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INTRODUCCIEON

Este Manual ha sido preparado con la finalidad principal de dar
uniformidad a las técnicas de laboratorio usadas para el diagndstico
microscopico de Ja malaria en los programas de erradicaciéon de esta
enfermedad. Tiene por objeto también, contribuir a la ensefanza
de la parasitologia en los centros de adiestramiento para la erradica-
ci6n de la malaria patrocinados por la OSP/OMS o que funcionan
con su colaboracién., Ademds, facilitard el trabajo de los técnicos
de laboratorio en los eximenes corrientes de ldminas de sangre, en
especial de las negativas, que serin la mayoria una vez pasadas las
primeras etapas de la erradicacién.

En esta segunda’ edicién, el contenido se ha reagrupado en cuatro
capitulos principales: El parisito de la malaria; La preparacién de
portaobjetos; Examen microscdpico, y Servicios de laboratorio.
En 23 Apéndices se ha agregado informacion complementaria sobre
equipo y técnicas esenciales a fin de proporcionar al estudiante una
fuente ficil de referencia,

Las técnicas que se recomiendan son sencillas y se basan en el
examen de una gota gruesa de sangre convenientemente preparada.
El resultado de la utilizacién de las técnicas indicadas se traducird
no sélo en un diagndstico ripido y de alta calidad, sino también en
un aumento en Ia produccion del trabajo diario del microscopista.

Los principios y recomendaciones que contiene este Manual, re-
dactado con la mayor sencillez, permiten su aplicacion a cualquier
programa de erradicacién de la malaria.
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1. EL CICLO DE VIDA DEL PARASITO

DE LA MALARIA

Un medio auxiliar prictico de adiestramiento que puede em-
plearse conjuntamente con este Manual es la pelicula en colores titu-
lada Ciclo de vida del pardsito de la malaria, editada por el Profesor
H. E. Shortt y distribuida en inglés y espafiol por la Imperial Chemi-
cal Industries. Dicha pelicula presenta en forma clara y esquemi-
tica el ciclo de vida del Plasmodium en el mosquito y en el hombre,
La altima parte, en la que se muestra el diagndstico de malaria por
P. vivax mediante frotis o extendidos, puede suprimirse ya que no
tiene ningiin valor desde el punto de vista de los principios bisicos
empleados en este Manual.

Otro medio auxiliar es la pelicula corta en blanco y negro en
inglés (Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos de
América, No. M-138B, Centro de Enfermedades Transmisibles,
Atlanta, Georgia), en la que se ha captado cinematograficamente
a un mosquito en el acto de picar a un hamster en la cabeza. Hacia
el final de esta pelicula, tomada con fotomicroscopia, se muestra la
exflagelacion del gametocito macho y la fertilizacidén del gametocito
hembra por uno de los microgametos. Esta gota de sangre gruesa,
que se seca muy lentamente en condiciones adecuadas de tempera-
tura y humedad, permite demostrar la exflagelacién parcial y aun
completa. Este es el aspecto de mayor importancia para el diag-
néstico presentado en esta pelicula.

La necesidad de obtener sangre para madurar los huevos ya ferti-
lizados es lo que induce al mosquito anofeles hembra a picar a un
animal de sangre caliente. Si ese animal es un hombre que padece
una infeccién bien definida de alguna de las especies maldricas, la
sangre contendri formas sexuales del parisito, asi .como formas
asexuales que son las causantes de los sintomas de Ia enfermedad.

Estas Gltimas, al llegar al estémago del mosquito, mueren ripida-
mente y son digeridas, pero las primeras—Ilos gametocitos—esca-
pan de los correspondientes glébulos rojos humanos ingeridos por
el mosquito. El gametocito macho mis pequefio ripidamente pro-
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duce elementos espermatozoides movibles llamados microgametos
(exflagelacién), que se desprenden de su nicleo y se mueven activa-
mente en el liquido del estomago del mosquito. El gametocito
hembra mis grande sufre un proceso de maduracién que capacita
a un microgameto movible a entrar y moverse activamente dentro
del citoplasma del macrogameto.

En unas cuantas horas, un oocineto fertilizado se desarrolla y se
introduce entre las células de revestimiento del estémago del mos-
quito, viniendo a descansar bajo la membrana que separa las célu-
las de revestimiento de la cavidad del cuerpo del mosquito. Aqui
el material nuclear unido comienza a multiplicarse en la célula
grande, altamente refringente, que aiin conserva el pigmento ori-
ginal del gametocito hembra. El oocineto enquistado, convertido
ahora en un ooquiste esférico, comienza a crecer mas y mds, pene-
trando® mis adelante en la cavidad alrededor del tracto intestinal
del mosquito. Después de dos o tres semanas el ooquiste, dilatado
por miles de cuerpos diminutos como vellos, llamados esporozoitos,
conteniendo cada uno un pequefio trozo de cromatina, se revienta
descargando los esporozoitos maduros en la cavidad, llena de fluido,
del mosquito. La corriente de fluido del cuerpo conduce los esporo-
zoitos al torax del mosquite. Una vez en contacto con las células
de las glindulas salivales, penetran en ellas y por Gltimo llegan a
los conductos salivales con la saliva.

La pelicula del Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos
sobre el mosquito en el acto de alimentarse, demuestra que la pro-
boscis sondea repetidamente la piel de su victima hasta que llega
al lumen de un capilar o vena. Durante las operaciones de picar y
absorber, ¢l mosquito expulsa saliva y los esporozoitos de la malaria
son inyectados en la victima intravascularmente, como lo harfa
una aguja en una vena. Por subinoculaci6n, estos se pueden ver
circulando hasta 10 minutos, y, raras veces, durante mds de 30 minu-
tos. Puesto que toda la sangre del cuerpo humano pasa a través del
higado cada tres minutos, es relativamente facil que muchos espo-
rozoitos penetren en las células del higado, adyacentes a los sinu-
soides llenos de sangre. Indudablemente muchos son atrapados
por los fagocitos; pero aquellos que logran su objeto comienzan a
multiplicarse inmediatamente en el higado, y este proceso dura
6, 8, 9 u 11 dias completos, segin la especie de plasmodio. La
forma creciente en el citoplasma de las células del higado se extien-
de y su nicleo se divide repetidamente hasta que se rompe el esqui-
zonto maduro, grande, de forma irregular. Numerosos merozoitos
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del higado que resultan de esta ruptura se abren paso entre las
células vecinas hasta €l sinusoide méis cercano que contenga las
células rojas. De este modo, la fase pre-eritrocitica termina, y co-
mienza la fase eritrocitica, que produce la enfermedad. Al final del
periodo de 48 6 72 horas, muchos esquizontos eritrociticos madu-
ros se revientan y grupos de pequeilisimos merozoitos se apresuran
a penetrar en otros glébulos rojos, antes de ser capturados por los
monocitos fagociticos y otras células.

2. EL COMPORTAMIENTO DE LAS INFECCIONES
POR P. FALCIPARUM Y P. VIVAX EN EL
HIGADO DEL HOMBRE

Después de que las fases exoeritrociticas del Plasmodium se
descubrieron por primera vez en el endotelio de las aves, se supuso
durante mucho tiempo que esas fases se producirian en el mismo
lugar en el hombre; pero no ha sido asi. Varios afios antes de que
se descubrieran las fases hepaticas presentadas esquemiticamente
en la pelicula Ciclo de vida del pardsito de la malariq (véase pig.
3}, se habian realizado experimentos en Australia, durante la
Segunda Guerra Mundial, con el fin de conocer exactamente el
efecto producido por la entonces bien conocida droga atebrina en
el tratamiento de la malaria. Los resultados de dichos experimentos
demostraron en forma concluyente y completa las fases exoeritro-
citicas del P. falciparum y el P. vivax en el hombre,

Dichos experimentos habian sido tan completos y minuciosos que
s6lo quedaba por descubrir en qué lugar se producian esas fases.
Se utilizd un nimero ilimitado de voluntarios no inmunes, en un
area donde no existia malaria. Se trajeron mosquitos y cepas de
P, vivax y P. falciparum de areas hiperendémicas de la regién del
Pacifico Sudoccidental. Se empled la subinoculacion de 300 a 500
cc de sangre para demostrar la presencia o ausencia de formas in-
fectivas en la circulacidn periférica. Este fue ] aspecto mas desta-
cado de las pruebas, ya que hasta esa época sc habfan inoculado
solamente de 10 a 50 cc a un nimero muy reducido de personas.

