase pre-eritro-
citaria de P, malarige cuyo proceso dura 11 dias, lo mismo
que P. inui de log monos,

Otro plasmodio de los monos, el P. knowlesi, tiene un
ciclo eritroeitico de 24 horas y una fase pre-eritrocitica que
dura cinco dias ¥y medio ¥ ha sido usado repetidamente para
infectar artificialmente al hombre.

DIAGRAMA 7

DIAGRAMA ESQUEMATICO DEL PAPEL QUE DESEMPENA LA FASE EXOERITROCITICA
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Este diagrama esquemadtico, completamente imaginario,
constituye una tentativa de explicar el papel de la fase exo-
eritrocitica de la malaria vivax en:

a) Un ataque primario zin reecaida.
b) Una recaida después de un ataque primario,

La linea compacta indica la parasitemia medida por las
lineas horizontales, que representan diferencias de 5000
parasitos por mm. clbico. El nivel de parisitos es submi-
croscopico alli donde la linea se convierte en intermitente.

La linea de puntos sugiere el grado de inmunidad; las
lineas perpendiculares marcan la duraeciéon de un ciclo exo-
eritrocitico completo de vivax o bien 8 dias.

La fila superior de puntos en disminucién sugiere el nd-
mero de merozoitos hepaticos que llegan a la circulacién
después de sucesivas esquizogonias hepaticas. Estos ni-
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meros decrecen con cada ciclo, hasta que cesa la formacién
de esquizontos hepaticos.

La fila inferior de racimos de puntos representa un ni-
mero muche mayor de merozoitos hepaticos liberados cada
8 dias. Soélo se requiere una fraccion de ellos para iniciar
la parasitemia de una recaida (al final del 18° ciclo hepa-
tico), a condicién de que la inmunidad sea tan baja que.
la progenie de Ia esquizogonia eritrocitica eluda la destruc-
eién e invada con éxito nuevas células rojas,

COMPORTAMIENTO GENERAL DE LAS DIFERENTES
ESPECIES EN LA SANGRE PERIFERICA

Log parasitos varian en tamarfio, forma y aspecto, exacta-
mente igual que cualquier animal multicelular.

.Algunas formas de una especie, es decir, las fases menos
desarrolladas de tipo gametocitico del P. wivaex, pueden
parecer ideénticas a fases mayores del P. malarice. En
realidad, so6lo hay una forma de parasito que pueda con-
siderarse como %4nica, v es la del gametocito del P. falei-
parum. Para obtener un diagnéstico exacto de las especies,
es necesario que se encuentre presente suficiente nimero de
diferentes ejemplares del parisito para que revele el fipo
de veriacién que es constante en cada especie. No basta
con retener en la memoria una lista de los diversos aspectos
que se han observado comunmente en los frotis sanguineos
de diversas especies ¥ a los que se han atribuido caracte-
risticas especiales que no siempre son ciertas. Es necesario
que el examinador sepa cuiles son las posibles variaciones
de formas, no sélo en cada una de las distintas especies
sino también en las diversas condiciones de la sangre (dia-
grama 8).

El examinador debe fiscalizarse siempre a si mismo.
Cada vez que observa una nueva forma parasgitaria se ha
de preguntar: a) (Es esto un verdadero parasito?; b) ¢Co-
incide esto con mis conoecimientos acerca de la variacidon
de formas parasitarias que cabe esperar en la presunta
especie? ‘

La contestacion a la primera pregunta se suele chtener
huscando en las inmediaciones un parésito sobre el cual no
haya duda de ninguna clase. Se evaltua el color y la denasi-
dad de Ia cromating, lo mismo gue el aspecto del citoplasma.
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ERITROCITICO EN EL HOMBRE @ ‘

Si estas caracteristicas no son similares en el nuevo objeto

encontrado, es probable que no se trate de un organismo
genuino.

Una vez que nos decidimos a considerarlo como un verda-
dero parasito, surge la siguiente pregunta: iEsta com-
prendida su fase de desarrollo dentro de las modalidades
que, seglin nos ensefian la observacién y la experiencia, se
pueden presentar en determinado momento en el ciclo de
la especie “X"?

Se plantea con frecuencia la siguiente cuestién taeita:
{Puede ser ésta una fase que no se presente nunca en el
ciclo de la especie “X”?

Para determinar esta variacién se necesita un minimo
de 50 campos de sangre positiva, antes de formular un
diagnéstico definitive. Si es evidente que no todas las for-
mas pertenecen a la especie “X", se necesitarian otros
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exdmenes para confirmar la sospecha de que se han encon-
trado también algunas muestras de una segunda especie.

Camadas.—Como muestra sucintamente la pelicula, en
el P. vivax, todas las especies pueden tener mas de una
camada de pardisitos al miamo tiempo. Aunque los P. falci-
parum, P. vivax vy P. ovale requieren 48 horas para la
madurez de las formas asexuales, es también posible, v no
es raro, que produzcan un paroxismo diario. Este paroxis-
mo diario indica la existencia de dos camadas de una de las
especies precedentes, o puede reflejar la presencia de tres
camadas de P. malarice. Parece que el organismo no puede
producir mas de una reaccién completa en 24 horas, o que,
una vez determinada la predeminante, todas las demds
quedan suprimidas.

Se originan digtintas camadas cuando viene la liberacién
de merozoitos del higado en diferentes momentos del ataque
primario de una infeccién provocada por mosguitos. Tam-
bién puede ocurrir que aparezcan espontineamente en una
infeccién continua que haya mostrado, durante algin
tiempo, una sola camada de periodicidad regular. Para
que se desarrolle una segunda camada no es necesario gque
la infeccién sea de origen esporozoitico, Parece que la
esquizogonia de una infeccidén de una sola camada requiere
que, al final de cada periodo de 48 horas, la mayoria de las
células parasitadas se rompan dentro de la misma hora
mientras que las restantes completan su divigién a interva-
log diversos, antes o después que Ila mayoria. Supongamos
que para completar la esquizogonia se necesitan 5 horas.
La mayoria de las células se rompen durante la Sra. hora;
algunas no se dividen hasta dos horas mas tarde. Las que
iniciaron el proceso esquizogdnico, lo hicieron dos horas
antez que la mayoria.

Un ciclo mas tarde, el grupo que empezé la esquizogonia,
lo hizo 4 horas antes que la mayoria (los 0ltimos grupos,
4 horas mis tarde). Después de algunos ciclos, habra un
considerable nimero de parasitos madurados 24 horas
antes vy 24 horas después que la mayoria. Todos estos
juntos pueden constituir un namero suficiente para pro-
ducir una esquizogonia adicional 24 horas antes de la que
produce Ia mayoria, es decir, la camada predominante. De
esta manera se crea otra camada, independientemente de
la fase exoeritrocitica.

El diagrama 9 representa en forma esquematica todo el
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ciclo de desarrollo de las tres especies de parisitos de la
malaria comunes en el hombre. Aunque cubre de un ex-
tremo a otro de la grafica, el ciclo es continuo y la forma
menor se encuentra inmediatamente después de las ruptu-
ras de eaquizontes, Si mentalmente situamos el organismo
recién descubierto en el lugar que le corresponde en este
ciclo del diagrama, se facilitard considerablemente el diag-
nostico de la especie.

COMPORTAMIENTO INDIVIDUAL DE LAS
ESPECIES EN LA SANGRE PERIFERICA

Se observan varias diferencias en el comportamiento de
las distintas especies que originan no gélo log sintomas que
experimenta el paciente, sino también las formas presentes
en la sangre.

P. falciparum.—Parece ser que cuando el merozoito del
P. faleiparum penetra en un globulo rojo, su simple pre-
sencia produce alteraciones inherentes a los propios glé-
bulos rojos, que podrian desecribirse como una pegajosidad
de su capa ¢ membrana externa.

Posiblemente esta situacién es la causa de la frecuencia
con que los parasitos del P. falciparum de mas reciente
formacioén se encuentran en la periferia de la célula. No
se debe, indudablemente, a ninguna propiedad especifica
de la célula, puesto que los merozoitos de P. falciparum
penetran indistintamente en los globulos rojos jévenes ¥
viejos, en contraposicién a los merozoites del P. vivaex que
muestran preferencia por las células jovenes, de la misma
manera que el P, malariae se inclina decididamente por las
células viejas.

El diagrama 10 presenta esqueméiticamente los hallazgos
de la autopsia de una infeccién mortal de P. falciparum.
Tal vez convendria explicar, en primer término, que no
cabe esperar en las secciones de tejidos el conocido aspecto
que presentan las células parasitadas de una muestra de
sangre bien coloreada. Con la acostumbrada coloracién de
hematoxilina y eosina, raramente se ven los parasitos, pero
su presencia estd indicada por una cantidad de pigmento
que es proporcional al tamaiio del parasito viviente. Un
examen de cualquier tejido, especialmente del cerebro,
demostrara la frecuencia con gue los glébulos rojos parasi-
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DIAGRAMA 10

£

L

APARIGION, EN LA ?U'}BPSIA, OF LA INFECCION FATAL POR P. falciparum

tados se encuentran en las paredes de los pequefios vasos
sanguineos donde tanto la corriente sanguinea como la
presion son bajas. En los vasos menores, en que se pro-
duce muy poco, ¢ ning(n movimiento no se desalojan estos
glébulos rojos parasitados y ligeramente adheridos. Por
consiguiente, una pequeiia vénula puede mostrar su bhorde
totalmente cubierto de globulos rojos parasitados, mientras
que en el lumen del vaso, lleno de glébulos rojos, rara vez
se observa la presencia de parasitos (A). De una manera
mag definida, en los capilares se observa cagi siempre que
cada uno de log glébulos rojos tiene una mancha de pig-
mento que es todo lo que queda de lo que fue un parasito
viviente. El fendémeno que se ha producido puede com-
prenderse si se encuentran hemorragias petequiales de un
capilar roto. Ninguno de los glébulos rgjos que forman
fa hemorragia contendrd un pardsito, puesto que en estos
espacios limitados, las células parasitadas se adhieren al
revestimiento reticuloendotelial (B). Con su conocecida fa-
cilidad para acomodarse a una diversidad de constricciones
vy obstrucciones, mientras exista alguna presién, las células
no parasitades pueden “culebrear’” (C) en torne a las célu-
las fijas y salir por la apertura que se produce a conse-
cuencia del grave dafio sufrido por algunas de las células
de revestimiento. Mientras el reticuloendotelio permanece
intacto no se presentan hemorragias.
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La muerte no se origina como resuitado de la presencia
de alguna substancia toxica emanada por los parasitos,
sino més bien por la interferencia en la funcién normal del
endotelio vascular. Es evidente que la muerte se produce
cuando el ndmero de células parasitadas es tan elevado que
los tejidos, ecuya existencia depende de este suministro
vascular, quedan desprovistos de oxigeno, electrélitos, etc.,
especialmente si esta situacién ocurre con respecto a cen-
tros vitales. No es probable que la muerte se produzca en
el momento de la esquizogonia, sino més bien inmediata-
mente después de que un nimero maximo de células recién
parasitadas se retiren de la sangre y se sitien sobre la
superficie del endotelio vascular. Es probable que el nota-
ble mejoramiento que se observa, con frecuencia, en infee-
ciones cerebrales graves, eoincida econ una esguizogonia que
temporalmente libera al endotelio de las células que lo
obstruyen. Al aumentar el ntumero de células infectadas
como consecuencia de esta esquizogonia queda ocupada una
parte del reticuloendotelio, superior a la que se puede re-
sistir. En consecuencia, sobreviene la muerte, probable-
mente de 15 a 24 horas después de la esquizogonia final.

Es muy probable que la diferencia de patologia entre
un caso mortal de P. falciparum y un caso grave que se
restablece sea s6lo de prado. Aunque resulta cada vez mais
dificil encontrar infecciones graves de P. faeleiparum, con
elevada parasitemia, se cree que si éstas ocurren en centros
que cuenten con servicios adecuados, se pueden intentar
biopsias hepdticas por aguja, y puncién del intestino
grueso, con el fin de demostrar el cuadro patologico.

Si se tiene en cuenta lo que antecede, se comprenderi
facilmente por qué en la sangre periférica se encuentran
solamente las formas jévenes del parasito. Si se produce
“shock”, pueden ocurrir y ocurren los fendmenos obstruc-
tivos mencionados, puesto gque, evidentemente, se origina
algin cambio en el endotelio que libera todos los glébulos
rojos “pegajosos” de su posieidn.

Se supone que el crecimiento y desarrollo de los gameto-
citos del P. feleiparum tienen lugar en los glébulos rojos ¥
que lo mismo ocurre con aguéllos en el revestimiento del
endotelio; pero con la madurez de los gametoeitos y su
elongacién, el glébulo que los contiene se libera en la circu-

laeidn,
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La caracteristica de alta parasitemia es posible que
ocurra porgue esos vasos sanguineos, cuyoe revestimiento
estd ocupado por células parasitadas, estiAn también llenos
de células no infectadas. Los esquizontes que se rompen
en su posiecién fija liberan merozoitos que materialmente
quedan comprimidos contra centenares de célulag. Cual-
quiera que sea la edad de la célula, uno o mas merozoitos
penetraran rapidamente en los glébulos rojos de la sangre

que se encuentran mas proximos.

En un ataque primario de malaria por P. falciparum, la
paragitemia aparece a los diez o doce dias, y va seguida,
en el término de 24 horas, de la aparicién de sintomas. Si
el individuo puede producir gametocitos, no comenzaran
a aparecer hasta 8 6 10 dias después; si se dejan sin tratar,
las formas anulares y los gametocitos pueden persistir
juntos durante varios dias o semanas, hasta que haya
inmunidad suficiente para eliminar las formas asexuales.
No se producen mis gametocitos cuando desaparecen las
formas asexuales, pero los que ya se encuentran presentes
pueden continuar circulando de 2 a 4 semanas. Por lo tantoe,
un método apropiado para notificar los hallazgos de la
sangre y que describe exactamente la fase de la infeccidn
en el individuo examinado es el siguiente: a) solamente
formas anulares: F; b) formas anulares v gametocitos:
F + g; ¢) gametocitos solamente: Fg.

P. falciparum o DIAGRAMA 11
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Conviene que ¢l principiante inspeccione el mayor nu-
mero posible de paragitos del P. falcivarum vy que dedique
a esta lahor el maximo tiempo de que disponga. Se debe
hacer un esfuerzo para identificar la variedad de los que
se descubran. Hay que evaluar tanto los anillos mas pe-
quefios como los mayores que se observen, Los anillos de
P. falciparum se dividen en pequefios, medianos y grandes.
Cuanto mas cerca esté de la esquizogonia el momento en
que se tome la muestra de sangre, mayor serd la proporcién
de anillos pequefios. St la proporcion de anillos grandes es
mayor, hay que suponer que el nimero total de parisitos
disminuird notablemente dentro de seigs horas. Conviene
aclarar también que cuando se trata de una infeccidn de
una sola camada, los parasitos pueden estar totalmente
ausentes de la sangre durante varias horas, tal como se
indica en el diagrama 9. Por otro lado, las infecciones de
una sola camada son raras en las poblaciones semi-inmunes.

Es posible, naturalmente, que haya todavia méas de una
camada de P. faleiparum compitiendo, con el resultado de
que los parisitos nunca desaparezcan de la sangre peri-
férica, aunque su ndmero pueda variar considerablemente.

P. vivax.—La palabra vivax significa vivaz y expresa
muy hien la actividad easi frenética que con frecuencia
muestra esta especie. El merozoito de P. vivaxr tiene una

P. vivax DIAGRAMA 12
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clara preferencia por los glébulos rojos jovenes, que son
mis elasticos que los méis maduros y, en consecuencia,
pueden dilatarse para acomodar mejor al parasito en de-
sarrollo. Sin embargo, no se observa ninguna viscosidad de
los giobulos rojos que los contienen como ocurre con los
P. falciparum, de manera que los glébulos rojos parasita-
dos circulan todo el tiempo durante el ciclo o series de
ciclos eritrociticos mientras la esquizogonia se produce en
circulacién abierta. El periodo en que los merozoitos libera-
dos buscan una nueva célula huésped es mucho més pro-
longado que el que se observa cuando se trata de P. falei-
porum vy, de este modo, el nimero de parasitos fagoeitados
es mucho mayor y la duraciéon de este periodo no excede,
probablemente, de c¢inco minutos. Las parasitemias totales
nunca son tan elevadas. Los merozoitos del P. vivex, en su
apremio por encontrar nuevo albergue, a veces invaden una
nueva célula en la que penetran uno, dog o mas de ellos.
En su segmentacién no es raro encontrar méas de una
mancha de cromatina en el nuevo parasito; la segunda
mancha de cromatina es, con frecuencia, menor que la
primera. Aunque estos parisitos relativamente jévenes
parecen ya experimentar segmentacién, no es éste el caso.
Ademais el pardsito del P. vivex recién introducido en los
globulos rojos, se mueve por toda la célula produciendo
pseudopodos eitoplasmicos que llegan a todas las partes de
Ia célula. Esto da lugar a la aparicién de formas extrafias,
tan numercsas y variables que hace imposible tratar de
describir mas de un redueido nimero de ellas. El resultado
€38 que un parasgito grande irregular no puede describirse
en su totalidad. Ocurre con freecuencia gue una parte del
parisito es compacta y, quizéds, contiene -todo el pigmento
de la cantidad total del citoplasma, lo que da por resultado
que cantidades mas pequeiias de citoplasma que se encuen-
tran proximas se ignoren. De hecho, para estimar lo
que constituye todo el pardsito en una gota gruesa, se re-
quiere muchas veces examinar todo lo que se ve dentro
de un irea que tenga el tamafio del polimorfonuclear mayor.
La confusién que frecuentemente se produce en el diag-
nostico del P. vivex y del P. malarice se debe a que estas
grandes vy densas partes se consideran como paracitos
enteros, Muchas veces, los pequefios bastoncillos de cito-
plasma que unen varias partes son demasiado finos para
ser percibidos (diagrama 13),.
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I s IAGRAMA 13
LA

APARICION DE PARASITOS DE P. vivax EN LA GOTA GRUESA, A INTERVALOS DE 12 HORAS

Los glébulos rojos infectados con P. wivax contintan
circulando sin interrupcién porque en ellos no se produce
vizscogidad alguna. En lugar de hacerse “pegajosos”, los
glébulos rojos experimentan ciertas alteraciones, que al
colorearse con el frotis fino producen una serie de granulos
rojizos, de tamafio, forma y distribucién regulares, en la
envoltura de la célula. Estos granules, que al principio
son finos, pero luego se hacen mayores y méis prominentes,
se conocen con el nombre de puntos de Schiiffner. En la
gota gruesa, especialmente en la periferia, este fenémeno
de coloraciéon aparece como un haloe rosado alrededor de
los parasitos, del tamafio y forma del globulo rojo que los
contiene. Esta coloracién de Schiiffner sélo se produce en
el caso de infecciones de P. vivax y de P. ovele. Hay que
aprovechar Unicamente la oportunidad de su presencia, no
de su ausencie, puesto que para demostrar este fendémeno
se requiere una coloracién de cierta calidad. S6lo un 10%
de los colorantes corrientes muestran estas alteraciones.

A medida que el pardsito de P. vivax madura se vuelve
redondo y regular, y cuando alcanza el pleno desarrollo, el
pre-esquizonte adulto se parece tanfo al gametocito que no
es facil distinguir uno de otro. Los gametocitos aparecen
muy pronto una vez establecida la parasitemia. Contraria-
mente al P. falciparum, aquéllos, como sucede también con
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los gametocitos de P. malarige no persisten mas de 12 a 48
horas después de desaparecer las formas asexuales. A
diferencia del P. falciparum, las medicinas que destruyen
las formas asexuales del forrente circulatorio, lo hacen
también con los gametocitos,

La proporcion del ciclo total que se encuentra en una sola
gota de sangre oseila entre 2/3 6 1/4 del ciclo, segiin los
casos. El nimero de merozoitos en los esquizontes maduros
justamente antes de la segmentacién, usualmente varia
entre 14 y 24. Cuando existen dos camadas es posible en-
contrar todas las fases del parasito.

Puesto gue cominmente en una sola gota de sangre se
encuentran todas las fases del parasito, es innecesario des-
cribir comeo trofozoitos, esquizontes y gametocitos las for-
mas del paridsito que se encuentran en cada espécimen.

Una simple V implica que se hallan presentes todas esas
formas. Aungque a veces se alega que sélo se pueden encon-
trar formas anulares de P. vivax, esto sucede muy rara vez
¥ un examen minuciogo revelarid numerosas fases poco
desarrolladas, irregulares, que no se encuentran jaméas en
el P. faleiparum y con toda probabilidad si se investiga
cuidadosamente se verin también formas segmentadas
avanzadas.

Como se ha dicho ya, el P. falciparum domina al P.
vivar ¥y el P. viver domina al P. malarice, pero es poco
usual encontrar otra combinacién que no sea el P. vivax
acompafiada de gametocitos de P. falciparum. Las denomi-
nadas infecciones mixtas no existen clinicamente, salvo
por pericdos de 24 a 48 horas, cuando luchan las dos espe-
cies presentes. El P. falciparum domina constantemente
al P. vivaz y el P. vivax regularmente domina al P. mala-
rige (cuartana), estoes: F > V > M.

Una cierta indicacién de los nimeros proporcionales
daria una idea méis exacta. La infeccién agregada se puede
indicar incluyendo un simbolo entre (), por ejemplo:
F +4+ (M17/100) campos. En el sentido clinico, por
lo menos, esto no constituye una infeccién mixta,

P. malariae.—La infeccién de cuartana gque produce el
P. malarige suele estar presente siempre que se encuen-
tran las otras dos especies, y se subordina por lo comin a
ellas, razén por la cual se la denomina “especie de la esta-
cién de sequia”. Dehido a que los gametocitos son general-
mente escasos, la transmisién por mosquitos en el labora-
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torio es extremadamente dificil. El periodo pre-eritroci-
tico dura once dias y los parasitos pueden aparecer en la
sangre en cualquier tiempo entre el 19° y el 30° dia. Es
bien conocida la persistencia de las infecciones por P. mala-
rige. Se conoce un caso en el que ha estado activa durante
b2 afiog. A causa de su susceptibilidad a las modernas dro-
gas esquizontocidas, es poco probable que, en el futuro, se
encuentren infecciones de tan larga duracion.

Las infecciones por P. maleriae difieren de aquéllas
causadas por las otras dos especies méas importantes, en
que producen efectos secundarios que aquéllas no causan
(afectan los rifiones, y la pérdida de hemoglobina excede
de la producida vnicamente por la rotura de las células
paragitadas). En contraste con el P. vivax, el merozoito
del P. malariae prefiere los globulos rojos mas viejos. Esto,
unido a su promedio de esquizogonia de 8 a 12 divisiones,
resulta en una parasitemia total mas baja que la del P.
vivar. El aumento de 509% en el tiempo necesario para su
completo desarrollo, ¥ la actividad claramente més baja
que muestra en comparacién al P. vivax, dan lugar a una
produccidén mas temprana y mayor de pigmento, Una vez
dentro de la célula el parasito de la cuartana permanece
inmévil, alimentandose por 6smosis. No hay expulsién de
pseudépodos. Las etapas avanzadas de pre-segmentacion
¥ segmentacion a veces presentan considerable irregulari-
dad en su forma anular a consecuencia de que todo el para-
sito alojado en la parte periférica de los discos bicdncavos
de los glébulos rojos contiene una cantidad de hemoglobina
inferior a la normal. Formas semejantes se encuentran en
lag infecciones por P. vivexr gue han persistido el tiempo
suficiente para disminuir los valores hematologicos y de
hemoglobina. Una sola gota de sangre muestra una parte
menor del ciclo que la que se observa en el P. vivax (dia-
grama 14). Tres camadas existen cuando todas las fases
del ciclo de P. malarige se encuentran en un espécimen de
sangre.

Poco tiempo después que termina la fase anular hasta
llegar a los esquizontes maduros, la caracteristica general
de los parisitos de P. malariae es la densidad, la pigmenta-
ci6n acentuada y la uniformidad y regularidad de forma.
Se encuentra también un tipo de punteado, pero para conse-
guirlo se requiere un grado de excelencia técnica que rara
vez alcanzan las preparaciones ordinarias.
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'P. malariae DIAGRAMA 14
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Bj-Amptiacifn d8 giébulo rejo joven, &0 el
cual 1a parciin cantral s extraordisariameante | T——
delgada. El pardsite estd rapresentads como 1o

1a parte centeal de la célula en A} y solo ocupa
la parte periférica en B)

No es raro encontrar que el 1-4% de parasitos caracte-
risticos de cuartana persisten en una infeccién que, por
otra parte, es claramente de P. falciparum o de P. vivezx.
Un error comin que da lugar a diagndsticos erréneos de
malariae, se debe a los casos en que la sangre que contiene
solamente gametocitos de P. falciparum se seca tan lenta-
mente que da tiempo a que los parisitos se redondeen.
Especialmente si esas formas son bastante numerosas se
consideraran de manera errénea, parisitos de cuartana.

Sin embargo, las verdaderas infecciones mixtas no ocu-
rren con una frecuencia suficiente que justifique una co-
lumna separada para ellas en los formularios de notifica-
ciones. La presencia de esa columna implica una frecueneia
que no existe; su importancia, en realidad, es muy poca ¥
favorece el diagnostico descuidado y la coloracién de peor
calidad. Se espera que las notificaciones y los registros
gean un reflejo exacto de las infecciones de la poblacion
mas bien que un informe recargado de hallazgos parasito-
logicos, cuyo valor es més académico que practico.
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P. ovale.—Las verdaderas infecciones por P, ovale son
sumamente raras y los microscopistas del Hemisferio Ocei-
dental que tengan que atender a otros trabajos, no deben
dedicar demasiado tiempo al estudio de una sospecha de
ovale. Lag infecciones prolongadas por P. vivaxr cuando
la sangre ez suficientemente subnormal pueden pasar por
un periodo en el cual los glébulos rojos sean deficientes en
hemoglobina. Los cambios producides en las células para-
sitadas presentan aspectos indistinguibles morfolégica-
mente del verdadero P. ovale. Por lo tanto, es peligroso
tratar de establecer un diagnédstico de P. ovale sobre una
base morfoldgica solamente. Un diagndstico de P. ovale
puede considerarse correcto fnicamente si el supuesto P.
ovale se transfiere a otra persona cuya sangre esté en bue-
nas condiciones, ya sea por medio de una aguja o por un
mosquito, v la nueva infeccion que resulta tiene las carac-
teristicas propias de la infeceién producida por P. ovale.

La infeccién de P. pvale se encuentra con mas frecuencia
en la costa occidental de Africa pero tambpién estd presente
en el Africa Oriental, en el Medio Oriente, Malaya, Indo-
nesia y en las Filipinas. Es esencialmente una infeccién
cuartana, con un ciclo de 48 horas y la presencia de puntos
de Schiiffner en la parte no infectada del glébulo rojo que
contiene al parasito. En realidad, si el colorante no muestra
la coloracién rojiza de Schiiffner alrededor de los pardsitos
en una gota gruesa, como se ve frecuentemente en infec-
ciones de P. vivax, puede ocurrir que no se identifique la
especie. Anteriormente se creia que esta especie era, hasta
cierto punto, inocua, pero algunas cepas han mostrado
geveridad igual a la del P, vivaxr. A diferencia de lo que
ocurre con este dltimo, log negros son generalmente suscep-
tibles al P. ovale.

El évalo de los giébulos rojos franjeados en que se en-
cuentran los pariasitos & los que se debe el nombre dado a
la especie no se ve en los frotis o extendidos, salvo cuando
éstos se toman en lugares himedos y se secan rapidamente.
Los puntos de cromatina aceesorios son tan frecuentes como
en el caso del P. vivaz. Se considera que el aspecto oblongo
de las grandes masas de cromatina de los esquizontes tiene
importancia para el diagndstico.



46

PREPARACIONES DE GOTA GRUESA

Como ya se indied en otro lugar del presente Manual,
las gotas gruesas sanguineas ya no se preparan tan gruesas
como antes ni se revueiven, ni desfibrinan.