Los resultados obtenidos se pueden resumir en los siguientes
términos:



P. falciparum. Se permitid que mosquitos con €sporozoitos
demostrables de falciparum picaran en el brazo derecho de un
voluntario mientras, simultineamente, se extraian de 300 a 800 cc
de sangre de una vena del brazo izquierdo y se inyectaban inmedia-
tamente a otro voluntario. Ambos desarrollaron parasitemia y
sintomas al final del periodo corriente de incubacidn, de 11 dias,
Sin embargo, una muestra similar de sangre, extraida media hora
o mis después de haber cesado de alimentarse los mosquitos, no
infecté en ningin caso al segundo individuo. Ulteriormente, ni la
sangre extraida e inyectada diariamente durante 5 dias produjo
signo alguno de enfermedad en aquéllos. En realidad, no se in-
formé de que hubiera dado resultado positivo ninguna subinocula-
cion hasta después de transcurridas 144 horas. Esto significa que
transcurrio un periodo de 6* dias compietos antes de que la sangre
de la persona que sufrié la picadura pudiera inducir una infeccion
demostrable en otro individuo.

Las subinoculaciones diarias continuaron siendo positivas en el
segundo individuo hasta que ingiri6 una dosis de atebrina suficiente
para su curacién o desarrollé inmunidad adecuada para la curacién
espontinea. Una vez que algunos de estos casos llegaban a ser nega-
tivos continuaban asi, pero todos fueron observados durante un
ano.

Por otra parte, se obtenian siempre reacciones positivas de las
subinoculaciones semanales de aquellos casos que habian recibido
medicamentos insuficientes, aunque continuaban libres de sinto-
mas por varias semanas o meses antes de la recaida,

Esto demostré de manera concluyente que existia un periodo bien
definido de 6 dias completos, durante los cuales continuaba, fuera
de la circulacién periférica, cierto tipo de desarrollo de la infeccién
por falciparane.

Se demostré repetidamente que un individuo que recibia diaria-
mente 100 mg de atebrina, desde siete dias antes de las picaduras
de mosquitos infectados con falciparum y ulteriormente durante un
minimo de 3 semanas, jamés desarrollaba parasitemia o sintomas
visibles, aunque las subinoculaciones hechas del 9° al 13° dia
resultaban de vez en cuando positivas. Esta fue la primera prueba
experimental de que una droga podia eliminar por completo la
infeccibn por falciparum. Se demostré igualmente que 3 tabletas

L falciparum—G dias; vivax—8 dias; ovale—9 dias; malariae—11 dias.
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de atebrina, de 100 mg, administradas diariamente durante 8 dias,
podian también producir una curacién radical de la infeccién con
esta especic.

Aunque se logrd curar algunos casos individuales, no se podia
confiat en la quinina para la curacién de la malaria por falciparum,
en mis del 509 de los casos. El desarrollo de un alto grado de
inmunidad quizd haya contribuido al éxito notificado. Prueba de
la exactitud de esta observacién es la virtual desaparicién de la
fiebre hemoglobinarica en aquellas tegiones donde ia ‘atebrina
sustituy$ a la quinina, para la suptesién y el tratamiento.

P. vivax. Con el vivax se repitieron experimentos semejantes,
obteniéndose el mismo éxito, pero con resultados notablemente
diferentes. Las subinoculaciones con wvivax resultaron negativas
tanto el 7° como el 8° dia. Hasta que transcurtieron 8 dias com-
pletos no se manifestd la infeccidén, ni aun en los casos de indivi-
duos sometidos simultineamente a la picadura de mosquitos infec-
tados con vivax y mosquitos infectados con fale/parum. La infec-
cién de falciparum se manifesté al 7° y 8° dia; al 9° dia apare-
cieron ambas infecciones.

La sangre de la persona infectada con v7vax continud siendo posi-
tiva durante todo el ataque primario de 3 4 5 semanas de duracidn
o hasta que se instituyd tratamiento curativo. Se transformé en-
tonces en negativa y las subinoculaciones semanales, por un tér-
mino de 2 a 5 meses, no lograron infectar a los individuos que las
recibieron. Hasta que se aproximé el tiempo en que normaimente
puede ocurrir una recidiva, no aparecieron las primeras subinocula-
ciones 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, permane-
ciendo asi durante unos dias antes de la siguiente recidiva, si es que
ésta ocurria. Con la administracion diaria de atebrina, en la forma
atriba indicada, no se encontraron parasitemias pasajeras como
ocurre con el falciparam, pero aun continuando el tratamiento du-
rante 3 semanas después de la picadura, los pardsitos v sintomas
aparecian generalmente en el paciente poco después de suspenderse
la administracién de Ja droga. Ei tratamiento curativo con atebrina,
que habia resultado tan eficaz en el falciparnm, siempre control6 el
ataque primario y eliminé la parasitemia, pefo no impidié que ocu-
rriera una recidiva,



En los casos de pacientes infectados por inoculacidn de sangre,
mas que por la picadura de mosquitos, la situacién era muy distinta.
Esos individuos recibieron sélo las formas eritraciticas asexuales.
Mientras éstas persistieron en la sangte, las subinoculaciones re-
sultaron positivas, aun cuando el niimero de parisitos en el inéculo
fuera submicroscépico. Los enfermos, ya fueran infectados por
falciparum o por vivax, se curaron ripidamente con cantidades mis
pequenas de drogas; una vez que llegaban a ser negativos a la sub-
inoculacién continuaban asi. Esos experimentos demostraron, sin
lugar a dudas, que existia una fase pre-eritrocitica en la infeccidén
por falciparum, de 6 dias de duracidn, al cabo de los cuales desapa-
recia, y que, una vez eliminada la infeccidn asexual, el paciente que-
daba completamente curado.

En los casos de infeccién por w#pax inducida pot esporozoitos, la
fase pre-eritrocitica duraba 8 dias completos. Pero evidentemente
no desaparecia por completo porque, después de un periodo en que
no se observaban en la sangre formas en circulacién, ocurrian con
frecuencia, aunque no constantemente, una o mas repeticiones de
parasitemia y actividad clinica. Esto no ocurrié jamas cuando las
infecciones se provocaron con inyecciones de sangre. Las deduc-
ciones derivadas de esos experimentos indicaron la existencia de
una fase orulta de desarrolle que producia, en el jalciparum, mero-
zoitos que infectaban solamente a los glébulos rojos. Tratindose
del vivax, se suponia que esta fase oculta producia merozoitos in-
fectivos no s6lo para los glébulos rojos, sino también para ciertas
células capaces de mantenerlos en un sitio todavia desconocido.

La pronunciada diferencia en el comportamiento exoeritrocitico
entre el falciparum y el vivax justifica la creacion de una nueva
especie: Laverania. Por lo tanto, el P. falcsparum podria Hamarse
con el tiempo L. falcipara.

De los experimentos antes descritos se deducen las siguientes
conclusiones:

1. La malaria por falciparum es perfectamente curable, me-
diante una sola dosis de medicamentos apropiados.

2. No todas las infecciones por sizax producen recidivas; la
proporcién de las que no las producen llega a un 30 por
ciento.

3. La medicacién que erradicaré la infeccién por falciparam no
eliminari la recidiva por zivax que, en caso de ocurrir, rara
vez continila asi por mis de tres afios,
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4. Es posible que la medicacién supresiva prolongada erradique
también el falciparum, pero el vivax puede reaparecer clini-
camente cuando se suspende la medicacion.

Al parecer, la idea de explorar el higado para descubrir esas fases
ocultas fue sugerida por una observacion hecha por €l Profesor
Garnham en Africa Occidental, donde habia observado pequefias
vesiculas en la superficie del higado de monos en cuya sangre se
encontraron gametocitos de Hepatocystis kochi, Esos quistes, que
mds tarde se demostrd que contenian numerosos merozoitos, nunca
se observaron en animales no infectados.

Las fases hepdticas fueron demostradas por primera vez pot
Shortt y Garnham en un mono infectado de P. cynomolgi, y poco
después en un caso humano de infeccién provocada de P. vivax.
La fase hepitica del P. falciparum en el hombre se demostrd en
Inglaterra, y algtn tiempo después en los Estados Unidos de Amé-
rica. En 1953, se demostrd que el P. ovale tiene una fase hepatica
de 9 dfas de duracion. En 1959 Bray comprobé que la fase hepi-
tica del P. malariae puede durar 11 dias. En las cuatro especies, las
fases hepiticas tienen una apariencia similar. Las formas maés
jovenes se encuentran en los citoplasmas de una célula del higado;
la cromatina se divide por fisién binaria. En la madurez, el #ivax,
el malariae v el ovale contiencn centenares de merozoitos, mientras
que ef quiste del falciparum puede contener varios millares. El
Gnico dafio para el higado parece ser una compresién de algunas
células adyacentes, pues no se ha observado ninguna infiltracién
celular reaccionaria. Al romperse el quiste, los merozoitos descu-
biertos se incrustan en las células adyacentes del higado hasta en-
contrar un sinusoide que contenga gldbulos rojos. A partir de en-
tonces comienza la fase eritrocitica.

Otro plasmodio de los monos, ¢l P. knowlesi, que tiene um ciclo
eritrocitico de 24 horas y una fase pre-eritrocitica que dura 5 dias
y medio, ha sido usado repetidamente para infectar artificialmente
al hombre.

Entre 1960-1963 se estudiaron mis de 100 casos satisfactorios
de infeccién en el hombre debida al P. cynomolgs y otras especies
simias de malaria.

El diagrama esquemitico {Diagrama 1), completamente ima-
ginario, constituye una tentativa de explicar el papel de la fase exo-
eritrocitica de la malaria debida al v7vax en:

1. Un ataque primario sin recaida.
2. Una recaida después de un ataque primario.
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DIAGRAMA 1

DIAGRAMA ESOUEMATIED DEL PAPEL QUE DESEMPENA LA FASE EXQERITROCITICA EN
EL ACCESD PRIMARIO ¥ LA RECAIDA, EN LA MALARIA POR P. YIVAX
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La linea compacta indica la parasitemia medida por la escala de
la izquierda. El nivel de pardsitos es submicroscépico alli donde la
linea se convierte en intermitente. La linea de puntos sugiere el
grado de inmunidad; la escala inferior marca la duracién de un
ciclo exoeritrocitico completo, o bien 8 dias.

Dcbajo del diagrama, la fils superior de racimos de puntos cada
vez mis pequefios indica el niimero de merozoitos hepéticos que
llegan a la circulacién después de esquizogonias hepiticas sucesi-
vas. Este nimero decrece con cada ciclo hepatico, hasta que cesa la
formacién de esquizontos hepaticos.

La fila inferior de racimos de puntos representa un nimero
mayor de metozoitos hepiticos liberados cada 8 dias. Sélo se re-
quiere una fraccién de ellos para iniciar la parasitemia de una
recaida (al final del 182 ciclo hepitico), a condicion de que la
inmunidad sea tan baja que la progenie de la primera esquizogonia
eritrocitica eluda la destruccion e invada con éxito nuevas células
rojas. Tal vez se deba suponer que los merozoitos que proceden
directamente del higado no sean afectados por la inmunidad del
huésped; sin embargo, los producidos por la primera y subsi-
guiente esquizogonia eritrocitica son, sin duda, susceptibles a la in-
munidad que ya se ha desarrollado.

Es muy posible que las recaidas deriven de esquizontos hepiti-
cos latentes o que crecen muy lentamente. El desarrollo latente
explicaria también los ataques primarios retardados del llamado
vivax de clima templado.
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3. LA SANGRE EN RELACION CON EL
DIAGNOSTICO DE LA MALARIA

La sangre es el medio en que se hallan los pardsitos de la malaria.
Puesto que la sangre es el vehiculo que trae el parasito al campo
microscopico visual de la persona que lo busca, es importante
saber algo acerca de ella.

La sangre esti constituida por un liquido ltamado plasma, en el
cual se encuentran en suspensién elementos celulares (eritrocitos,
lencocitos, plaquetas sanguineas) que se desarrollan en la médula
Osea y pasan a la circulacién periférica segin los requerimientos del
organismo.

Los eritrocitos, o glébulos rojos, son discos bicéncavos' que
aparecen aislados o en grupos como pilas de monedas. Cuando se
presiona suavemente la sangre fresca bajo el portaobjetos, los eri-
trocitos son comprimidos y sufren gran distorsién sin perjuicio de
su estructura. Son de color amarillento o amarillo oscuro, por su
contenido abundante de hemoglobina, en la cual los parasitos, si
estin presentes, solo pueden ser reconocidos si son suficiente-
mente 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.

Los eritrocitos también se derivan de un tipo de células de la
médula ésea y los estados primarios contienen nicleo. Justamente
antes de que estos eritrocitos en desarrolio sean liberados a la cir-
culacion, el nicleo se pierde y los gldbulos rojos jovenes, de distin-
tos tamafios, pueden contener elementos faciles de tefir de azul
(los cuales se ven solamente con coloraciones especiales del exten-
dido) que se describen como “'reticulum” (de reticulocitos}, poli-
cromasia y basofilia punctata, todos los cuales desaparecen en un
periodo de 1 a 3 dias después de ser liberadas las células a la circu-
lacion, En los eximenes de gota gruesa® es posible ver, en los
espacios claros entre los leucocitos, no sélo plaquetas sino también
masas azulejas cayo tamafio varia desde el de un linfocito pequefio
hasta uno grande polimorfonuclear y extendido. Estas masas azule-
jas son los restos de eritrocitos jévenes (reticulocitos). Varian en
apatiencia desde una bruma fina y una nebulosidad moteada, hasta

1 Véase el diagrama que figura en el Apéndice 3, pag. 100.
2 Véase la Seccion 6, pags. 353-37.



12

DIAGRAMA 2

LEUCOCITOS

LEUCOCITOS POLIMDRFONUCLEARES

e ety

MONOCITO LIKFOCITD GRANDE
J&f*
. Ty i :
PLADUETAS RESTDS CELULARES

ERITROCITOS



13

un conjunto de puntos azules densos de distinto tamafio. Su nimero
también varia desde 1-3 por campo microscopico en la sangre nor-
mal, hasta una cantidad innumerable donde la malaria u otra infec-
cién ha producido una anemia grave que ha obligado a la médula
Osea a despedir una gran cantidad de células antes de completatse
la maduracién de los glébulos rojos.

-Bajo condiciones variables a su alrededor, la apariencia de los
globulos rojos frescos puede alterarse enormemente. En sueto o
en solucion de 0,85% de clotuto de sodio, conservan sus bordes
periféricos lisos y circulares. Si la cantidad de sal se aumenta a
1,5%, la célula muestra pequefias protuberancias en su superficie
exterior, semejando las de una mina submarina de contacto. Estas
células “crenadas” pueden conservar este aspecto aun después de
coloreadas. El exceso o la insuficiencia de sal en la solucién causa
la ruptura de los glébulos rojos liberando su hemoglobina, y el
agua de la solucidn se torna y permanece rojiza.

La exposicion a fuertes alcoholes, la aplicacién de calor, o sim-
plemente el transcurso del tiempo, "fijaran” fa hemoglobina de
las células y no se producird deshemoglobinizacién. De ahi la
necesidad de colorear las gotas gruesas tan pronto como sea posible
una vez que han sido extraidas.

Los leucocitos, o glébulos blancos, son transparentes, muy “'re-
fringentes” y pueden mostrar movimiento de su citoplasma. En
general, su nicleo debe ser de un color violeta azulado. El nicleo
varia en tamano y forma, y el citoplasma puede ser claro o granu-
lado, de acuerdo con el tipo de célula. La vida de un leucocito es
breve, de 3 a 5 dias solamente, de modo que la apariencia de
algunos de los tipos polimorfonucleares varia desde elementos
solidos, perfectamente definidos y bien tefiidos, hasta células
grandes, palidas e irregulares y, a menudo, desfiguradas. En el
Diagrama 2 se presentan algunos ejemplos de los leucocitos mas
comunes.

Las plaquetas sanguineas (Diagrama 2) no tienen nacleo, ya
que se originan en el citoplasma de una enorme célula de la médula
dsea llamada megarariocito. Deben identificarse aisladamente o en
grupos. Su densidad puede ser diferente en un mismo portaobje-
tos, y el color puede variar del rosa al violeta (jamas azul) en di-
versos especimenes. Varian en tamafio y forma; en sangre que se
haya secado lentamente o que haya sido desfibrinada, pueden ase-
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mejarse a cualquier cosa. 5i los portaobjetos han permanecido
durante mucho tiempo sin colorear, es posible que la coloracion de
las plaquetas se vuelva tan intensa que oculte a los parisitos pe-
quenos.

Cémo encontrar los parasitos de la malaria en la sangre.
El hecho de que los parisitos de la malaria no se revelen a veces en
los exdmenes microscopicos, no quiere decit que no estén presentes
en el momento en que se toma la muestra de sangre, sino que posi-
blemente su nimero es demasiado pequefio para ser determinado
en eximenes ordinarios. Por ejemplo, en Ghana, en una clinica
prenatal, algunas mujeres fueron cuidadosamente vigiladas me-
diante eximenes regulares de gota gruesa de 100 campos micros-
cbpicos en cada paso. Se encontraron gametocitos de P. falciparum
en un 7 por ciento. Cuando se prepararon 10 gotas gruesas simul-
tineamente y se hicieron eximenes de 100 campos en cada una de
ellas, el 20% mostraron gametocitos. Como dato interesante, ob-
SErvamos que 6 eximenes fueron suficientes para encontrar un 18%
de casos positivos, y 4 examenes posteriores solamente produjeron
2% mas de casos.

El tnico modo de demostrar que una persona no tiene parisitos
de la malaria en la sangre consiste en inocular 2-400 cc de sangre
2 un voluntario. Si no hay parasitemia, se puede afirmar que la
sangre es negativa; si la hay, quiere decir que la infeccién original
era submicroscopica cuando se extrajo la muestra de sangte.