Los portaobjetos limpios se empaguetan en lotes de 5,
10 6 15. El paquete de 5 es probablemente el més apropiado
para los trabajos de campo (véase Portaobjetos). Se rasga
en diagonal uno de los extremos del paquete, dejando al
descubierto los extremos de los portaobjetos, Dos de éstos
se colocan sobre el paquete, ¥ se busca una superficie plana,
limpia y clara. Si no se dispone de ninguna ‘mesa, banco
o silla, se puede utilizar un pedazo de cartéon fuerte, que
siempre se deberd tener a mano para este propdsito. Si el
suelo o el banco no es plano, se puede encomendar a un
ayudante voluntario, entre los espectadores que nunca
faltan, que sostenga el cartén. Es conveniente utilizar un
papel blanco liso cuando se extiende la sangre. Se puede
proporcionar a los principiantes un modelo o gunia para
la pogicién en el portaocbjeto, de las gotas gruesas simples
o mialtiples.

La sangre se extraera del lébulo de la oreja, si es bastante
carnoso, o bien del dedo gordo del pie, si se trata de un
lactante, o bien de un dedo de la mano. La puncién se harad
al costado del dedo mds bien que en la yema, con un punzdén
bien agudo, ya sea de los que se utilizan una sola vez, va
de loz que son de uso repetide. El mas comiin consiste en
la mitad de una plumilla corriente de acero. Los tipos
especiales de agujas de rescrte raramente son suficiente-
mente agudas y causan melestias que no guardan propor-
cion con la importancia real de la operacién. Para el tra-
bajo diario continuo, merece tenerse en cuenta la cuchilla
Bard-Parker de tipo puntiagudo. Esta cuchilla se une al
corcho de una hotella de boca mederadamente ancha de
capacidad de 30-50 ce. Se puede mantener limpia y afilada
si, al empezar los trabajos cotidianos, o cuando sea nece-
sario, se frota con papel esmerilado (No. 0 6 00). Una hoja
de este papel, de 4 x 6 cm., s¢ enrolla en la botella de ma-
nera que la parte esmerilada quede junto al vidrio, y =e
sujeta con una goma; asi estara constantemente a mano.
La botella se llena de alcohol de 90 grados. Para limpiar
la cuchilla, el papel esmerilado se extiende sobre el paquete
de portaobjetos o sobre cualquier otra superficie firme y
se frota en él la punta de la cuchilla, hasta que desaparezca
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INSTRUCCIONES

Figura 1 Los poquetes de portoobistes nuevos sa abren rasgando an uno de los
extremos ¢l paped de la envaltura, procurando, en todo memento, sostenerlos por los bordes
o por los extremos con el dedo pulgor y el indice, a fin da no tocer las superficies.

e

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Figura 2 Se puede utilizar como Juneeta cwalquier cuchilla puntioguda limpio; ésta se
insarta an el corcho de un frosquito de poca altura y de boca ancha, con el fin de mantenerla
constantarnenie sumergida en alcohol cuondo na esté en uso,

Figura §

Figura 3 Lo botella con Io lancetn llevord un pedaze de pape! de esmaril sujeto con una
lign. Este papel se utiliza para limpiar la lanceta y tombién para afilarla.

Figura 4 Para ofilor lo lanceta se coloca el papel de esmenil sobre un paguete de por-
tagbjetos u otra superficie sélida.

Figura 4 Figura 5  Facilitesn tada lo informaci6n requerida en la hoja de notificatién de casos de

fiehre, sin olvidar el némero del puesta dal colaborndor y el nimero da serie de lo muestra.

Figura B Limpiese lo punto de | lancata con un pedozo de gasa o algedén hidréfilo
humedecido can aliohol. Caldquese lo lonceta limpia sobre la mesa can &l carcho descansando
sabre uno de sus lados de tol monsra que lo punta de aquétla no taque ningdn lugar u objefo;
an ofro taso, sa pueds colotor nuevomenta an la hoca de lo botella sin ejercar presidn.

Figura 7  se limpio bien lo piel alrededor del lugar donde se pratende hater ka puncién,

wn un poco de gasa o algodén hidréfile humedecido <on aleohol y exprimida ligeraments para
quitar el axteso.

Figura 6 Figura 2

Figura 8  Puncionese el dedo, en el hugar indicado con una “x”, mediante un golpe sece
de lo fanceto.

Figura 9  Limpiese cuidadosamente ka primer gota de sangre del dedo ton un pedazo de
gasa o de abgodin seco.

Figura 10 Figura 10 Presionando el dedo ton un movimients similar ol que se realiza paro ordefiar,

Figura 9 se hace salir otra gota de sangre.

Figura 11 Sosteniendo por al extremo un portoobistos limpio, se apoya &l borde dal
mismo contro el dedo indice de lo mano izquierda que sujeta &l dedo en que se ha hecho o
puntién; hacho esto, el p bietas s& vo inclinando suavemante hasta gue I mitod superior
del mismo entre en contacto con la porte superior de lo gota de songre y queds une parte de
dsta adherida o é1; se debe evitar que el porfoobijetes toque la piel. 5i queda sangre sufidente
en gl dedo, se coloca en el partacbjetos uno segunda gota menor y situada 2 cms. bajo lo pri-
mera, anticipande asi o operacién de o fig. 13.

Figura 12 Colsquese ol portaobjetos en una hoja de papsl cuidanda qua la songre quads

hacia arribo, y, utilizondo unos 5 mms. del borde inferior de un sequndo portacbjstos, axtién-
dase ko sangre hosto formar un cuedro o rectingulo.

Figura 7
Figura 8

Figura 13 Figura 13 Con lo misma esquine del sagundo portachistos, rectjosa otro poco de ko

Figura 14 sangre que quade en el deda.

Figura 11 Figura 14  Esto sangre o la segunda gota mencionada en lo Fig. 11 se extiande para for-

mar una suparficis deigada. :

Figura 15 I dedo del enfermo se debe limpior can un pedazo de olgodén o gosa saly-
rada con alechal y, si continde sangrands, se presiona la pundién con un padozo de algodén
saco, hasta que no sangre més.

Figura 16 Para secar la sangre obaniquese sl portaobistes con yna cortuling haste que
sangre pierda ol briblo.

Figura 17  Empleando el l4piz nimero 1 & B escribase en la sagunda mancha de sangre el
nismero del puesto del colaborador, ¢l ndmero de serie do la plata y la fecho en que fue
preparado.

Figura 18 En los osos en qua hoya de tomarse un gron nGmero de muestras al mismo
tiempo se pueden <olocar tronsversalmente en el mismo portaobijetes tinco gotas gruesos y
estrechas. Lo sangre puade extenderse hasts uno de los bordes dal portacbjetos, pora indicor
Figura 18 lo muestra que. se tomé primero. El ndmera del pacients af qua se tomé esta primera muestra
sirve para todo &l grupo del mismo portaobietos y se morca ol lado dereche de la primera gote,
o, mepor, si 8s posible, con ayudo de un 16piz de diamanta an el vidrio, en &l dngulo infericr
derecho dat portaobietos. Esos nimeros terminarén siempre en 1 6 é.

Figura 19 Se pusden anvalver en sus hojos de anotacién uno o dos partacbjatos siempre
que sea sangre da ung mismg persona. También se puaden colocar juntos tres o ms y empg-
quetarlos firmemante con una envoltura para portosbjetos. Las hojas de anotocién se colocan,
entoncas, en toma al paquete campate,

Figura 13

Figura 12

;

Sz
¢
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Figura 17

Figura 16 Figura 18
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todo resto de sangre seca, orin, ete,, ¥y que el bhorde ¥ la
punta estén tan afilados que no se puedan ver facilmente
sin la ayuda de una lupa.

Con un algodén o gasa humedecidos en aleohol se limpia
ia parte en que se va a hacer la puncion, restregando bien
para quitar cuzlguier suciedad y sudor seco, y luepo se
frota nuevamente con un algodin o gasa secos. Conviene
utilizar algodon de fibras largas mas bien que el de calidad
inferior, que tiene mas hilachas. La gasa o una venda de
tejido claro, cortada en pequehios pedazZos, es probable-
mente la méas satisfactoria. La cuchilla o la plumilla ge
humedece con aleohol, se seca y se clava ligera y rapida-
mente en la piel; las primeras gotas de sangre se limpian
con una gasa seca. Si la puncion se hace en el dedo, el que
practica la operacion lo sujetard con la mane izquierda de
una manera constringente, Después de la puncién se aprie-
ta suavemente la punta del dedo hasta que sale la sangre

. formandeo una gota esférica scbre la piel seca (diagrams
15).

Inmediatamente, sosteniendo por el extremo un porta-
objetos limpio, se apoya el borde dcl mismo contra el dedo
indice del que efectia la operacidn; luego, se va inclinando
suavemente el portaobjetos hasta que su superficlie entre
en contacto con la parte superior de la gota. La cantidad
de sangre tomada determinara si es necesaria otra gota,
en cuyo caso se colocari esta segunda gota al lado de la
primera. Se apoya rapidamente el portaobjetos sobre una
superficie plana y lisa, de preferencia hlanca, y utilizando
unos milimetros de la esquina de un segundo portacbjetos
se extendera la gsangre hasta formar un cuadro o rectingulo
del espesor debido. Con el resto de sangre que gquede en
el lugar de la puneidn, se forma una capa més delgada de
sangre o un frotis pareial delgado para ser utilizado como
marbete, en el que se puede escribir, una vez que se seque
la sangre, con un lapiz blando del ntimero 1. El espesor
adecuado de una gota gruesa es, naturalmente, el espesor
maximo a través del cual se puede ver bajo inmersién en
aceite después de la coloracidén, Esto puede calcularse pre-
parando primero una gota decididamente demasiado
gruesa. Ista se extiende de manera insuficiente y el porta-
objetos se c¢oloca perpendicularmente o sobre su borde;
enseguida se formard una gota en el borde inferior. Con
otro portaobjetes, se extiende més ampliamente una canti-



48

dad similar de sangre v se levanta de nuevo el portaobjetos.
Si se forma la gota ripidamente, se extiende todavia mas
hasta que la sangre recién extendida ya no corra hacia el
borde inferior, sino que s6lo se deslice muy lentamente. La
gota gruesa definitiva debe ocupar la mitad interior de los
dos tercios del centro del portaobjetos, dejandose un espacio
libre de 1.5 cm. a la izquierda de cada extremo del porta-
objetos para facilitar su manipulacién mientras estd to-
davia himedo.

El lugar en que se escribe la identificacion puede cubrirse
con sangre que haya quedado en la superficie de la piel,
pero la gota gruesa no debe ser nunca de esta sangre. Debe
extenderse inmediatamente. Si el servicio de malaria no
tiene ninguna clave o simbolo particular para identificar
al donante, se inscribirdn la iniciales de éste y la fecha
con un lapiz blando del numero 1, utilizando la numeracion
romana para indicar el mes; por ejemplo: KLM 17 V 8, o
sea, 17 de mayo de 1958,

Cuando la humedad es alta, se puede abanicar el porta-
objetos con una cartulina. Un higroscopio * econdémico
resulta 1til para indicar los cambios de humedad que afec-
tan el secado de los portachjetos.

En el mismo portaobjetos se pueden eolocar transversal-
mente cinco gotas gruesas estrechas, si asi se desea, gue
se identificardn por el simbolo o nimero escrito con un lapiz
del numero 1, en el extremo inferior de la primera gota,
o marcado con un lipiz de punta de diamante en la esquina
inferior derecha del portaobjetos. Asimismo, para indicar
la gota que se extrajo primero, la sangre de ésta puede ex-
tenderse hasta uno de los bordes del portaobjetos.

TEORIA DE LA COLORACION DE LA SANGRE

La coloracidén de la sangre ha sido siempre complicada
por la gran variacion inherente al azul de metileno. Virtual-
mente, todos los colorantes de la sangre se derivan origi-
nalmente del azul de metileno preparado de diversas ma-
neras. Sabiendo que el empleo de los mismos lotes de
azul de metileno e idénticos procedimienios pueden pro-
ducir resultados sumamente variables, es facil comprender

* A, Daigger and Cn., 159 West Kinzie St., Chicago 10, Illingis.
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que no hay coloracién de Giemsa, de Wright, ni de Leish-
man que pueda dar resultados siempre uniformes. En
algunos casos la diferencia suele ser tanta, que inutiliza
algunos lotes de colorante.

La Comisién de Coloracién Bicl6gica se constituyd en
los Estados Unidos en 1925, para ensavar todos los lotes
de cada uno de los colorantes, con la esperanza de eliminar
los lotes que resultaren poco satisfactorios. Por lo tanto,
es muy conveniente, al adquirir colorantes para sangre,
buscar uno que tenga un nimero de certificacién de la
Comision de Coloracién, Io que asegura que, por lo menos
en el momento en que se ensayaron, los resultados fueron
satisfactorios para el tipo de trabajo que se iba a realizar.

Con respecto al colorante de Giemsa, de maximo interés
en lag actividades de la malaria, algunos laboratorios toda-
via preparan sug colorantes con los componentes usados
originalmente, a menudo con muy buenocs resultados. Sin
embargo, se aconseja al prineipiante que, salve en circuns-
tancias excepcionales, no trate de utilizar este método,
porque no siempre es satisfactorio. Aunque en el merecado
mundial se dispone de numerosos colorantes de Giemsa,
todos buenos y a veces exeelentes, no es posible recomendar
con seguridad uno especial. El procedimiento mas seguro
es obtener pequefias muestras (1 a 5 gm), por lo menos
de tres fuentes diferentes, que se deben ensayar extensa y
repetidamente con las técnicas v en las eondiciones de la
localidad. Sélo entonces puede hacerse un pedido en gran
cantidad.

Esto puede explicar la firme confianza que algunos in-
vestigadores de larga experiencia tienen en mareas o tipos
determinados de colorantes y puede explicar también,
por qué algunos colorantes de Giemsa dan resultados satis-
factorios si se disuelven en una marca de alcohol metilico
puro, ¥ son manifiestamente menos satisfactorios con ofras
mareas. Los elementos disueltos se encuentran evidente-
mente en un equilibrio quimico tan delicado que cambios de
reaceién muy débiles pueden producir resultados sorpren-
dentes,

El constituyente basico del colorante de la sangre con-
siste en algin tipo de eosinato de azul de metileno disuelto
bien sea en alcohecl metilico puro o en una proporcion igual
por peso de ese aleohol y glicerina pura. Generalmente el
aleohol metilico estd libre de acetona, perc no todos los
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aleoholes libres de acetcna dan resultados satisfactorios,
Esta solucién alechélica de colorante de Giemsa eg sélo un
medio conveniente para preparar la solucion acuosa que
“en realidad colorea los elementos rojos, azules y violeta de
la sangre. Es poco probable que los elementos disueltos per-
manezcan en solucién més de 45 a 90 minutos, después de
cuyo tiempo comienzan a precipitarse y desprenderse de la
sclucién. Esto tiene importancia en dos sentidos: 1) todas
las soluciones de Giemsa se deben preparar inmediatamente
antes de usarlas y 2) si el agua contamina la solucién alco-
hélica madre, se precipitaran de ésta valiosas porciones de
elementos de coloracién, en proporcion a la cantidad de
agusa presente. Los resultados de la introduceién diaria de
una pipeta himeda en la solucién madre, pueden ser desas-
trosos. La contaminacion acuosa del colorante alcohdlico
madre es la mas frecuente y sutil debido a la inherente
capacidad de los alcoholes puros para absorber humedad.
Si se permite el acceso de aire a la solucidn alcohélica,
especialmente en los trépicos donde la humedad es elevada,
esto puede ocurrir rapidamente y es el origen de la antigua
creencia de que generalmente los colorantes de la sangre
se deterioran en los trépicos. Por lo tanto, los tapones de
rosca de las hotellas se deben apretar a intervalos, y los
tapones de corcho se deben renovar cuando pierden elasti-
cidad. En caso de usar tapones de vidrio esmerilado, se
deben limpiar cada vez que se hayan de tapar los frascos,
para evitar que el polvo de colorante impida eerrarles
herméticamente,

A fin de impedir este deterioro invigible y continuo del
colorante de Giemsa, es conveniente usar botellas pequefias
de ensayo cuya capacidad sea suficiente para uno o dos dias
de trabajo, a las cuales se agrega un pequefio tubo recto
de ensayo para sostener un cuentagotas que sdlo se usa
para extraer directamente el liqguido colorante de Giemsa.
Pequefias hotellas de plastico con cuentagotas y herméti-
camente cerradas con tapas de rosca, como las utilizadas
para perfumes y algunas medicinas, son ideales para traba-
jar con el colorante Giemsa. Por lo tanto, las botellas
madre g6lo se abren cuando es necesario llenar de nuevo
las botellas de ensayo.

Las mismas precauciones descritas para el colorante de
Giemsa, se deben adoptar con todos los otros tipos de colo-
rante Romanowsky, como Ios de Wright y Leishman,
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aungue ordinariamente no se use glicerina. Se disuelven
en alcohol metilico puro en la proporcién de (0.15-0.18 gm.
por 100 cc. de aleohol metilico puro, mientras que la de
Giemsa se mezcla como sigue:
Colorante Giemsa en polvo (certificado) 0.75 gm.
Aleohol metilieo puro 65.00 cc.
Glicerina pura 35.00 ce.
A falta de Giemsa, a veces se obtienen excelentes resulta-
dos usando los polvos de Wright o de Leishman en la misma
concentracion del Giemsa, y, naturalmente, con la misma
técnica.

Durante mucho tiempo, el método recomendado para la
preparacidon de los colorantes ha sido el de mezelarlos en
un mortero, La pulverizacién prolongada con glicerina o
alechol metilico, o con ambos, sigue siendo un procedi-
miento corriente. Es probable que esto pueda hacerse sin
mayores consectiencias, en los climas secos, pero con este
método la exposicién a la atmésfera es demasiado pro-
longada. Ademas, invariablemente se adhieren terrones
de polvo colorante humedo a los lados del mortero v a la
mano del mismo, donde generalmente se pierden para el
producto final. En lugar de este procedimiento, desde hace
varios afios se ha recomendado y utilizado con resultado
satisfactorio, el de colocar el polvo seco directamente en
una botella de tamafio apropiado que contenga la cantidad
adecuada de la mezela de alcohol-glicerina, en la que tam-
bién se introducen un minimum de 50 cuentas de vidrio
macizo, de pequefio tamafio, cuyo diAmetro no exceda de 5
mm. v gue estén perfectamente limpias. Esta botella se
agita intensamente a intervalos determinados, 6 a 10 veces
al dia, durante un minimum de 3 dias. Después se extraen
diariamente pequeiias muestras, que se filtran a través de
un papel de filtro de grosor medio ¥ se ensayan con sangre
fresca. Cuando todos loa elementos de la sangre aparecen
en sus colores apropiados, se filtra una cantidad suficiente
del colorante para una o dos botellas, y asi, queda listo para
gu uso; la cantidad restante del colorante se almacena sin
filtrar hasta que se necesite. En razén a la posible varia-
cion de los distintos ingredientes, la botella madre debe
llevar una etiqueta grande en la que se enumeraréin cuida-
dosamente cada uno de aquéllos, asi como la fecha de la
preparacion.



52

Hay que insistir en que todos los envases que contengan
colorante liguido deben mantenerse herméticwmente cerra-
dos en todo momento. S se siguen meticulosamente las
instrueciones antes citadas, se observari que, con ¢l tiempo,
es0s colorantes mejoran, en lugar de deteriorarse, bien sea
“en los trdpicos” o en cualquier otra regidn.

Diluentes.—Como solamente las soluciones acuosas recién
hechas de colorantes de la sangre dan a las preparaciones
los colores conocidos, tiene mucha importancia la clase de
diluente que se utilice. En la coloracion de la sangre se
han empleado como diluentes las siguientes clases de agua:

Agua de grifo

Agua de rio

Agua de pozo

Agua de manantial

Agua de lluvia

Apgua destilada

Agua destilada dos y tres veces {en ampollas)

Agua amortiguada o tamponada

Agua neutralizada
Hay que sefialar que no es posible establecer una reaccion
que resulte adecuada para todas las coloraciones. La prueba
definitiva de la adaptabilidad o reaccion del diluente con-
siste dnicamente en lo apariencia de la sangre viste o
través de los oculares del microscopio. Por lo tanto, se
debe utilizar cualquier combinacién que, de un modo cons-
tante, proporcione buenos resultados, por poco ortodoxa
que pueda parecer. En algunas zonas donde el agua sub-
terranea pasa a través de bosques y prados, ¥ terrenos are-
nosos o arcillosos y rocag, el agua de grifo puede resultar
sumamente conveniente para dicha finalidad. Por otra
parte, cuando el agua pasa a través de rocag porosas y yeso-
sas, o piedra caliza, puede ser inservible. El agua que haya
adquirido bacterias aerégenas, fermentos o algas puede re-
sultar igualmente inadecuada. Se deben descartar todas las
aguas que no gean cristalinas.

La adicién de sales amortiguadoras al agua diluyente
produjo inmediatamente, en la mayoria de los casps, un
notable mejoramiento de la calidad de las preparaciones
para la coloracién de la sangre. En general, la reaccion de
los diluentes que produjeron esa mejora en la ealidad, se
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acercaba al punto de neutralidad (pH 7.0). La experiencia
ha demostrado que no hay un pH estindar para todos los
tipos de colorantes y que se debe buscar la reaccién mas
adecuada para la coloracidn de que se trata. En la prictica
varia generalmente entre pH 6.6 vy 7.4,

El fosfato de sedio (Na;HPQ,) y el fosfato de potasio
{KH,PO,) son las sales amortiguadoras de uso corriente.
Dehido a que el fosfato de sodio cristalino contiene 12 molé-
culas de agua de cristalizacion, al quedar expuesto al aire,
no tarda en cubrirse de polvo blanco, por lo que no es posi-
ble determinar su peso exacto. Cuando se mezela con otros
crigtales, se forma una masa htuimeda. Por lo tanto, es in-
dispensable especificar que el fosfato monchidrégeno de
sodio sea anhidro; el fosfato dihidrdégeno monopotidsico
puede mezelarse asi con la sal de sodio anhidra en cualquier
proporcién y sigue permaneciendo seco. En la practica, se
pueden preparar rapidamente soluciones eficaces agregando
un gramo de una mezcla de las sales de sodio v de potasio
a cada litro de agua destilada en la proporcién de 6 a 5
o en cualquier otra que haya resultado satisfactoria. Se
mezelan perfectamente las cantidades correctas de esas
sales ¥ se pulverizan en un mortero, ¥ el polvo homogéneo
se pesa en lotes de 1 gramo (o mas) y se eoloca en pequeiios
tubos herméticamente cerrados o, si se va a utilizar inme-
diatamente, se puede envolver en papel glasina, o disolver
en pequefias cantidades de agua.

Para la coloracién adecuada de los frotis o extendidos
de sangre, el agua destilada debidamente neutralizada para
esta finalidad, puede resultar mejor gue las aguas amor-
tiguadas. La preparacion se hace neutralizando el agua
-destilada a un indicador rojo de fenol con un Aaleali débil
como el carbonato de litio al 0.2%. Se agita repetidamente
hasta que el color deseado se mantenga por lo menos du-
rante 20 minutos, ¥ entonces puede usarse con colorantes
de Wright o Leishman. Esta agua neutralizada no 36lo es
usada como diluente del colorante aleohélico sino que tam-
bién debera utilizarse para el enjuague final. Las sales
amortiguadoras sactlan como una especie de material
quimico elastico para inactivar (dentro de una esfera limi-
tada) diversas cantidades de acido y dleali. Por otra parte,
la neutralizacion es una reaccidon guimica fija que no per-
mite variaciones.
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TECNICAS DE COLORACION EN GENERAL

Les frotis se preparan extendiendo una gota muy pequeiiz
de sangre fresca con el borde de un portaobjetos liso y sin
despostillar. El espesor dptimo que se ha de obtener, debe
congigtir en una capa de células sanguineas, del mismo espe-
sor que el de una célula; en contraste, la gota gruesa puede
contener de 6 a 20 veces eza cantidad de sangre, extendida
gobre un area aproximadamente rectangular de 1.5 por 1.2
em. En el frotis de sangre, una sola capa de células se
extiende horizontalmente sobre la superficie del vidrio. La
gota gruesa de sangre contiene numerosas capas de células
en su acostumbrada formacién de “rouleaux” (pilaz de
monedas) y el eje de las distintas células puede estar en
cualquier direccién. La coloracién de la capa plana de las
células en el frotis o extendido de sangre, tiene por objeto
demostrar, con el maximo detalle, las células sanguineas
¥ su contenido. Por lo tanto, esas preparaciones se fijan
mediante la aplicacién de alechol metilico puro a fin de
retener la hemoglobina en las células y de que puedan ser
coloreadas. Es relativamente facil ver a través de una sola
capa de eritrocitos coloreados.

Si se colorearan asi los glébulos rojos de la sangre con-
tenidos en la gota gruesa, no se podria ver nada, salvo en
los bordes extremos. Es necesario, por lo tanto, remover
separadamente la hemoglobina de las células rojas, utili-
zahdo algunos de los diferentes métodos, o mejor durante
el proceso de coloracidon. Antes se utilizaban soluciones
débiles de acido acético, agua destilada o bien otras mezclas,
para remover la hemoglobina antes de agregar el colorante
de la sangre. Esto producia frecuentemente no sblo una
lisis completa de las células rojas de la sangre, sino también
deterioro parcial, lisis y deformacion de los leucocitos y
otrog elementos de la sanpre. Después se establecid el
método de efectuar la deshemoglobinizacién en la solueién
colorante.

‘Log métodos de coloracién de las gotas gruesas y los
frotis o extendidos son, por lo tanto, diametralmente opues-
tos. Tanto el tiempo como el calor tienden a “fijar” la
hemoglobina en los globulos rojos ya sea en frotis.o en
gotas gruesas, Por lo tanto, es evidente que cuanto mas
rapidamente se coloreen las gotas gruesas, mas completa
serd la deshemoglobinizacién, y mientras mayor tiempo
estén sin colorear, menos claras resultardn las prepara-
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ciones. En un clima cilido ¥y himedo pueden bastar de 7
a 10 dias para que una gota gruesa de sangre resulte inade-
cuada para el examen, después de la coloracidon. Por otra
parte, los frotis o extendidos pueden presentar una apa-
riencia bastante buena.

Para demostrar lo que sucederia si se “fijaran” las gotas
gruesas, basta con verter alcohol metilico pure sobre la
mitad interior de una gota sostenida perpendicularmente,
y exponerla a la téenica corriente de coloracién para gotas
gruesas.

Gotas Gruesas.—La coloracién original de las gotas grue-
sas consistia en cubrir una gota espesa bastante grande
con azul de metileno diluido. Como practicamente no
existia vigibilidad en la parte central, se pensé que si se
agitara bien la sangre, el examen seria mais facil. Siguid
un largo periodo en el que se considerd imprescindible la
desfibrinacidén, atn cuando un poco menos de sangre en la
gota hubiera producido el resultado deseado. Prdefica-
mente sélo se usaba la coloracién de Giemsa y se generalizd
lo dilucién de una gota de la solucidn madre en 1 cc. de agua
destilada., Los portaobjetos con gotas gruesas se colocaban
a través de unas varillas de vidrio y la dilueion de colo-
rantes de Giemssa se vertia sobre ellos, dejando que ejercie-
ra su accién durante una hora aproximadamente, después
de lo cual ya estaban listos para examinar. Las cantidades
mayores se coloreaban, apoyadas verticalmente en los
bordes o en los extremos, en vasos o cajas de coloracion
rectangulares de mayor o mencr profundidad.

En 1929, Barber v Komp colocaron las gotas gruesas
en un extremo de los portaobjetos y los separaron por
medio de una pieza de cartén bastante gruesa, de una pul-
gada cuadrada, situada en el otro extremo. Por este pro-
cedimiento, se podrian colorear simultineamente grupos
de 25 a 50 portaobjetos, colocdndolos verticalmente en una
caja de coloracidon; de agui surgié la practica de colocar
la gota gruesa de sangre en el extremo del portaobjetos. Si
en uno de los portachjetos de tales grupos existia una in-
feccidn de P. falciparum muy acentuada, debida principal-
mente a la debilitacién de la sangre, algunas partes de ésta
que contenian parasitos, ocasionalmente contaminaban los
portaobjetos contiguos. EIl cuidadoso enjuague o el empleo
de un detergente puede evitar este inconveniente.
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Después del descubrimiento hecho por Pampana en rela-
cion con la aecién deshemoglobinizante de las soluciones
isoténicas de azul de metileno, Field originé su método de
coloracién ripida para gota gruesa, que fuera usado tan
extensamente durante la Segunda Guerra Mundial. Este
consistia en una sumersion de uno a tres segundos en solu-
¢ién “A”, (una mezela de azul de metileno y fosfatos),
gsepuida de un enjuague breve en agua destilada, y una
sumergién similar en solucién “B” (una mezcla de eosina
y fosfatos). La rapidez del método no daba tiempo para
una deshemoglobinizacidén completa; pero mostraba tanto
leucocitos como pardsitos, coloreados con elaridad y brillan-
tez. Una modificacién de esta misma coloraciéon se desa-
rrollé en la India, ¥ es econocida como Coloraciéon J.8.B.