Hay que tener en cuenta también que la sangre de un individuo
normal, 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 tiempo considerable. Se pue-
den producir cambios en el aspecto normal de los pardsitos por
alteraciones en la forma de los globulos rojos, muy independiente-
mente de la especie de infeccidn malirica de que se trate.

A pesar de la manera en que aparecen los parasitos en la gota
gruesa deshemoglobinizada, los parisitos de la malaria no pueden
tener una existencia independiente. Excepto en los petiodos breves
en que se mueven de una célula a otra, son imiracelulares en los
glébulos rojos.

Cuando la sangre integral se deja en reposo en un tubo de en-
sayo, se coagula debido a la interaccién de las plaquetas y elemen-
tos del plasma que producen fibrina. Cuando la masa esponjosa
de fibrina, que contiene la mayor parte de globulos rojos, se con-
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trae y forma un codgulo, el swero amarillo claro se separa al de-
jarse el contenido del tubo en reposo. A menos que sea extendida
rapidamente, una gota de sangre en un portaobjetos se coagulard
exactamente del mismo modo que en el tubo de ensayo, con un
cambio considerable en el plasma; esto afecta el modo en que la
preparacién se adhiere al portaobjetos. Si se extiende la sangre en
frotis después que comienza la coagulacion, se produciran dreas de
diferentes espesores, y distintas concentraciones de células, que pue-
den reconocerse facilmente al ser examinadas con el objetivo de
baja potencia del microscopio. Se verin hileras o aglomeraciones
de leucocitos, en vez de la distribucién regular y uniforme de los
mismos e la preparacion esparcida rapidamente.

La parte liquida de la sangre contiene tantos aaticuerpos como
produce el organismo y proporciona un medio liquido de mante-
ner himedos los parisitos y las células. La falta de humedad des-
truye a ambos. La porcién celular propotciona 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 preparacidn y su coloracién.

Una gota de sangre fresca colocada en un portacbjetos, cubierta
con un cubreobjetos € iluminada con luz muy reducida por la cerra-
dura del diafragma del microscopio, puede ser examinada con
objetivos de baja potencia (10x) y de alta potencia (43x). Tam-
bién se puede usar el objetivo de inmersién® si la accién de enfocar
no mueve las células.

Aspecto de los eflementos de la sangre en una
gota gruesa hien coloreada

Leucocitos. En general, los nicleos multiformes de los leuco-
citos deben tener un color azul-violeta intenso, en tanto que el
citoplasma varia segln el tipo de célula. Los mewtrdfilos tienen
granulos de distintos colores que son irregulares en tamaido, forma
y distribucién. El colorante de calidad inferior puede dar al cito-
plasma un color rojo tan intenso que un microscopista sin experien-
cia posiblemente cometa el error de clasificar estas células como
eosindfilos, En contraste, los granulos del citoplasma de los eo-
sindfilos son tan grandes y regulares en tamafio, forma y densidad
que pueden reconocerse ficilmente cuando no estin tefiidos, etapa

1 Véase ¢l Apéndice 17, pdg. 117.
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en que los nicleos no pueden distinguirse, Los grinulos compactos
son de color cobre-rojizo intenso; son casi imperceptibles y no
tienen el color del rojo vivo al rosa que es la caracteristica de los
cortes tisulares tefiidos con eosina. Si hubiera que seleccionar un
solo aspecto que sugiriera la calidad inferior del colorante, podtia
muy bien elegirse la apariencia de estos grinulos.

Los linfocitos y monocitos (véase el Diagrama 2, pig. 12)
tienen solamente una masa nica de materia nuclear. Los linfocitos
pequesios revisten suma importancia para el microscopista porque
sirven de unidad para medir el tamafio en la gota gruesa de sangre,
en la misma forma en que se utiliza el glébulo rojo en el frotis o
extendido. El linfocito pequefio es la célula més uniforme de la
sangre y mide de 8 a 10 micrones. Probablemente sobrevive en la
corriente sanguinea unos 100 dias. El citoplasma de los linfocitos
es de color azul pilido, algo transparente, y a veces contiene unos
pocos grinulos de color rojo intenso.

Los monocitos son, desde el punto de vista clinico, las células
mas importantes para €l paciente y su nimero aumenta durante la
infeccidén malirica. Como fagocitos activos, son capaces no sblo de
absorber el pigmento de la malaria, sino incluso los glabulos rojos
que contienen esquizontos maduros. Su citoplasma muestra una
estroma fina azul-parda y los nicleos tienen una hendidura mas o
menos pronunciada (Diagrama 2}.

4. COMPORTAMIENTO GENERAL DE LAS
DISTINTAS ESPECIES DE PLASMODIUM
EN LA SANGRE PERIFERICA

Los pardsitos varian en tamano, forma y aspecto, exactamente
igual que cualquier animal muiticelular.

Algunas formas de una especie, es decir, las fases mis desatro-
lladas de tipo gametocitico del P. vivax, pueden parecer idénticas
a fases mayores del P. malarize. En realidad, s6lo hay una forma de
pardsito que pueda considerarse Unica o tipica, y es la del gameto-
cito del P. falciparum.

Para obtener un diagndstico exacto de las especies, es necesario
que se encuentre presente suficiente nimero de diferentes ejempla-
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DIAGRAMA 3
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Desarrollo ciclico por el que pasan todas las especies,

estén o no presentes en la sangre

res del pardsito para que revele el #po de variacidn que es constante
en cada especie. No basta con retener en la memoria una lista de
los diversos aspectos que se han observado cominmente en los frotis
de diversas especies v a los que se han atribuido caracteristicas
especiales que no siempre son ciertas. Es necesario que el examina-
dor sepa cudles son las posibles variaciones de formas que se
presenten, no solo en cada una de las distintas especies, sino también
en las diversas condiciones de Ia sangre.

Cada vez que el cxaminador observa una nueva forma de parisito
se ha de preguntar: a}) ;Es esto un verdadero parisito? y, si lo es,
b) ¢Encuadra su aspecto en el tipo de¢ variacidn que cabe esperar
en la presunta especie? (Diagrama 3).

La contestacion a la primera pregunta se suele obtener buscando
en las inmediaciones un pardsito sobre el cual no haya duda de
ninguna clase. Se evalia el color y la densidad de la cromatina,
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lo mismo que el aspecto del citoplasma. S8i estas caracteristicas no
son similares en el nuevo elemento encontrado, es probable que no
se trate de un organismo genuino.

Una vez que nos decidimos a considerarlo como un verdadero
parasito, surge la primera pregunta: ;Cuantos hay presentes? y,
luego, la segunda ;Esté su fase de desarrollo comprendida dentro
de las modalidades que, segiin nos ensefan la observacién y la
experiencia, s¢ pueden presentar en determinado momento en el

“ciclo de la especie "X, o es ésta una etapa que nunca estd presente
en el ciclo de la especie "X"?

Por ser la revision de portaobjetos indispensable para el diag-
nostico de la especie, es cada vez mis importante determinar, una
vez que los parisitos han sido reconocidos, si abundan o escasean.
Si existen en gran cantidad, es probable que el diagnostico de la
especie esté correcto; si estin presentes en muy pequefio nimero,
es posible que la verificacién sea dificil. Mediante un sistema de
simbolos se puede efectuar un cikulo aproximado del nimero de
|pardsitos presentes.®

Para determinar esta variacién se necesita un minimo de 50
campos microscopicos de una gota de sangre positiva, antes de
formular un diagnéstico definitivo. Si es evidente que no todas
las formas pertenecen a la especic "X, se necesitarin otros exdme-
nes para confirmar la sospecha de que se han encontrado también
algunas muestras de una segunda especie.

Generaciones. Como lo demuestra esquematicamente la pelicula
de Shortt, mencionada en la pig. 3, todas las especies pueden
producir més de una gencracién de pardsitos al mismo tiempo.
Aunque los falciparam, vivax y ovale requieren 48 horas para la
madurez de las formas asexuales, es también posible, y no es raro,
que cada uno produzca un paroxismo diario. Este paroxismo diatio
indica la existencia de dos generaciones de una de las especies
precedentes, o puede reflejar la presencia de tres generaciones de
malariae. Una vez determinada la predominante, todas las demis
quedan suprimidas,

Se originan distintas generaciones cuando ocurre la liberacién de
merozoitos del higado en diferentes momentos del ataque primario
de una infeccién provocada por mosquitos. También puede ocurrir
que aparezcan espontineamente en una infeccidn continua que haya
mostrado, durante algin tiempo, una sola generacién de periodici-

1 Véase la Seccidn 14, Registro y notificacidn de los resultados, pigs.
68-70.
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dad regular. Para que se desarrolle una segunda generacién #o s
necesario que la infeccidn sea de otigen esporozoitico. Parece que la
esquizogonia de una infeccidn de una sola generacién (final de cada
periodo de 48 horas) requiere que la mayoria de Jas células para-
sitadas se rompan dentro de la misma hora, mientras que las restan-
tes completan su divisién a intervalos diversos, antes o después que
la mayoria. Si esto ocurre durante un perfodo de 5 horas, en vez
de una hora, y la mayorfa de las células se rompen durante la tercera
hora, algunas no se dividen hasta 2 horas mds tarde. Las que
iniciaron el proceso esquizogdénico, lo hicieron 2 horas antes que la
mayoria.