Entre 1920 y 1930, un fabricante de equipos, en Londres,
digefid un digpositivo para coloracidn, ligeramente curvo,
de tal manera que cuando en su curva se colocaba un porta-
objetos invertido quedaba debajo del mismo un espacio de
3 a 5 mm. de profundidad en el cual se vaciaba el colorante.
Debido al peso caracteristico de la molécula de hemoglo-
bina, esta posicién invertida de la gota gruesa permitia una
deshemoglobinizaciéon total en comparacién con las otras
posiciones en las que los portaobjetos habian sido colorea-
dos anteriormente. La medida de sumergir la lamina un
solo segundo en la mezcla de azul de metileno fosfatado
(azul de metileno 1.0 gm.; Na,HPO, anhidrico, 3.0 gm.;
KH:PO,, 1.0 gm. mezelado bien en un mortero, UN
GRAMO DE LA MEZCLA disuelto en 300-350 cc. de agua
destilada), preservaba en gran parte los elementos celulares
de la sangre gin interferir en la deshemoglobinizacién cuan-
do la solucién Giemsa era vertida bajo el portaobjetos colo-
cado en Ia plaea curva o en el dorso de una bandeja rectan-
gular esmaltada, como la que muestra el diagrama 17 E. Se
encontrd que este tratamiento previo facilitaba la colora-
cién con Giemsa, la cual ocurria después de la exposicién de
86lo 6 a 10 minutos a la solucién de Giemsa.

La coloracién de la combinacién popular de gota gruesa-
extendido, requiere que el extendido sea “fijado’” por sepa-
rado con aleohol metilico antes de que la lamina sea colo-
reada, con alguna variacion de las técnicas antes mencio-
nadas,

Los extendidos solos, pueden ser coloreades con Giemsa
después de haber sido “fijados” previamente, o con colo-
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DIAGRAMA 16

Figura 9

TRATAMIENTO PREVIO DE LAMINAS DE GOTA GRUESA POR LOS
COLABORADORES VOLUNTARIOS

Fig. 1

{a) Aspecto de la lamina de gota gruesa de sangre antes del
tratamiente previo.

{b) Equipo sencillo que usa el colaberador para tratar [éminas
de gota gruesa con una solucién fosfatada de azul de
metileno. Consiste en una botella bien enjucgada que
contenga 300 cc. de agua destilada o de agua de lluvia,
un vaso pequeno y un platillo o bandeja pequefia.

(¢} El cartuche de envic postal, que cuando se devuelve al
colaborador contiene frascos pequenos de solucion fosfatada
de azul de metileno y sales amortiguadoras y un paquete
de 3 portaohjetos.

(d) Bloc de hojas para la notificacién de casos de fiebre y
paquete de papel para envolver, que se suministran regu-
larmente al colaborador.

Fig. 2

Viértanse las sales amortiguadoras {el polve blanco} en la
botella de agua.
Fig. 3

Una vez disueltas las sales, llénese con este liquido unas tres
cuartas partes del vaso. El agua con sales amortiguadoras puede
guardarse y utilizarse hasta que se enturbie.

Fig. 4

Sujetando el portaobjetos formando un angulo de 20° sobre el
platillo o bandeja, viértase rapidamente sobre agquél suficiente solu-
cidn fosfatada de azul de metilene (selucién azul) hasta cubrir la
sangre. Un segundo es suficiente para la accién de la sclucién azul.
Fig. 5

Sumérjase inmediatamente el portachjetos en e! vaso que con-
tiene la solucién amortiguadara.

Fig. & .

Muévase suavemente el portaobjetos de un lado a otro en la
solucién amortiguadora, hasto que lo placa de gofa gruesa de
sangre pierda el color rojo. Cuando se vuelva de un color azul
fuerte, substitiyase el liquido por solucién nueva de lo botella.

Fig. 7

Apodyese el portacbietos contra una botella o cualguier ofra
superficie adecuada, para que se seque. Se puede ver el portach-
jetos tal como aparece después del tratamiento y bastante trans-
parente,

Fig. 8 ,

Envoltura del portaobjetos en su hoja de *‘Motificacién de caso
febril'',

Fig. 9

Colocacion del portachjetos envuelto dentro del tuba de envio
postal, para ser remitido al laboratoerio.
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rantes May-Griinwald, Wright o Leishman, con los cuales
se obtiene la fijacidn aplicando primero el colorante sin
diluir y después el diluente.

Cuando las laminas de gota gruesa se demoran en llegar
a un Iaboratoric en el que se puede usar la técnica Giemsa,
hay la posibilidad de tratarlas previamente con azul de
metileno fosfatado y una sumersién en solucién amorti-
guadora de modo que cuando lleguen al laboratorio algunag
semanas mas tarde, puedan aun ser coloreadas con Giemsa
v se pueda obtener una preparacién de calidad razonable
para ser examinadas. El diagrama 16 muestra como pue-
den tratarse unos pocos portaobjetos en la casa de un cola-
borador. Cuando se trata de numerosos portachjetos (dia-
grama 17) sélo se requieren las medidas A y B; se mueven
suavemente hacia adelante y haeia atras los portacbjetos en
la segunda agua amortiguadora hasta que queda sélo un
vestigio de color. Las gotas gruesas, después de muchos
dias, probablemente se encuentran tan *“fijadas” por el
tiempo transcurrido que ia solucién de azul de metileno
fosfatado no les surte efecto. Bajo tales circunstancias esta
medida puede ser omitida.

Los portaohjetos que han sido pobremente coloreados,
pueden algunas veces ser destefiidos con alcohol metilico
puro y vuelfos a colorear de varios modos, algunas veces
con éxito considerable. Sin embargo, no se ha ideado to-
davia una técnica que por si sola dé resultados general-
mente satisfactorios.

Recientemente han sido introdueidos frascos plasticos de
goteo cuya capacidad es de 30 a 150 ce. EI colorante
Giemsa, al ser introducido en dichos frascos, se encuentra
mucho mejor protegido contra la contaminacién con hume-
dad gque en cualquier recipiente previamente usado, el cual
requeria una pipeta separada para contar el nimero apro-
piado de gotas. Por lo tanto, el personal de evaluacion
estard equipado para colorear las liminas en el eampo, ¥
solamente el pre-tratamiento de ldminas puede ser hecho
por los colaboradores. Lo tnico que se necesitaria para
equipar al personal de evaluacion ademis del equipo ya
recomendado, seria un pequefioc abastecimiento adicional
de agua amortiguadora y una superficie limpia con una
depresién, segin puede verse en el diagrama 17 E. Todas
las laminas tomadas por el personal de evaluacién pueden,
de esta forma, ser coloreadas en el campo una vez que se
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haya acumulado un nimero adecuado de ellas, basandose
en la coleceién diaria o cada dos dias. Este método proveeri
a los microscopistas con la mejor posible preparacién para
el examen.

Observaciones: La proporcion de polve de colorante re-
querida es séle un promedio y puede variarse la cantidad
de acuerdo con los resultados obtenidos. Por ejemplo, si
algin colorante de Giemsa da buen resultado cuando ha
sido disuelto en cierta proporcién con glicerina y aleohol,
esas cantidades podran ser aceptadas. Cuando la solucién
alcohdlica es muy fuerte y log leucocitos estan ligeramente
sobrecoloreados, 5 6 6 gotas en 10 ce. de diluente pueden
ser suficientes, Es mejor diluir el colorante con méas aleohol
y glicerina y de todas formas mantener la proporcién uni-
versal de una gota de solucién madre de colorante por 1 cc.
de soluciéon amortiguadora.

Lo mismo sucede con las soluciones amortiguadoras;
se debe lograr la proporeion de sales que dé resultados opti-
mos. Se prepara una serie con difergntes cantidades de
fosfato de sodio y fosfato de potasio, en las siguientes
proporciones: 2:5, 4:5, 6:5, 8:5 y 10:5. Se colorean varias
preparaciones de la misma sangre con la misma Giemsa,
usando la solucién amortiguadora de un gramo de cada
una de estas proporciones con un lifro de agua destilada,
Se eligen aquéllag que den los mejores resultados. La pro-
porcién de 6:5 es la que seguramente se emplea con mas
frecuencia.

TECNICAS DE COLORACION DETALLADA

Las gotas gruesas se solian colorear inicamente con
Giemsa. Los portaobjetos se colocaban hacia arriba sobre
varillas de vidrio a una distancia de 5 cm. una a otra, y
cuidadosamente niveladas; se vertia sobre log portaobjetos
solucién Giemsa fresca, 1 gota a 1 ce. de agua destilada o
amortiguada, dejandose actuar durante 30 a 60 minutos.
Después, se enjuagaban con el mismo diluente, se escurrian
¥ 8e secaban con calor.

Para colorear portaobjetos con Giemsa se disponia de
vasos de Coplin y cajas de coloracién rectangulares y los
bloques de portaobjetos arriba mencionados, ge coloreaban
del mismo mode.
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El tiempo de coloracién varia eon cada lote de colorante
¥ debe ensayarse minuciosamente. La deshemoglobiniza-
cién no es tan completa con el método de Field como con
la téenica de azul de metileno de Giemsa, pero los colores
en los margenes de la gota gruesa son aproximadamente
los mismos con los dos métodos.

Coloracion de las Gotas Gruesas de Sangre (Walker)
(Diagrama 17)

1. Compruébese minuciosamente la identificacion del espé-
cimen. Utilicese lapiz blando de grafito del No. 1 para
correcciones o cualquier anotacion, No debe usarse un
lapiz grasoso,

2, Sumérjase el portachjetos durante un segundo—no més
—(digase mentalmente: “ciento uno”) en la solucién
de azul de metileno fosfatado; el portaobjetos puede
ponerse en ¢contacto con una toalla de papel u otra super-
ficie absorbente para quitar rdpidamente el exceso de
azul, Para no cambiar tantas veces el agua amortigua-
dora después de sumergir el portaohjetos en solucién de
azul de metileno fosfatado e] extremo libre del porta-
objetos debe ponerse en contacto con un pafio de algo-
dbén o una toalla de papel bien mojados y escurridos.

3. Sumérjase de cinco a diez veces en solueién amortigua-
dora (1 gm. de la mezela en la proporcidon 6:5 de las
sales amortiguadoras por litro de agua destilada), como
se usa para dilnir Giemsa. Usense dos recipientes de
boca ancha, de eristal, para mas de 10 laminas y cambie-
se la solucién cuando empiere a ponerse demasiado
azul. En caso de disponer de poca solucién amortigua-
dora se puede usar agua destilada.

4. Coléquense las ldminas “hacia abajo” sobre la depre-
8i6n de 4-6 mm. de una placa curva para coloracion o
de una charola esmaltada.

5. Déjese deslizar soluciéon Giemsa recientemente prepa-
rada (1 gota—1 cc. solucion amortiguadora) por debajo
del portachjetos hasta que llene la depresién. Quitense
Ias burbujas que se formen en la gota gruesa o cerca
de ella.

6. Déjese obrar el colorante durante 6-10 minutos.

7. Bumérjase el portaobjetos en solucién amortiguadora
para eliminar el exceso de Giemsa.
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SQLUCIOR DE AZUL DE METILEND FOSFATADD

SALES AMDRTIGUARDRAS

DIAGRAMA 17

PLACA CURVA FARA COLORACION

CHRARDLA ESMALTAZA

SOPDRTE PARA SEGAR PORTADRIETDS
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8. Esecfirrase y séquese el portaobjetos con ealor.
9. Examinese con aceite de inmersion,

Coloracion de extendidos

La coloracion de extendidos se lleva a cabo, normalmente,
de una de lag dos maneras siguientes:

A. Fijacién con aleohol y coloracién con colorante
Giemsa en agua amortiguadora.

B. Coloracién con colorante de Wright o de Leishman
diluido con agua adecuadamente neutralizada.

El primer procedimiento es méas comin pero el segundo
puede ofrecer resultados hematoldgicos mejores,

Tal vez sea necesario utilizar una solucién amortigna-
dora especial de proporciones de 3:5 a 5:5, en lugar de la
proporcién habitual de 6:5, para obtener la coloracién de
log puntos de Schiiffner.,

El agua neutralizada se prepara afladiendo de 20 a 40
gotas de solucién roja de fenol a 100-300 ml. de agua desti-
lada. Se agrega carbonato de litio (0.2 por ciento), gota
a gota, hasta obtener un color rosa-violeta que permanezca
asi después de agitar bien la soluecidn; el color debe perma-
necer inalterado durante unos 20 minutos y si se aclara
rapidamente debe afiadirse méds carbonato de litio. El pH
varia entre 6.6 y 7.4, y el color que da buenos resultados
con un determinado lote de colorante de Wright es el que
se necegita, cualquiera que sea su pH.

Medidas a seguir en el método A

1. Fijense los extendidos con alcohol metilico puroe, de-
jandolos a una distancia de 5 centimetros uno de otro.

2. Coldquense log portachjetos sobre varillas de vidrio hori-
zontales.

3. Cubranse con colorante Giemsa fresco preparado con
una gota de Giemsa por cada cc. de agua amortiguadora
en proporcion 4:5.

4, Coloréense durante 30-60 minutos.

5. Enjuiguese el colorante con abundante cantidad de agua
amortignadora en proporeion 4:5.

6. Déjese salir el agua o utilicese papel secante.

7. Séquense loa frotis con calor suave.

Medidas a seguir en el método B

1. Coléquense los portaobjetos sobre varillas de vidrio
horizontales.
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2. Cubranse con colorante de erght o de Lemhmdn no
diluido. :
3. Agréguense 1-2 volimenes de agua neutralizada.

4. Mézclese moviendo suavemente las varillas. No se debe
goplar.

5. Enjuague el colorante con abundantes cantidades del
" mismo diluente,

6. Déjese salir el agua o utilicese papel secante
7. Béquense los frotis con calor suave.

Con cualquiera de los dos métodos de coloracidon los gla-
bulos rojos se muestran de color de ante.