Un ciclo mas tarde, el grupo que empezé la esquizogonia, lo hizo
4 horas antes que Ja mayoria (los Gltimos grupos, 4 horas mas
tarde). Después de algunos ciclos, habrd un nimero considerable
de pardsitos madurados 24 horas antes y 24 horas después que la
mayoria. Todos estos juntos pueden constituir un nimero suficiente
para producir una esquizogonia adicional 24 horas antes de la que
produce la mayoria, es decir, la generacién predominante. De esta
manera se crea otra generacidén, independientemente de la fase
exoeritrocitica.

El Diagrama 4 (pig. 20) presenta esquemiticamente el ciclo eri-
tracitico, segin se observa en la sangre periférica de las tres especies
de pardsitos de la malaria comunes en el hombre, Muestra Jas tres
fases de la esquizogonia. En la parte superior, aparecen merozoitos
después de Ia ruptura del esquizonto maduro. Estos merozoitos
entran ripidamente en los hematies (z7zax a la derecha). Aunque
desde la parte superior a la inferior del diagrama, el ciclo es con-
tinuo y la forma mas pequena (parte superior del diagrama) se
encuentra inmediatamente después de la ruptura de los esquizontos
mas grandes. La identificacién de las especies se facilitard considera-
blemente si se transfiere mentalmente un organismo recién encon-
trado al lugar que le corresponda en este ciclo diagramatico.

5. CARACTERISTICAS INDIVIDUALES DE LAS
ESPECIES EN LA SANGRE PERIFERICA

Se observan varias diferencias en el comportamiento de las distin-
tas especies, no sélo en los sintomas que experimenta el paciente,
sino también en las formas presentes en la sangre.
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DIAGRAMA 4
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P. faleiparum, Parece ser que cuando el merozoito del falci-
parum penetra en un glébulo rojo, su simple presencia produce
alteraciones en los propios glébulos rojos, que podrian describirse
como una pegajosidad de su capa o membrana externa. No se debe,
indudablemente, a ninguna propiedad especifica de la célula, puesto
que los merozoitos de falciparam penetran indistintamente en los
glébulos rojos jévenmes y viejos, en contraposicién a los merozoitos
del wivax que muestran preferencia por las células jovenes, de la
misma manera que el malarige se inclina decididamente por las
células viejas.

El Diagrama 5 presenta esquemiticamente los hallazgos de la
autopsia de una infeccién mortal de falciparum. Tal vez convendria
explicar, en primer término, que no cabe esperar en las secciones
de tejidos el conocido aspecto que presentan los pardsitos en las
células parasitadas de una muestra de sangre bien coloreada. Con
la acostumbrada cologacién de hematoxilina y eosina, raramente se
ven los parésitos, pero su presencia estd indicada por una cantidad
de pigmento que es proporcional al tamano del parasito durante su
vida.

DIAGRAMA 5

ASPECTO, EN LA AUTOPSIA. DE UNA INFECCION FATAL POR P. falciparum
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La cromatina y el citoplasma pueden distinguirse en el material
que ha sido coloreado sin demora en et fijador apropiado y tefiido
con colorante de Tomlinson."

Un examen de cualquier tejido, especialmente del cerebro, de-
mostrard la frecuencia con que los gldbulos rojos parasitados se
encuentran a lo largo de las paredes de los pequefios vasos san-
guineos donde tanto la corriente sanguinea como la presién son
bajas. En los vasos menores, en los que se produce muy poco o
ninglin movimiento, no se desalojan estos globulos rojos parasitados
y ligeramente adheridos. Por consiguiente, una pequefia vénula
puede mostrar su borde totalmente cubierto de gldbulos rojos para-
sitados, mientras que en el lumen del vaso, lleno de gldbulos rojos,
éstos rara vez revelan la presencia de parisitos (seccién A del Dia-
grama 5). Aunque la seccién A se dibujd por primera vez en 1946
para facilitar la explicacién del fendmeno de la pegajosidad, 8
secciones seriadas del cerebro de un caso fatal de malaria por falci-
parum que ocurrid en Costa Rica en 1959, mostraron que la seccion
transversal de una pequena vénula era casi idéntica a la seccién A,
segiin puede verse en la reproduccion de la fotomicrografia A-1.

De una manera mias definida, en los capilares se observa casi
siempre que cada uno de los glébulos rojos tiene una mancha de
pigmento que es todo lo que queda de lo que fue un parasito. El
fendémeno que se ha producido puede comprenderse si se encuentran
hemorragias petequiales de un capilar roto. Ninguno de los globu-
los rojos que forman la hemorragia contendri pardsitos, puesto que
en estos espacios limitados, las células parasitadas se adhieren al
revestimiento endotelial (seccién B). Con su conocida facilidad
para acomodatse a una diversidad de constricciones y obstrucciones,
mientras exista alguna presion, las células no parasitadar pueden
meterse (seccidn C) en torno a las células fijas y salir por la apertura
que se produce a consecuencia del grave dafo sufrido por algunas de
las células de revestimiento. Mientras el endotelio permanece
intacto no se presentan hemorragias.

La muerte no ocurre como resultado de [a presencia de alguna
sustancia téxica emanada por los pardsitos, sino més bien por la
interferencia en la funcién normal del endotelio vascular. Es evi-
dente que la muerte se produce cuando el nimero de células parasita-
das es tan elevado que los tejidos, cuya existencia depende de este
suministro vascular, quedan desprovistos de oxigeno, electrélitos,

t Boyd, Mark F., ed.; Malariology. Filadelfia y Londres: W, B. Saunders
Company, 1949, pigs. 899-900.
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etc., especialmente si esta situacién ocurre con respecto a centros
vitales. No es probable que la muette se produzca en el momento
de la esquizogonia, sino mas bien inmediatamente después de que
un nimero miximo de células recién parasitadas se retiren de la
sangre circulante y se sitGen sobre la superficie del endotelio vascu-
lar. Es probable que el notable mejoramiento que se observa, con
frecuencia, en infecciones cerebrales graves, coincida con una esqui-
zogonia que temporalmente libera el endotelio de las células que
lo chstruyen. Al aumentar el namero de células infectadas como
consecuencia de esta esquizogonia queda ocupada una parte del
endatelio, superior a la que se puede resistit. Como resultado,
sobreviene la muerte, probablemente de 15 a 24 horas después de
la esquizogonia final.

En patologia es muy probable que la diferencia entre un caso
mortal de falciparam y un caso grave que se restablece sea sélo
de grado. Aunque resulta cada vez mis dificil encontrar infecciones
graves de falciparam, con elevada parasitemia, se cree que si éstas
ocurren cn centros que cuenten con servicios adecuados, se pueden
intentar biopsias hepiticas por aguja, con el fin de demostrar el
cuadro patoldgico.

De lo que antecede, se comprendera faciimente por qué en la
sangre periférica se encuentran solamente las formas jovenes del
pardsito en desarrollo. Sélo cuando se produce choque pueden
observarse los fendmenos embdlicos. Evidentemente, la falta de
tono muscular de las paredes vasculares permite a las células ligera-
mente adheridas cambiar de lugar. '

Se supone que ¢l crecimiento y desarrollo de los gametocitos del
faleiparum tienen lugar en los globulos rojos y que lo mismo ocurre
con aquellos adheridos al revestimiento del endotelio; pero con la
madurez de los gametocitos y su elongacién, el glébulo que los
contiene se libera en la circulacién,

Es posible que ocurta la alta parasitemia caracteristica porque esos
vasos sanguineos, cuyo revestimiento estd ocupado por células para-
sitadas, estan también llenos de células no infectadas. Los esqui-
zontos que se rompen en su posicidn fija liberan merozoitos que
quedan materizlmente comprimidos contra centenares de céhulas.
Cualquiera que sea la edad de la célula, uno o més merozoitos pene-
trarin ripidamente en los globulos rojos de la sangre que se
encuentran més préximos.

En un ataque primario de malaria por fale/parum, la parasitemia
puede observarse a los 10 6 12 dias, y va seguida, cn el término de



24

DIAGRAMA 6
P. falciparum
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24 horas, de la aparicién de sintomas. Si el organismo esté en condi-
ciones de producir gametocitos, no comenzaran a aparecer hasta 8 6
10 dias después. Si se dejan sin tratar, las formas anuiares y los
gametocitos pueden persistir juntos durante varios dias o semanas,
hasta que haya inmunidad suficiente para eliminar las formas ase-
xuales. No se producen mas gametocitos cuando desaparecen las for-
mas asexuales, pero los que ya se encuentran presentes pueden conti-
nuar circulande de 2 a 4 semanas. { Véase el Apéndice 2. El com-
portamiento de los gametocitos del P. falciparum, pig. 99).