PREPARACION DE VARIAS SOLUCIONES PARA
EL DIAGNOSTICO DE LA MALARIA

1. Fosfato de azul de metileno

Azul de metileno, medicinal...__.... ... 1.0 gm.
Ortofosfato disddico, anhidro (Na.HPOQ,) ... ...3.0 gm.
Ortofosfato monopotasico (KH.PO,) ......_..... 1.0 gm

-Se mezelan completamente en un mortero seco v se colo-
can cantidades de 1 gramo en [rascos peguefios bien tapo-
nados. El contenido de un frasco se disuelve en 25(-350 cc.
de apua destilada o filtrada si es necesario,

2. Colorante Giemsa, certificado, liguido, o

Colorante Glemsa en polvo, certificado ... 0.75 gm.
Alcohol metilico puro.__..__....._. B 65.0 ce.
Glicerina Pura_.... oL 35.0 cc.

Agitese bien en una botella con cuentas de vidrio tres
veces al dia hasta que quede todo completamente mezelado.
Manténgase siempre bien taponado. Filtrese si es nece-
sario. 3i no se puede disponer de polvo- Giemsa, se puede
utilizar polvo de Wright en la misma proporcién.

3. Agua amortiguadora

Ortofosfato monopotasico anhidre (Na. HPO4) ______ 6 gm,
Ortofosfato monopotiasico (KH.PO . ... 5 gm,

Mézclese totalmente en un mortero 1 gm. de mezcla para
1,000 ml. de agua destilada.

4. El colorante de Field consiste en dos soluciones acuosas:
Solucién A

Azul de metileno’ 0.8 gm.
Azur 1 = Azur B . 0.5 gm,
Na,HPO, anhidro 5.0 gm,
KH.PO, 6.3 gm,
Agua destilada 500 cc.



Solucion B:
Eosina amarilla s.a. 1.0 gm.
Na.HPO, anhidro 5.0 gm.
KHgPO,; 6.3 am.
Agua destilada 500 ce,

Para colorear, sumérjase el portachjetos durante un se-
gundo (1-3 seg.) en la solucién A; livese suavemente en
agua destilada o amortiguadora; sumérjase durante dos
segundos (1-4 seg.) en la solucidén B; después se lava suave-
mente, se deja escurrir y se seca,

5. Colorante de Wright, certificado, liguido o

Colorante de Wright en polvo, certificado .. ..0.15-0.18 gm.

Aleohol metilico puro.. ... e 100 ml

Agitese bien en una botel]a con cuentas de vidrio y
manténgase perfectamente taponado en botellas pequefias.
Filtrese si es necesario.

PORTAOBJETOS

Al parecer, la mayvoria de la gente eree que estos objetos
corrientes y tan conocidos son unas piezas de cristal de
longitud, anchura, grozor v calidad estidndar. Sin embargo,
esto no es asi. Los portaobjetos de diferentes fabricantes
vy diversos paises varian ligeramente en grosor, longitud
¥ anchura. Antes de formular un pedido de portachjetos
para microscopio, hay que tener en cuenta la manipulacién
a que han de ser sometidos. Se habran de lavar y secar
frotandolos con fuerza, tendran que enviarse a lugares
distantes, en diversas condiciones, y se tendrian que alma-
eenar y distribuir. Es muy posible que antes de que se
depositen sobre ellos las muestras de sangre, hayan tenido
gque ser fransportados a grandes distancias en ‘“jeep”, a
caballo, en barco o a pie. Luego los portacbjetos llevaran
muestras de sangre cuya obtencion puede costar desde unos
centavos hasta muchos pesos. Y pasarin por muchas manos
antes de que la muestra sea finalmente examinada, verifi-
cada y, por ultimo, almacenada para futura referencia. Los
portacbjetos han de tener suficiente resistencia para so-
portar todas esas operaciones.

Si se tienen en cuenta todos estos puntos, no serd proba-
ble que se dé més importancia a la economia que a las
ventajas que ofrece un portacbjetos de buena calidad.

Si sblo se dispone de portacbjetos ya usados, en gran
cantidad, se deben examinar une por uno y descartar aqué-
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llos que presenten aungue so6lo sea un principio de corro-
sién, separando los restantes en grupos de idéntico color,
grosor, longitud v anchura. Hecho esto, se deben lavar y
empacar en grupos de conformidad con las normas con-
tenidas en lag instrucciones que figuran a continuacidon.

Entre ios mejores portaobjetos para microscopio de que
se dispone figuran los Micro, Red Label, Special A.H.T.
No. 7020, no corrosivos. Son éstos muy uniformes v fuertes
¥ de un grosor de 1.10 a 1.80 mm., con bordes pulidos y
esquinag ligeramente redondeadas; el borde largo estd lige-
ramente biselado, lo que reduce considerablemente el riesgo
de cortes en log dedos durante la limpieza. El precio de
catilogo es de $1.80 por gruesa. Los “clinicos” No. 7030-B
son idénticos a los descritos, pero sin borde biselado. Su
precio de catalogo es de $1.45 por gruesa.

Se pueden obtener en el mercado varias mareas de porta-
objetos denominados “pre-cleaned” (pre-limpios). 8i se
ajustan a Ias mencionadas condiciones y se demuestra que
estdan suficientemente limpios con la coloracién Giemsa y
sin grasa alguna, pueden ensayarse. Posiblemente podrian
frotarse con alenhol de 90 grados v de esta manera, utili-
zarlos, aungue resultan caros.

El portaobjetos denominado de “seguridad” (safety-
grip), de bordes irregulares, es también delgado y de menos
de 1 mm. de grosor. Pero es dudoso que quede tan per-
fectamente limpio como el de bordes pulidos,

Los portaobjetos nuevos, que no hayan sido usados, pero
que hayan permanecido almacenados durante meses, en
condiciones favorables, pueden presentar diferentes grados
de corrosién. De ser posible, no se deben utilizar para
examenes de sangre, sino mas bien darles otro uso.

Los portachjetos nuevos se reciben generalmente en cajas
de cartén, en las que sobra todavia un pequefio espacio
después de haber colocado en ellas 72 portaobjetos. Si se
llena ese espacio con un nimern adecuado de portaohjetos
limpios, generalmente de 3 a 8, queda el paquete en buenas
condiciones para el embarque o almacenamiento. Para
envio por correo es conveniente reforzar las cajas con car-
tén acanalado y envolverlas en papel fuerte. Todas las
cajas de carton de esta clase se deben conservar para tal
uso.

Cuando esté indicado hacer. frotis (hematologia, poco
comn, médula ésea) para la demostracién de algin aspecto



65
determinado de la infeccién malarica, es muy conveniente el

empleo de los portaobjetos No. A-1463, Clay-Adams “mar-
gin-free”, para la preparacién de buenos frotis delgados.

DIAGRAMA 18

LAMINA DE "MARGEN LIBRE"

Limpieza de los portaohjetos de microscopio

La coloracién de los parasitos de la malaria y otros que
se encuentran en la sangre, es en realidad, una reaceidn
quimica muy delicada que se altera facilmente por contacto
con 4cidos o dlcalis muy diluidos, jabones, desinfectantes
y materiales absorbentes, tales como suero o sudor secos.
Un vestigio de grasa o aceite dificulta la penetracién del
colorante y es la causa mis comiin de que la sangre se des-
prenda del portacbjetos en forma de pequefias escamas.

Por esta razén no se ha encontrade hasta ahora una
forma de simplificar la limpieza de los portaobjetos. No
basta con que las superficies estén muy pulidas, sino que
hay que frotarlas fuertemente con un pafio limpio hasta
que no quede nada adherido al cristal. En realidad, se
requiere tanta presién para hacer esto, que los principiantes
frecuentemente quiebran un buen niimero de portaobjetos
al aprender a frotarlos debidamente.. Los portachjetos bien
limpios reducen también el nimero de elementos de confu-
sion que puedan aparecer en cualquier preparacién san-
guinea.

Se halla muy generalizada la idea de que los portaohjetos
nuevos, de una caja recién abierta, son los mejores. Pero
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esto no es cierto en modo alguno, porque los portacbjetos
nuevos estan frecuentemente contaminados por las materias
quimicas empleadas durante el proceso de pulimento, ¥
éstas rara vez se eliminan lavando o sumergiendo largo
tiempo en agua los portaohjetos, antes de apretarlos unos
contra otros, para que despidan el agua sobrante.

Es indispensable contar con cajas de coloracién que
mantengan los portaobjetos separados unos de otros mien-
tras se lavan, sumergen y enjuagan (diagrama 19). Estas
cajas van provistas de una tapa de ajuste flojo y tienen
ranuras para colocar los portaobjetos a fin de mantenerlos
gseparados (AHT No. 9194). Cada una de las personas
que realicen log trabajos debe disponer, como minimo, de
cuatro cajas.

DIAGRAMA 19

CAJA RECTANGULAR PARA COLORACION

Portaobjetos nuevos.—Estos portacbjetos se someten al
giguiente tratamiento: se colocan en bandejas de vidrio,
con ranuras, que los mantienen separados unos de otros, ¥
se sumergen, por lo mencs de 12-24 horas, en un liguido
para limpiar ecristal, que se prepara disolviendo 100 gr. de
bicromato potisico en un litro de &cido sulfurico al 10% ;
esta solucidén se vierte nuevamente en la botella por medio
de un embudo ancho, una vez utilizada. Loz portaohjetos
ge enjuagan en agua corriente sin retirarlos del soporte.
Si no se dispone de agua corriente, se cambia el agua varias
veces hasta que desaparezca todo vestigio de édcido. Si se
dispone de abundante agua destilada {que puede ser agua
de Nuvia recogida en una cubeta esmaltada bien limpia, colo-
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cada a medio metro del suelo), los portachjetos se enjua-
gan finalmente en ella antes de secarlos frotiandeolos firme-
mente en direccién lengitudinal. A continuacién log por-
taobjetos se colocan, uno por uno, sobre un cartén, mesa o
baneo muy limpios, para que se sequen totalmente las
orillas.

Si esta operacion se hace bien, no habrd necesidad de
sumergir los portachjetos en alcohol de buena calidad para
eliminar completamente la grasa. Si se utiliza alechol, los
portacbjetos deberin secarse antes de sumergirlos en éL
Una vez secos, los portacbjetos se empaquetan, bien apreta-
dos, en lotes de 10, 15 6 20 (si son delgados) y quedan dis-
puestos para su uso, Es conveniente indicar la fecha en
que fueron empacados, porque, a veces, la humedad y la
contaminacién del aire por los gases y derivados del petrd-
leo hacen necesario volver a lavar los portaocbjetos antes de
utilizarlos, cuando han permanecido empaquetados varios
meses.

Portacohjetos usados.—IEn todos log portaobjetos usados
queda, dezpués del examen, una cantidad mayor o menor
de aceite de inmersién., Si se desea conservarlos para otro
examen, se puede verter en ellos unas gotas de tolueno de
buena calidad y coiccarlos en un escurridero de madera
para que se sequen. Después de esta operacion, los portaob-
jetos se envuelven en papel cebolla, de unos 11 x 21 c¢m,,
y sobre el envoltorio se anota su identificacion con lapiz
de plomo. Los portaobjetos coloreados, cubiertos de aceite
ge deterioran rapidamente si se dejan expuestos a la luz
del 80l o esparcidos gobre un banco o mesa.

DIAGRAMA 20

Se ha de disponer de una vasija de vidrio, de esmalte o
plastico (diagrama 20), que tenga por lo menos 10 cm. de
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profundidad y que se lienara hasta la mitad, con una fuerte
solucién (al 5%) de jabdén o detergente (14%) en la que
se depositaran los portaobjetos que se han de lavar. Cual-
quiera de los compuestos de limpieza para laboratorio simi-
iares al de A.H.T. No. 3298, reseca menos las manos que
los detergentes comerciales de tipo corriente. Los porta-
objetos no deben dejarse nutnica a remojo en vasijas poco
profundas, tales como platos o cubetas planas, pues casi
siempre se dejan olvidados y la evaporacion lenta del agua
o de la solucién deja unas mareas de corrosién en la super-
ficie del portacbjetos que pueden ser permanentes. Nunca
deberian permanecer los portaobjetos en agua sola mas de
tres dias, pues ésta puede hacerse viscosa y formarse en la
superficie una espuma muy desagradable. Cada dog a tres
dias, los portacbjetos sumergidos en la solucién de deter-
gente o de jabén deben trasladarse a un recipiente de al-
macenamiento mayor v més profundo. Si, mientras estan
himedos, se pasan entre el dedo pulgar y el indice, 1a mayor
parte de la sangre coloreada y del aceite se quedara en el
primer recipiente. Estos portachjetoz pueden colocarse
juntos, para su almacenamiento, en una solucidn débil de
detergente, pero para que queden bien limpios se deben
separar uno a uno o se han de manipular en las cajas de
coloracién mencionadas anteriormente.

En esas cajas se someten los portaobjetos al agua co-
rriente durante media hora o bien se cambia el agua 20
veces, Los portaobjetos nuevos pueden colocarse en agua
corriente, frotandolos ligeramente con los dedos, ¥ enjua-
gandolos durante media hora, también en agua corriente.

Puesto que los portacbjetos usados han sido expuestos
al aceite, es, eon frecuencia, mas dificil dejarlos libres de
grasa. Después de sacarlos del agua v dejarlos secar com-
pletamente, se colocan en alecohol de 90-95°; se secan de
nuevo con un trapo limpio y se empacan. El aleohol puede
utilizarse varias veces si se pasa por un filtro de papel y se
vuelve a guardar en la botella,

Observaciones.—Parecera tal vez, que todo esto es mucho
trabajo pero su necesidad se comprenderd sélo con ver un
grupo de varios portacbjetos preparados por un ayudante
descuidado y observar que, después de la coloracién, no
queda en ellos mas que un circulo de sangre de la muestra
extraida de una persona que quizds ya se encuentre a 100
Km. de distancia.
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E! método bacterioldogico de flamear los portaobjetos
antes de utilizarlos no es indispensable y, por otro lado,
puede aumentar la fragilidad de éstos y acelerar la corro-
sion. Tampoco se necesita hervirlos.

Los portaobjetos limpios se pueden guardar hasta gue se
necesiten, sumergidos en la misma cantidad de aleohol, en
frascos de boca ancha, de 5 em. de didmetro por 10 em, de
altura. Se frotan con trapos limpios especiales para vidrio
¥ se empaquetan antes de utilizarlos.

Importancia de la limpieza de las toallas

Para lograr la meticulosa limpieza que se requiere en
los objetog de vidrio, conviene disponer de abundantes toa-
Nas de un tejido de algoddén adecuado y que tengan la menor
cantidad posible de pelusas. El material no debe ser ni muy
grueso ni muy delgado, v se le debe quitar todo el apresto
lavandolo repetidas veces. Para confeccionar las toallas se
puede emplear una tela del tipo de la llamada ‘“cabeza de
indio”, cortandola en piezas de 40 x 60 em., y confeccio-
nando los correspondientes dobladillos en los bordes. Estas
toailas se han de utilizar solamente para scear la cristaleria,
v no deben emplearse jamas para las manos o la cara ni
para secar la mesa o el fregadero,

Hay que tener en cuenta que estos pafiog de algoddén rara
vez se ensucian si se utilizan unieamente para secar vidrio,
pero como las manos de los individuos que las manipulan
estAn siempre mas o menos sudadas, segun el clima, los
pafios absorben constante e imperceptiblemente el sudor.
Por consiguiente, se deben lavar con frecuencia.

Las toallas sucias se remojan en agua y se enjabonan
bien con un jabon de buena calidad, o se sumergen en una
fuerte solucidn de detergente y se dejan en remojo durante
15 6 30 minutos ¢ durante toda una noche. Después de
removerlas bien y de frotar con fuerza donde haya manchas
visibles, se enjuagan varias veces hasta que desaparece todo
vestigio de jabén o detergente. Cuando se dispone de abun-
dante agua destilada, es conveniente utilizarla para un
ultimo enjuague. Nunca se deben almidonar las toallas, y
si se entregan a lavanderias comerciales se han de enjuagar
bien antes de utilizarlas. La plancha es innecesaria, salvo
en el caso de que se desee secar las toallas més rapidamente.

Una vez lavados y secos, los portachjetos usados se cla-
giflean en grupos por el tamafio v color, teniendo en cuenta
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la longitud, anchura y grosor; después de clasificados, se
empaquetan, bien apretados, en cantidades de 5, 10 6 16.
Si los paguetes contienen portaobjetos desiguales, el papel
que los envuelve se rompe pronto. El diagrama 21 muestra
la diferencia entre un paquete de portaobjetos seleccio-
nados y otro sin seleccionar.

No es recomendable guardar los portaobjetos limpios
en los estuches corrientes de madera, de 25, 50 & 100
ranuras, porque estin expuestos al polvo cada vez que se
abre el estuche. Ademas, al mover la caja constantemente
ge produce polvo de madera y aun de vidrio. Particular-
mente los estuches de mayor tamafio se han de reforzar
para el transporte o el envio por correo v resultan volu-
minosos. Cada laboratorio central debiera dedicar de 1 'a 3
estuches de esa clase a guardar portaobjetos con fines de
referencis y ensefianza,

e DIAGRAMA 21

PURTACBIETOS IRREGULARES

DISTINTOS TPDS OE BOMDES

PORTADBJETOS SELECCIONACOS LISTOS PAR& EMPAOLE

Manipulacion, almacenamiento y transporte
de los portachjetos

El empaque moderno de las mercanciag dispone el con-
tenido de tal modo que refuerza el envase. Cajas de cartén
relativamente delgade gquedan fuertemente reforzadas por
la disposicién compacta de lo que en ellas se encierra. Salvo
en el caso de aparatos extraordinariamente delicados, las
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cajas de madera o de metal, con paja o virutas, han sido
substituidas enteramente por el embalaje en cajas de ear-
ton, “muy ajustadas,” que ahorran espacio v peso.

Los portaobjetos acabados de preparar, se colocan, tan
pronto ¢omo se secan, en paquetes bien apretados y compac-
tos por grupos de 8 a 15—nunca mas—como se ve en el
diagrama 22,

DIAGRAMA 22

Se cortan pedazos de cualquier papel fino y resistente,
como el papel cebolla, junto con pedazos de carton fuerte
de las siguientes medidas: 11.5 em. x 21.5 em.; para esta
operacion, lo mejor es utilizar una guillotina de imprenta.
Se colocan 50 de estus hojas entre dos pedazos de carton
de las dimensiones indicadas, que se sujetan con una goma,
para mantener las hojas planas y los bordes iguales (la
anchura del papel puede ser de unos 8 ¢m. 81 se hacen
paquetes de cinco portacbjetos).

El nimero necesaric o previamenle determinado de
portaohjetos uniformes se colocan atravesados en la parte
mas estrecha del papel, de modo que por cada lado sobre-
salga una parte igual de papel. Este se dobla sobre tres
bordes del grupo de portaobjetos, a la vez que se mantiene
firmemente la parte libre del papel, vy el paguete se termina
dando vuelta al grupo de portaohjelos haecia la parte libre
del papel. Luege se doblan los extremos del papel y se
aprietan firmemente contra los extremos del paguete. Se
comprenderd la importancia de que Jos bordes sean unifor-
mes, ya que, de esta manera, el paquete, de preparacion
compacta, se puede mantener en una posicion firme,
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Cualquier intenio de introducir papel entre los portacb-
jetos contradice el principio mismo del empagque. El método
de envolver los portaobjetos en papel higiénico da lugar a
paquetes flojos, en comparacién con el que acaba de descri-
birse, ademas de lo engorroso que resulta envolver y desen-
volver los portachjetos. Los portaobjetos con muestras de
sangre se transportarin mejor si se empaguetan de este
modo, que reduce al minimo el movimiento entre ellos,

Cualquier identificacién que sea necesaria se escribe con
un lipiz blando en el “borde” de esos paquetes, para que no
sea necesario abrirlos para identificar el contenido. En los
paquetes de portaobjetos recién limpios conviene escribir
la fecha en que se limpiaron. Estos blogues o paquetes de
portaobjetos se guardan en las cajas de cartdn en que se
recibieron, ya sea en la caja entera o en la parte inferior o
superior de la misma. Losg “moldes de horno” metélicos,
rectangulares de 18 x 28 x 3.5 cm. dan cabida a una cantidad
de paquetes de portaobjetos que se pueda manejar bien,
teniendo en cuenta su peso.

Las cajas de cartdn para portaohjetos, llenas de estos
paquetes, forman el embalaje mas compacto y apropiado
para el transporte. Sdlo se necesita colocar cartén acana-
lado bien cortado para cubrir todos los lados, y atarlo fuer-
temente con cordel, antes de envolver la caja en papel
fuerte de empacar.

Leoa paquetes sueltos o las cantidades de portachjetos que
no sean suficientes para llenar una de esas cajas pueden
embalarse por separado empleando tiras de cartén de an-
chura apropiada. Las tiras de cartén acanalado se cortan de
diversa anchura, con una hoja de afeitar “Gem”, con una
cuchilla, o, mejor todavia, con una guillotina de imprenta.
Hay dos tipos principales: aproximadamente de 2.5 a 7.5
cm. de ancho, en piezas sucesivas, cada una 0.5 cm. mais
ancha que la anterior. Los canales han de estar en posicién
transversal y la longitud no ha de exceder de 60 em. Luego,
estas piezas se cortan de acuerdo con el tamano del paquete
o paquetes de portacbjetos. Las tiras se coloean alternada-
mente en cada eje longitudinal y se atan por separado, hasta
que se logre cubrir suficientemente la masa de vidrio (véase
el diagrama 23}. Finalmente, todo ello se envuelve con
papel de embalar. Estos paquetes pueden resistir una caida
desde gran altura contra metales, piedras o cemento.
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DIAGRAMA 23

Un embalaje acostumbrado para enviar solamente uno
o dos portaobjetos es la caja de madera reversible Thomas
—T056. Tanto si se usa por pares como en serie, s6lo
exige una envoltura exterior de papel.

Cajas de cartén Adams, para un portaobjetos,

A-1630, millar a ..o $26.00
Cajas de eartén Adams, para dos portaobjetos,

A-1625, millar a ... $37.00
Sobres para correo, millar a ..., $12.50

Para mayor seguridad, se puede colocar ung capa de car-
tén a cada lado de estos embalajes, sujetindela con un papel
fuerte de empacar, en vez de confiar solamente en el sobre
de correo. Hay que recordar siempre que las muestras de
sangre de los portaobjetos representan un importante gasto
de tiempo y esfuerzo, asi como considerables desplaza-
mientos por parte de quien las tomé. Debe hacerse todo lo
posible para asegurarse de que esos esfuerzos no se perde-
ran por extravio o rotura de los portaobjetos.

Los embalajes de cartén Adams, para cuatro portacbje-
tos, A-1615, a $0.55 cada uno, puedn ser muy utiles para
el personal de campo, en cuante a la proteccién de los por-
taobjetos contra las moscas, ete., hasta que estén secos y
se empaqueten provisionalmente. Las bandejas Adams
para 20 portaohjetos, A-1605, a $12.60 por docena, per-
miten distribuir y recoger ripidamente los portaobjetos
para estudiantes o para el adiestramiento.

Los estuches corrientes de portachjetos, con ranuras
para 25, 50 6 100, resultan mas ttiles para el almacena-
miento de material de demostracién y especial que para su
empleo en el campo, donde los portacbjetos restantes estin
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expuestos al polvo, a la humedad y a las mosecas, hasta que
todos han sido empleados,

Los portaobjetos positivos y otros de material excep-
eional o de especial interés han de almacenarse de manera
uniforme y ostentar etiquetas claras, por separado y en
grupos, de tal modo que puedan encontrarse ficilmente,

Con frecuencia se puede disponer de envases tubulares
de cartén con tapa de rosca y base metilica que miden
12.1 x 3.2 cm. Estos envases pueden contener un paquete
de 15 portaobjetos o dos paquetes de siete cada uno, con
las correspondientes tiras de papel bien dobladas.

DIAGRAMA 24

Este mismo envase se puede utilizar para portaobjetos
vy tubos destinados a colaboradores que se encuentren en
lugares que no permitan que los portaobjetos con muestras
de sangre lleguen al laboratorio en menos de cinco dias.
El envase contiene un paquete de tres portaobjetos limpios
y tres tiras de papel dobladas, junto con dos pequefios
frascos bien taponados de 4.5 x 1.3 em. (véase diagrama
24). Uno de estos frascos contiene 3-5 ce. de solucién de
azul de metileno fosfatado, y el otro sales amortiguadoras
secas (0.2 gm.) suficientes para disclver en una botella de
Coca-Cola de agua destilada o de agua de lluvia, que puede
verterse en una taza o vaso limpio. La primera solucidn
ge vierte sobre la muestra de sangre durante un segundo
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solamente, v luego se enjuaga el portaobjetog con el agua
amortiguadora hasta que sélo queda un vestigio de color
rojo.

SERVICIOS DE LABORATORIO

La finalidad de un laboratorio de diagndstico de la
malaria es examinar, de una manera competente y rapida,
el mayor nlimero posible de muestras de sangre. Ademas,
el laboratoric debe tener a su cargo todos los aspectos
relativos a esta labor especializada. '

Hay que tener siempre presente que el examen de una
muestra de sangre para determinar la presencia de parasi-
tos es, realmente, una prueba muy limitada cuando el
numero de parasitos es muy reducido. Por consiguiente,
se debe adoptar un tipo de examen minimo, como por
gjemplo 100 campos microscdépicos por espécimen, a fin de
no perder tiempo indebidamente en analisis inutiles de
sangres negativas. ‘

Para que un servicio de laboratorio funcione de manera
satisfactoria es importante que todo el personal supervisor
sepa exactamente lo que puede esperarse de los micros-
copistas ¥ cuiles son sus limitaciones. Los 'jefes” inme-
diatos del laboratorio han de recibir la suficiente instruc-
¢cion téenica en cuanto a los procedimientos, a fin de que
cada uno de ellos pueda descubrir las pequenas desvia-
ciones de los métodos prescritos y corregirlas antes de que
afecten a la calidad general de la labor. Ejemplo de ello
es el caso del trabajador que pide o utiliza algtn producto
contenido en una botella sin marbete, que se la facilita el
mozo de limpieza o cualquier otra persona sin preparacion
alguna.

Asimismo, se deben determinar previamente los princi-
pios y praeticas y estandarizar todos Ilos procedimientos
siempre gue sea posible. Las modificaciones que ofrezecan
mejores resultados pueden comprobarse minuciosamente
en el laboratorio central y adoptarse inmediatamente des-
pués que demuestren ser satisfactorias. Esta rigida uni-
formidad permite la rapida inspeccion del equipo v de los
métodos v facilita el intercambio de personal para servicios
temporales de observacidn, estudio o relevo.
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Personal

Jefe del servicio de laboratorios.—Se darid preferencia
a ubha persona que posea el grado de Doctor en Medicina,
v la seleccion dehe hacerse atendiendo a las aptitudes y
energia mas bien que a los titulos e instruccion oficial.

Este jefe del servicio de laboratorios deberd dedicar el
primer mes a la prictica de todos los procedimientos de
laboratorio ; debera inspeccionar detalladamente los locales,
las instalaciones, los microscopios, las lentes y todo el equipo
restante de cada laboratorio bajo su supervision, y deter-
minar, al mismo tiempo, las limitaciones de este equipo.
Exigira el mayor grado de limpileza, v estudiarda y tra-
tara de resolver las dificultades que haya para mantenerlo.
También deberd investigar personalmente cualquier defecto
de los métodos o materiales v corregirlo debidamente. El
jefe del servicio de laboratorios serd la persona clave en
cuanto a la contratacion de colaboradores.

Técenico jefe.—También en este caso, son mas importantes
la aptitud y la energia que los propios titulos y diplomas.
Este funcionario tendria a su cargo el laboratorio central
y todos los diagndsticos; confirmari todas las placas posi-
tivas y, de vez en cuando, alguna negativa, y supervisari
todos los registros e informes.

Microscopistas.—E] ntiimero de microscopistas dependera
del volumen de trabajo mensual, a base de un minimo de
T5 exdmenes de gota gruesa al dia, mds el personal que
habra de reemplazarlos durante las vacaciones v periodos
de méas trabajo. Los microscopistas se someteran, al prin-
cipio del periodo de adiestramiento, a un examen para de-
terminar su visién de los eolores.