Los simbolos F para formas anulares solamente, F+g para for-
mas anulares con gametocitos y Fg para gametocitos solamente,”
describen exactamente los hallazgos de las muestras de sangre
en las tres fases de la infeccién por falciparum.

El estudiante que empieza a aprender el diagndstico de las espe-
cies debe tener acceso por lo menos a una docena de muestras de
sangre distintas que contengan F y F+g. Cada parisito debe ser
estudiado detenidamente hasta que el estudiante haya observado el

T Véase la Seccidn 14, Registro y notificacion de los resultados, pags.
68-70.
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mayor numeto posible de anillos del falciparum. Debe reconocer
el grado de variacion que ha de enconttar y procurar aprender el
tamafio maximo que puede alcanzar el parasito felciparam en desa-
rrollo que se observa en la sangre periférica.

Si procede en esta forma, el estudiante sabrd que cuando se en-
cuentra ante formas mds grandes que la méxima, en cualquier
momento que sea, es mas probable que la infeccién sea causada
por el vivax o el malariae. Bl estudiante sabrd también cuiles son
los anillos mds pequefios que pueden observarse. Los anillos de
falciparam se dividen en pequefios, medianos y grandes. Cuanto
mis cerca esté de la Gltima esquizogonia el momento en que se
tome la muestra de sangre, mayor serd la proporcion de anillos
pequefios. Si la proporcién de anillos grandes es mayor, hay que
suponer que el nfimeto total de parasitos disminuird notablemente
dentro de 6 horas. Conviene aclarar también que, cuando se trata
de una infeccién de una sola generacidn, los parasitos pueden estar
totalmente ausentes de la sangre durante varias horas, tal como se
indica en el Diagrama 4 (véase pig. 20). Por otro lado, las infec-
ciones de una sola generacidén son raras en las poblaciones semi-
InMmunes.

Es posible, naturalmente, que haya todavia mas de una generacién
de falciparum al mismo tiempo, haciendo que los parisitos nunca
desaparezcan de la sangre periférica, aunque su nimero pueda variar
considerablemente.

P. vivax. La palabra rivax significa vivaz y expresa exactamente
la actividad casi frenética que con frecuencia muestra esta especie.
El merozoito de v7vax tiene una clara preferencia por los glébulos
rojos jévenes, que son mas elasticos que los maduros; en conse-
cuencia, pueden dilatarse para acomodar mejor al parasito en desa-
rrollo. Sin embargo, en vista de que no se observa ninguna viscosi-
dad de los glébulos rojos que los contienen, como ocurre con los
falciparzm, los glébulos rojos parasitados circulan todo el tiempo
durante el ciclo o series de ciclos eritrociticos mientras la esquizo-
gonia se produce en [z circulacién. El periodo en que los merozoitos
liberados buscan una nueva célula huésped es mucho mas largo que
el que se observa cuando se trata de falciparam, y de este modo, el
nimero de parisitos fagocitados es mucho mayor y la duracién de
este periodo no excede, probablemente, de 5 minutos. Las parasite-
mias totales nunca son tan elevadas como en el caso de falciparum.
Los merozoitos del »ivax, en su apremio por encontrar nuevo alber-
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P. vivax
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gue, a veces nvaden una nueva célula en la que penetran uno, das
o mis de ellos. Al fraccionarse cada vno, no es raro encontrar mas
de una mancha de cromatina en los nuevos pardsitos; la segunda
mancha de cromatina es, con frecuencia, menor que la primera.
Aunque estos pardsitos relativamente jovenes parecen ya experi-
mentar segmentacion, no es éste ¢l caso. El parisito del vivav se
mueve por todo el gldbulo rojo en el que recién se ha introducido,
produciendo seudépodos citoplasmicos que llegan a todas las
partes de la célula. Esto da lugar a la aparicién de formas extrafias,
tan numerosas y variables que es imposible tratar de describir mis
de un reducido niimero de ellas. En consecuencia, es posible que no
se pueda reconocer en su totalidad un pardsito grande, irregular en
una gota gruesa de sangre. Los pequefios bastoncillos de citoplasma
que unen varias partes son demasiado finos para ser percibidos
(Diagrama 8). Ocurre con frecuencia que una parte del parisito
es compacta y puede contener todo el pigmento del resto del cito-
plasma, lo que da por resultado que cantidades méis pequefias de
citoplasma que se encuentran préximas no se tomen en cuenta. De
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DIAGRAMA 8

ASFECTD DEL PARASITO P. vivax EN LA GOTA GRUESA, A INTERVALOS DE 12 HORAS

hecho, para identificar lo que constituye todo el pardsito en una
gota gruesa, se requiere muchas veces examinar todo lo que se ve
dentro de un drea que tenga el tamano del leucocito pelimorfonu-
clear mas grande que se observa en la misma sangre. La confusién
que frecuentemente se produce en el diagnéstico del zivax y del
malariae se debe al hecho de que estas grandes y densas partes se
consideran como pardsitos enteros.

En lugar de hacersc pegajosa, la membrana de los gidbulos rojos
experimenta ciertas alteraciones que, al colorearse con el frotis,
producen una serie de grinulos rojizos, de tamafio, forma y distribu-
cién regulares, en la eavoltura de la célula. Estos grinulos, que al
principio son finos, pero luego se hacen mayores y méds prominentes,
se conocen con €l nombre de puntes de Schiiffner? En la gota
gruesa, especialmente en la periferia, este fendmeno de coloracidén
aparece como un halo rosado alrededor de los parasitos, y ocupa
todo el glébulo rojo que los contiene. Esta coloracién de Schiiffner
solo se produce en el caso de infecciones de wivax y de ovale. Hay
que aprovechar Gnicamente la oportunidad de su presencia, no de

1Véase el Apéndice 6, El fendmeno de la coloracién de Schiiffner,
pag. 104,
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su awseéncia, puesto que para demostrar este fendmeno se requiere
una coloracién de cierta calidad, Sélo un 109, de los colorantes
corrientes muestran estas alteraciones.

A medida que el parisito de #irax madura se vuelve redondo y
regular, y cuando alcanza el pleno desarroilo, ¢l pre-esquizonto
adulto se parece tanto al gametocito que no es facil distinguir uno
de otro. Una vez establecida la parasitemia, los gametocitos aparecen
muy pronto. Contrariamente al falciparum, los gametocitos de vivax
no aparecen en fa circulacidén totalmente desarrollados, sino que
crecen en la sangre periférica. Los gametocitos en desarrollo, con
citoplasma compacto y denso y frecuentemente con considerable
pigmento, se confunden a veces con los pardsitos del malarize en
desarrollo en la primera patte del ciclo.

Ademis, a diferencia del falciparum, estos gametocitos no con-
tindan circulando por mucho tiempo después de que se ha ingerido
una droga esquizontocida. Son tan susceptibles a esta droga como
los esquizontos. Jamds se deben confundir los gametocitos del vivax
con los del malariae debido a la escasez de éstos Gltimos.

La proporcidn del ciclo total que se encuentra en una sola gota de
sangre oscila entre 2/3 6 1/4 del ciclo, seglin los casos. El namero
de metrozoitos en los esquizontos maduros justamente antes de la
segmentacion, usualmente varia entre 14 y 24. Cuando existen dos
generaciones, es posible encontrar todas las fases del parasito.

Puesto que comiinmente en una sola gota de sangre se encuentran
todas las fases del parasito, es innecesario describir como trofozoitos,
esquizontos y gametocitos las formas del pardsito que se encuentran
en cada espécimen.

Una simple V (V=vsvax} implica que se hallan presentes todas
esas formas. Aunque a veces se alega que sélo se pueden encontrar
formas anulares de vivax, esto sucede muy rara vez y un examen
minucioso revelard numerosas fases poco desarrolladas, irregulares,
que no s¢ cncuentran jamas en el falciparum y con toda probabili-
dad, si se investiga cuidadosamente, se verin también formas seg-
mentadas avanzadas.

Conviene subtayar que el falciparum domina al rivax y el vivax
domina al malariae, pero es poco usual encontrar otra combinacién
que no sea el v7vax acompafiado de gametocitos de falciparum. Las
denominadas infecciones mixtas no existen clinicamente, salvo por
periodos de 24 a 48 horas, cuando luchan las dos especies presentes.
En este caso también, el falciparum domina constantemente al vivax
y el #ivax regularmente domina al malarise (cuartana), esto es:
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F>V>M. En o sentido clinico, por lo menos, casi nunca ocurte
una infeccidn mixta.

Una cierta indicacién de los nimeros proporcionales daria una
idea mis exacta. La infeccidn agregada se puede indicar incluyendo
un simbolo entre paréntesis, por cjemplo: +++F(17M)* lo
que significa que hay mis de 20 anillos de falciparam por campo y
17 pardsitos de malariae por 100 campos.

P. malariae. La infeccién de cuartana que produce el malariae
suele estar presente en las regiones donde se encuentran las otras
dos especies, y se subordina por lo comdn a ellas, razén por la cual
se la denomina especie de la estacién de sequia. Debido a que los
gametocitos son generalmente escasos, ratas veces se produce en el
laboratorio la transmisién por mosquitos. El periodo pre-eritroci-
tico dura 11 dias y los parisitos pueden aparecer en la sangre en
cualquier momento entre el 19° y el 30° dia. Es bien conocida la
persistencia de las infecciones por malariae. Se conoce un caso en el
que ha estado activa durante 52 afios. Como las modernas drogas
esquizontocidas son muy eficaces, s poco probable que, en el futuro,
se encuentren tantas infecciones de tan larga duracién como en el
pasado.

Las infecciones por malarize difieten de aquéllas causadas por las
otras dos especies mds importantes, produciendo cfectos secandarios
que aquéllas no causan; por ejemplo, afectan los rifiones, y la pér-
dida de la hemoglobina excede de la producida tnicamente por la
rotura de las células parasitadas. En contraste con el vivax, el
merozoito del malariae prefiere los glébulos rojos més viejos. Esto,
unido a su promedio de esquizogonia de 8 a 12 divisiones, resulta
en una parasitemia total més baja que la del vivax. El aumento de
509% en el tiempo necesario para su completo desarrollo, y la activi-
dad claramente mis baja que muestra en comparacién al vivax,
dan lugar a una produccién mas temprana y mayor de pigmento.
Una vez dentro de la célula, el parisito de la cuartana permanece
inmovil, alimentindose por 6smosis. No hay expulsién de seudd-
podos. Las etapas avanzadas de pre-segmentacién y segmentacion
a veces presentan considerable irregularidad por haber entrado el
pardsito en un glébulo rojo, en forma de rosca.? Todo el parésito

1 Véase la Seccidn 14, pigs. 68-70.
t Véase el Apéndice 3, pig. 100.
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DIAGRAMA ¢

P. malariae

estd alojado en la parte tubular periférica de los discos biconcavos
de los gidbulos rojos que contiene una cantidad de hemoglobina
inferior a la normal. Formas semejantes se encuentran en las infec-
ciones por zrax que han persistido el tiempo suficiente para dis-
minuir los valores hematoldgicos y de hemoglobina. Una sola gota
de sangre muestra una parte menor del ciclo que la que se observa
en el vivax. Tres generaciones existen cuando todas las fases del
ciclo de malariae se encuentran en un espécimen de sangre (Dia-
grama 9).

Poco tiempo después que termina la fase anular hasta llegar a
los esquizontos maduros, la caracteristica general de los parisitos de
malariae es 1a densidad, la pigmentacién acentuada y la uniformidad
y tegularidad de forma. Se encuentra también un tipo de punteado,
pero para conseguirlo se requiere un grado de excelencia téenica que
rara vez alcanzan las preparaciones ordinarias.

No es raro encontrar que el 1-4% de pardsitos caracteristicos de
cuartana persisten en una infeccidén que, por otra parte, es claramente
de falciparnm o de vivax. Un error comin que da lugar a diag-
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nosticos erroneos de malarias se debe a los casos en que la sangre
que contiene solamente gametocitos de falciparum se seca tan lenta-
mente que el pardsito tiene tiempo para redondearse. Si esas formas
son bastante numerosas se llamarin, de manera errdnea, parisitos
de cuattana.

Sin embargo, las verdaderas infecciones mixtas no ocurren con
suficiente frecuencia para justificar la asignacién de una columna se-
parada para ellas en los formularios de notificaciones. La presencia
de esa columna implica una frecuencia que no existe; su importancia,
en realidad, es muy poca y favorece el diagndstico descuidado y la
coloracién de peor calidad. Se espera que las notificaciones y los
registros sean un reflejo exacto de las infecciones de la poblacién
mis bien que un informe recargado de hallazgos parasitologicos,
cuyo valor es mas académico que prictico.

P. ovale. Las verdaderas infecciones por ovale son sumamente
raras y los microscopistas del Hemisferio Occidental que tengan que
atender a otros trabajos, no deben dedicar demasiado tiempo al
estudio de un caso sospechoso de ovale. Las infecciones prolonga-
das por wvax, cuando la sangre es suficientemente subnormal,
pueden pasar por un periodo en el cual los glébulos rojos sean
deficientes en hemoglobina. Los cambios producidos en las células
parasitadas presentan aspectos indistinguibles morfoldgicamente del
verdadero ovale. Por lo tanto, es peligroso tratar de establecer un
diagnostico de ovale sobre una base morfoldgica solamente. Un
diagnéstico de ovale puede considerarse correcto inicamente si el
supuesto ovale se transficre, ya sea mediante una aguja o un mos-
quito, a otra persona cuya sangte esté en buenas condiciones, y la
nueva infecciébn que resulta tiene las caracteristicas propias de Ia
infeccién producida por ovale. Si por casualidad, el espécimen san-
guineo se toma en un momento cercano al de [a esquizogonia, los
especimenes repetidos pueden demostrar un comportamiento dis-
tinto del vivax.

La infeccién de P. orale se encuentra con mas frecuencia en la
costa occidental de Africa, pero también esti presente en el Africa
Oriental, en ¢l Medio Oriente, Malaya, Indonesia y en las Filipinas.
Es esencialmente una infeccién cuartana, aquella con un ciclo de
48 horas, y en la que los puntos de Schiiffner estin presentes en la
parte no infectada del glébulo rojo que contiene el parasito. En
realidad, si el colorante no muestra la coloracion rojiza de Schiiffner
alrededor de los parisitos en una gota gruesa, como se ve frecuente-
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mente cn infecciones de #ivax, puede ocurrir que no se identifique
la especie. Anteriormente se creia que esta especie era, hasta cierto
punto, innocua, pero algunas cepas de ovale han mostrado severi-
dad igual a Ja del vivax.

El 6valo de los globulos rojos franjeados en que se encuentran
los parasitos, a los que se debe el nombre dado a la especie, no se
ve en los frotis o extendidos, salvo cuando la humedad es elevada y
los frotis se secan ripidamente. Los puntos de cromatina accesorios
son tan frecuentes como en el caso del vivax. Se considera que el
aspecto oblongo de las grandes masas de cromatina de los esqui-
zontos tiene importancia en el diagndstico.
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6. PREPARACIONES DE GOTAS GRUESAS

Los portaobjetos limpios se empaquetan en lotes de 5,10 & 15.
El paquete de 5 es probablemente el més apropiado para los traba-
jos de campo (véase la Seccidn 16, Portaobjetos, pag. 71). Se
rasga en diagonal uno de los extremos del paquete, dejando al
descubierto los extremos de los portaobjetos (Diagrama 10 fig. 1).
Se sacan dos de éstos y se colocan fuera del 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 cartén fuerte, que
siempte s¢ deberd tener 4 mano para este proposito. Si el piso u
otra supetficie disponible no es plana, se puede encomendar a un
ayudante voluntario, entre los espectadores que nunca faltan, que
sostenga el cartdn. Cuando se extiende la sangre, es conveniente
colocar un papel blanco liso debajo del portaobjetos. Se debe pro-
porcionar a los principiantes un modelo o guia® para la posicibn,
en el portaobjetos, de las gotas gruesas simples o multiples.

La sangre se extraera del 16bulo de la oreja, si es bastante carnoso,
o bien del indice de la mano izquierda, o bien, si se trata de un
lactante, del dedo gordo del pie. La puncidn se hara al costado del
dedo mds bien que en la yema, con una lanceta bien aguda, ya sea de
las que se utilizan una sola vez, y de las que son de uso repetido.
De estas wltimas, las méis usadas son las plumillas corrientes de
aceto, de diversa forma, con la mitad de la punta rota. Los tipos
especiales de agujas de resorte raras veces son suficientemente agu-
das, y causan molestias que no guardan proporcién con la importan-
cia real de la operacién, Para el trabajo diario continuo, merece
tenerse en cuenta la cuchilla Bard-Parker N° 11. El borde romo de
la cuchilla se inserta en la parte inferior de un pequefio corcho, que
sirve de mango. Cuando no se utiliza, la punta debe insertarse en
la parte superior de un corcho mis grande de una botella de alcohol
de boca moderadamente ancha, con una capacidad de 30 cc, ya que
la cuchilla se oxida considerablemente si se la deja permanentemente
en alcohol. Se puede mantener limpia y afilada si antes de los traba-
jos cotidianos, o cuando sea necesario, se frota con papel esmerila-
do N° 00 6 000 (véase el Diagrama 10, figs. 2, 3 y 4).