Limpiadores.—Este personal recibird instruccién scbre
las precauciones especiales que requiere este tipo de tra-
bajo. A los que muestren un interés espontineo se les
deberd dar oportunidad de efectuar trabajos de micros-
copio en cuanto se familiaricen con la marcha de las activi-
dades.

Personal de oficina.—Este personal estid constituido por
escribientes, encargados del registro y secretarios, segiin
los métodos utilizados en el determinado servicio y el
volumen de trabajo.

Adiestramiento de personal en general.—El adiestramien-
to de personal no debe limitarse a un curso preparativo
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oficial, sino que debe ser una actividad constante. El estu-
diante necesita dedicarse, por lo menos durante seis meses,
a la observacion de portacbjetos corrientes, a fin de familia-
rizarse con los diversos aspectos de la sangre normal. El
laboratorio central puede servir de campo de adiestramiento
0 ser una egpecie de internado, en que los técnicos proce-
dentes de lugares alejados y laboratorios partienlares pue-
den turnarse después de aprender los procedimientos y
criterios modernos,

Se debe mantener el criterio de conceder la mayor impor-
tancia a la gota gruesa y reducir al minimo los extendidos.
Hay que desalentar al estudiante en cuanto al empieo de
los términos clasicos, tales como accolé, tira, *infecciones
mixtas"”, ete. Debe aprender la terminologia actual y diag-
nosticar con mas precision. Hsto ultimo abarca tres dis-
tintag fases de P. falciparum. En lugar de anotar “infec-
ciones mixtas”, deben indicarse claramente las especies
dominantes y subordinadas, con abreviaturas tales como
F/8M/100 = dos mas P. falciparum con 8 formas de
P. malorize por 100 campos. Puesto que todas las especies
no feleiparum muestran las diversas fases de desarrollo en
la sangre periférica, independiente del momento de extrac-
cién de la sangre, v puesto que sus gametocitos no per-
sisten después que desaparecen las formas asexuales, resul-
ta inatil y pedante mencionar la presencia de trofozoitos,
esquizontes y gametocitos, cuando se entienden con las
letras, V, M v O,

Al principiante se le facilitard solamente el mejor ma-
terial de estudio posible, hasta que conozea completamente
el diagnéstico de las especies. La calidad de los portaobjetos
con especimenes se puede ir reduciendo gradualmente hasta
llegar a los peores, procedentes del campo.

Todo intento de combinar aspectos de extendidos san-
guineos con diagndstico de gota gruesa se presta a con-
fusiones ¥ no debe permitirse. Kl personal debe recibir
constante instruecién hasta que adquiera completa confian-
Za en la pota gruesa sola. Para muchos, el examen minu-
cioso de varias infecciones constituye una gran ayuda pues
les facilita una =dlida base para comprender que los pari-
sitos son dindmicos, se desarrollan y reaccionan frente a su
medio come cualquier otro animal. Su aspecto puede variar
considerablemente pero el comportamiento de la infececion
en conjunto sigue pautas muy definidas.
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Equipo

Normas minimas de calidad v cantidad, operacién y man-
tenimiento.—Para montar un laboratorio apropiado, se
utilizaran, naturalmente, log edificiog, habitaciones u otros
locales de que se disponga. En la practica, en el labora-
torio se hacen también trabajos entomoldgicos. Siempre
que gea posible, el laboratorio de diagndstico deberd estar
separado de todas las deméas actividades, porque la natura-
leza del trabajo que se realiza requiere un medio tranquilo,

El objetivo de un laboratorio de esta naturaleza consiste
en el examen técnico de tantas muestras de sangre como
sea posible. Debido a la creciente falta de muestras de
sangre positivas que estimulen el interés de los investiga-
dores, el trabajo resulta cada vez mas tedioso. Dentro de
ciertog limites ze debe procurar la mayor comodidad a las
personas gue realizan esa fatigosa labor.

Es imprescindible disponer de una habitacion amplia,
bien ventilada y bien iluminada. Un ventilador eléctrico,
preferiblemente en el techo, contribuye tanto al éxito de
los procedimientos técnicos, como al bienestar fisico de
los que trabajan en los lugares calurosos ¥y hiimedos. Huel-
ga decir que todo el local ha de estar protegido adecuada-
mente con tela metalica v deben observarse rigurosamente
todas las medidas aplicables al control de las moscas. En
los c¢limas himedos debe disponerse desde un prineipio,
de un armario que se mantenga a temperatura templada,
de tamafio adecuado para guardar por las noches los micros-
copios en uso, ¥y que estarad provisto de bombillas eléctricas
u otros dispositivos que permitan mantenerlo a una tem-
peratura constante que no exceda de 35° C. aproximada-
mente. Esto evitard eficazmente la acumulacién de hongos
en las lentes o prismas.

Las mesas y bancos deben ser de construccion sélida, de
amplio tamafio ¥y en namero suficiente. T.os bordes de las
mesas deben estar bien redondeados a fin de proteger los
antebrazos de las personas gue usan los microscopios. La
parte superior debe estar pintada de color negro opaco.
La altura sera de 75 a 85 ecm. y de un ancho minimo de 80
cm. que permitira usar la mayoria de los tipos de ilumina-
cidn.

No es esencial, ni siquiera preferible disponer de mobilia-
rio especial de laboratoric. Una mesa de fabricacion
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casera, estable, sdlida, con un travesafio cdmodo para des-
cansar los pies, suele ser mas conveniente que log tipos de
escritorio o banco disefiados especiaimente para uso de
lahoratorio.

Ademas de la mesa con travesafio v amplio espacio para
las rodillas, se deben proporecionar sillas, taburetes, u otra
clase de asientos que se puedan adaptar a la estatura de la
persona que los utiliza tales como las sillas ajustables de
escritorio, o se pueden utilizar almohadillas de manera que
la postura no cause fatiga innecesaria. A este fin suele
ser conveniente disponer de tabureles de diferentes alturas.

Asimismo, es indispensable contar con uno o mas lava-
deros con agua corriente, puesto que la limpieza de los porta-
objetos ¥ de toda la cristaleria que se usa para la coloracion
es de [a mayor importancia. Resulta muy conveniente tener
un gabinete ¢ estanteria que cierre herméticamente para
guardar la eristaleria, botellas de eolorantes v otros reacti-
vos, ¥y también disponer de archivadores y de un escritorio
para los trabajos de secretaria y registro.

Si se usa una balanza o bhascula de buena calidad, se
necesitara una mesa pequefia, independiente y firme, para
evitar los danos que pudiera causar el movimiento constante.

Hay que disponer constantemente de suficiente agua desti-
lada. Quizd sea necesario recoger debidamente agua de
Nuvia v conservarla en grandes recipientes de cristal. Una
maoderna destiladora eléetriea proporeiona abundante agua
destilada de excelente calidad.

A continuacion figura una lista del equipo basico necesario
para un solo investigador. Puede aumentarse proporcio-
nalmente al numero de microscopistas que se caleule que
trabajaran en el laboratorio.

Lista de equipo de laboratorio para un sole investigador
Multipliquese por el niimero de investigadores y estu-

diantes.
1 microscopio binocular, limpio, con lentes apropiados para
el factor de multiplicacién dado para su cuerpo binocu-
lar, por ejemplo:

1.5x y 1.6x

1.25%

1x

lente bx

6x

Tx, 7.5%x 0 8
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carro mecinico, s0lido v de faeil funcionamiento.
cubierta de plastico para proteger del polvo.

fuente de luz abundante de color blanco-azulado. Leos
iluminadores empotrados que usen bombillas transpa-
rentes (especiales) de menos de 25 vatios son inadecua-
dos, Filtros de vidrio fino esmerilado azul claro deben
acompailar al microscopio y al iluminador. La lampara de
la Optica Americana, tipo “Chalet”, sin el cristal esmeri-
lado y los filtros azules, se puede combinar con un matraz
de bola lleno de agua tefiida de azul, lo cual da una exce-
lente luz si en este tipo de lAmpara se usa una bombilla .
de vidrio esmerilado ordinaria de 100 vatios. La parte
superior plana de la lampara sirve de fuente de calor
para secar portaobjetos (A.H.T. 6958-E). La lampara
de fabricacion casera da los mismos resultados (dia-
grama 4).

unidad de calefaccion que dé una temperatura hasta
36°C. instalada en un armario, para proteger los prismas
v lentes del microscopio contra los hongos en los climas
calidos y humedos.

pequefio frasco para aceite de inmersion Shillaber “B”
o Crown (ordinariamente los frascos aplicadores de 20
ce. con varilla de cristal de (.75 a 1 ddlar por docena,
resultan mejores que los que suministran las compafias
de Optica).

toallag que no desprendan pelusa, de 40 x 60 cm.

fuentes rectangulares para coloracién, de 7 x 9.5 x 4.5
cm. (véase el diagrama 19).

lapices de plomo, blandos, No. 1.

paquete de 50 hojas de papel cebolla de la mejor calidad,
usade para copias, 12 x 21.5 cm. Las hojas deberan estar
colocadas entre cartones de su mismo tamafio.

cuchilla puntiaguda Bard-Parker colocada en el corcho
de una botella de 2 oz. con boca de 2 cm.

hoja 00 6 000 de papel de esmeril para mantener la punta
de la cuchilla brillante, limpia v afilada.

Paquete de gasa, un rollo pequefio de gasa o vendas, y si
no se dispone de él, un rollo pequefio de alpodén absor-
bente de buena calidad y de fibra larga.

Equipo para colorear:

1 erondmetro de 1 min. a 2 horas, con timbre de alarma

que suene hasta que se haga parar.
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botella de 120 ce. de boea ancha, con una mezela de fos-
fato de azul de metileno.

vasos pequefios, de cristal o plastico, de forma cilindrieca
méas bien que conica para el agua amor-
tiguadora de lavado.

botella de 30 cc. de colorante Giemsa bueno, o frasco-
cuentagotas de plastico.

pequefio cuentagotas de pldstico, que se mantendra en
posicién vertical y seco en el interior de una botella
pequeila ¥ gruesa.

tubo de ensayo graduado, de 10-25 cc. {preferiblemente
de plastico), o tubos de ensayo marcados a 5, 10 y 15 ce.,
que dan el mismo buen resultado.

bandeja de colorear, curva, o su equivalente con depre-
sion de 4-6 mm., o una vasija rectangular de esmalte
blanco (véase el diagrama 17 D y E).

botella ordinaria de vidrio o pldstico, de 500, 750 &
1000 ce. de capacidad.

botella de sales de fosfato mezeladas y 6 pequefios tubos
con corchos, que puedan contener 0.5, 0.75 6 1.0 gm, de
la mezcla.

taco de madera dura de 1.8 x 2.5 x 12,5 cm. con cortes
transversales de 1.3 mm. aproximadamente de ancho ¥y
5 mm. de profundidad.

paquete de toallas de papel.

caja de materiel pldstico para 25 portachjetos, que pueda
contener, st es posible, gotas gruesas de sangre para
demostracion.

hoja de afeitar tipo Gem.

plezag de cartén ordinario de empacar ({acanalado).
Varios articulos necesarios para fransportar, secar ¥
empacar portaobjetos (cordel v papel de estraza para
envolver).

Articulos complementarios para un laboratorio
de zona o central

objetivo de repuesto de inmersion en aceite y 10 pares
de lentes de 7x ¢ 7.5x si se van a usar microscopios
diversos que carecen de lentes intermedios.

marcador para trazar circulos a los objetos mieros-
cépicos.
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12-24 matraces de 250-300 cc.
1 limina del tipo Ishihara para la prueba de vision de log
colores.
Una serie de tacos de madera de 1 ecm. y 2 c¢m. de grosor
¥ 6-8 ecm. x 6 cm. de largo. -
Corchos de repuesto para todas las botellas, especialmente
las pequefias botellas de trabajo Giemsa.
1 botella cuentagotas de 30-60 ce. para tolueno puro, por
cada tres estudiantes.
1 vasija oblonga, esmaltada, para colorear, de 34 x 25 x 5.5
cnt., por cada tres estudiantes.
1 pinta de aceite Cargille 0 Crown (de menor densidad).
(Giemsa—Ya sea solucion madre de alta calidad comprobada
de Giemsa, o:
4 x 5 gms. de un lote comprobado de polvos de Giemsa
tales como National Aniline NGel6.
3 x 1 1b. de alcohol metilico puro libre de acetona, de la
mejor calidad (a $2.00 cada una).
2 Ibs. de glicerina pura de la mejor calidad.
145 1h. de cuentas de cristal s6lidas.

Sales Amortiguadoras:

8 x 14 Ib. Na,HPO,, anhidro.

1 1b. de polvo fino o cristales KH,PO,.

10 gms. de azul de metileno, medicinal.

1 botella de 2 litros de capacidad con 4cido cromico (di-
cromato de potasio y Acido sulfirico).

1 embudo de 7.5 em. para recoger el sobrante de las bande-
jas rectangulares de colorear.

3 litros de alcohol de buena calidad para limpiar los porta-
objetos.
Vasijas esmaltadas o de plastico, para la solucion deter-

gente en que se colocan log portachjetos utilizados.
-1-2 cubos esmaltados o plasticos.



B3
LOS “PECADOS MORTALES” EN LA MICROSCOPIA
DE LA GOTA GRUESA
1. MALA RESOLUCION
2. MALA ILUMINACION

3. NO MOVER CONSTANTEMENTE EL TORNILLO
MICROMETRICO

4, PERMITIR QUE LOS LEUCOCITOS SE DESPLA-
CEN AL PARECER RADIALMENTE

5. NO FAMILIARIZARSE CON EL ASPECTO DE LOS
LEUCOCITOS, PLAQUETAS Y RESTOS DE ERI-
TROCITOS, YA QUE ESTOS APARECEN EN CADA
PREPARACION QUE HAYA DE OBSERVARSE

6. PERDER TIEMPO OBSERVANDO IMAGENES DU-
DOSAS 0 CAMPOS MAL TENIDOS

7. USAR ESPEJO CONCAVO
8. USAR FRASCOS O BOTELLAS SIN ETIQUETAS

9. NO PROTEGER CONTRA EL AGUA, EN CUAL-
QUIER PROPORCION, LAS SOLUCIONES ALCO-
HOLICAS DE COLORANTE