Una hoja de este papel, de 4 x 6 cm, se enrolla en la botella de
manera que la parte esmerilada quede junto al vidrio, y se sujeta
con una goma, asi estard constantemente 2 mano (fig. 3). La bo-

1 Yéase el Apéndice 5, pigs. 103-104.
35
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tella se llena de alcohol de 95 por ciento. Para limpiar la cuchilla,
el papel esmerilado se extiende sobre el paquete de portaobjetos o
sobte cualquier otra superficie firme y se frota en él la punta de la
cuchilla, hasta que desaparezca todo resto de sangre seca, orin, etc,,
y el borde y la punta estén tan afilados que no se puedan ver ficil-
mente sin la ayuda de una lupa (fig. 4).

Con un algodén o gasa humedecidos en alcohol se limpia la parte
en que se va a hacer la puncion, restregando bien para quitar cual-
quier suciedad y sudot seco, y luego se frota nuevamenie con un
algoddn o gara secor (fig. 7). Conviene utilizar algodén de fibras
largas mas bien que el de calidad inferior, que tiene més hilachas. La
gasa o una venda de tejido claro, cortada en pequenios pedazos, es
probablemente la més satisfactoria. La cuchilla o la plumilla se
humedece con alcohol, se seca (fig. 6) y se clava ligera y ripida-
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 opera-
cton lo sujetari con la mano izquierda de una manera constrin-
gente. Después de la puncién se aprieta suavemente la punta del
dedo hasta que salga la sangre, formando una gota esférica sobre la
piel seca (figs. 8, 9y 10).

Inmediatamente, sosteniendo por el extremo un portacbjetos
limpio, se apoya el borde del mismo contra el dedo indice del que
efectda la operacion (fig. 11}; luego se va inclinandoe suavemente
el portaobjetos hacia ¢l dedo del donante, hasta que la superficie
del portaobjetos entre en contacto con la parte superior de la gota.
La cantidad de sangre tomada determinara si se necesita otra gota,
en cuyo caso se colocard esta segunda gota al lado de la primera.
Se apoya rdpidamente el portaobjetos sobre una superficie plana y
lisa, de preferencia blanca, y, utilizando unos cinco milimetros de
la esquina de un segundo portacbjetos, se extenderi la sangre
(fig. 12} hasta formar un cuadro o rectingulo del espesor debido.

Si se ha de tomar més de una gota gruesa de sangre de la misma
persona, cuando la piel se haya secado por completo, se puede
recoger una gota fresca y extenderla directamente desde Ia esquina
de otro portacbjetos limpio. A fin de evitar el traslado de sangre de
una gota a otra, la esquina que se ha usado para extenderla debe
limpiarse inmediatamente después de haber sido usada,

Con el resto de sangre que quede en el lugar de la puncién se
forma una capa mas delgada de sangre o un frotis parcial delgado
que se usa para la identificacién (figs. 13 y 14) y en la que se puede
escribir, una vez que se seque la sangre, con un lapiz blando de
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INSTRUCCIONES

Figura 1 Los paquetes de portachjetes nuevos se abren rasgando el papel de la enwoltura
en une de Eos extremos, procurande, en tode moments, sostener los porlachjetos por ios
bordes o por dos extremos, con el dedo pulgar y el indice, a fin de o tocar las superficies.

Figura 2 Se puede utilizar como lanceta cuzlquier cuchilla puntiaguda limpia. La lanceta
debe insertarse en la parte inferior de un corcho pequeho y, cuande no se use, la punia debe
insertarse en la parte superior de un corcho mas grande de un frasco de alcohol de boca
moderadamente ancha, de 30 < de capacidad, ya que la cuchilla se mxida considerabtemente si
se defa permanentemente en aleghol.

Figera 3 La botella que contiene la lanceta ha de llevar un pedazo de papel de esmeril
sujeto con wna liga., Este papel se utiliza para limplar la lanceta y tamblén para afdarla.

Figura 4 Para afilar la lanceta se coloca el papel de esmeril sobre un paquete de
portachjetos v oira superficie sdlida y plana,

Figura 5 Facilitese 10da la informacién requerida en la hoja de nolificacidn de casos de
fiebre, sin olvidar el nimero del pueste del colaborador y el nimero de serie de la muestra.

Figura & Limpiese la punta de fa lanceta con wn pedarc de gasa o aigodin hidréfilo
humedecido con aleoha!. Coléquese la lanceta limpia sobre 1a mesa, permitiendo que el corcho
descanse sobre uno de sus lados de tal mamera gque la punta de aquélla no togue lugar u
objeto algune. .

Figura 7 Se limpia bien la g)iel atrededor del lugar donde se prelende hacer la puncidn,
con un poco de gasa ¢ algeddn hidrdfilo humedecide con alcobol y exprimide ligeramente
para quitar el exceso.

Figura 8 Puncidnese ¢l dedo, en el lugar indicado con una ¥, mediante un golpe répldo
de la Janceta.

Figura % Limplese cuidadosamente la primera gota de sangre del dedo con un pedazo de
gasa o de algoddn seco.

Figura 10 Preslonando el dede se hace salir otra gota de sangre,

Figure 1 Sosteniendo por ef extremo un portacbjetos limpio, se apoya el borde del misme
comra el dedo [ndice de fa mano izquierda que sujeta el dedo en que se ha heche la puncitn;
luego, se va inclinando suavemente el portaobjetos hasta que ia mitad Superior del mismo
entre en contacto con la parte superior de la gota de sangre y una parte de ésta quede
adherida a &I; se debe evitar que el portaohjetos toque la piel. Si queda sangre suficiente en
el dede, se coloca en el portachjetos una segunda gota mas pequeiia, que se sitéa @ 5 mm
debajo de la primera, antitipando asi la operacion de la fig. 13.

Figura 12 Coloquese el portachjetos en una hoja de papel, cuidando gue la sangre quede
hacia arriba y, utilizando unos 5 mm del borde inferior de un segundo portaobjetns,
extiéndase la sangre hasta formar un cuadro o rectdngulo, e inmediatamente limpie la sangre
del portaobletos vsada para extenderla.

Figura 13 Con la misma esguina del sequndo portacbjetos, rectjase cire poto de la sangre
que haya quedado en ¢l dedo.

Figura 14 Esta sangre, o la segunda gota mencionada en la fio. 11, se extiende a fin de
usarla para escribir,

Figura 15 El dedo del enfermo se debe limpiar con un pedaza de algodén p gasa saturade
con alcohol v, si continda sangrande, se presiona la puncion con un pedaze de algedin seco,
hasta que deje de sangrar.

Figura 16 Para secar |a sangre abaniguese el portaobjetes con una cartullna hasta que la
satigre pierda el brille,

Figura 17 Empleando el |4piz nOmere 1 o un ldpiz Dixon No, 2225, “Film Mark”, escribase
en la sequnda mancha de sangre el nimere del puesto de! colaborador, el nimero de serle de
la placa y la fecha en que fue preparada.

Figura 18 En los casos en que haya que tomar un gran nOmero de muestras de distintas
personas al mismo tiempo, se pueden colocar transversalmente en el mismp portacbjetos
cinco gotas gruesas y estrechas. La sangre puede extenderse hasta uno de los bordes del
portaobjetos, para indicar la muestra gue se tomb primers. EY nmerp del paclente a! que
se tomd esta primera muestra sirve para Identificar fos frotis de todo el grupe del mismo
portanhjetos y se marea al lado derethe de la primera gota o, mejor ain, sl es posible, eon
aywda de un lipiz de diamante, en el vidrio, en el angulo inferlor dereche del portachjetos.
€505 nimeras han de terminar siempre en 1 6 6.

Figura 19 Se pueden envelver en sus hojas de anotacién une o dos portacbjelos siempre
fque contengan sangre de una misma persona. Taimbién se pueden colocar juntos tres o mds
portaghjetos de distintas personas y empaquetar firmemente con una envoltura para portanbletos.
Las hojas de anotacibn se colocan, entonces, en torno al paquete compacts.

PAHO /WHO
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grafito del N° 1 o lipiz de "marcar peliculas’.*

Las gotas gruesas de sangre ya no se preparan con el grosor de
antes, ni son agitadas o desfibrinadas. La densidad adecuada de una
gota gruesa es, naturalmente, el espesor miximo a través del cual
se puede ver bajo inmersion en aceite después de la coloracién. Esto
puede calculazse preparando primero una gota decididamente dema-
siado gruesa; ésta se extiende de manera insuficiente y el portacbje-
tos se coloca perpendicularmente o sobre su borde; se formard in-
mediatamente una gota que corre hacia el borde inferior. Con otro
portaobjetos, se extiende mas ampliamente una cantidad similar de
sangre y sc levanta de nuevo el portaobjetos. Si se forma la gota
ripidamente, se extiende todavia mds. Esto se repite hasta que la
sangre recién extendida ya no corra hacia el borde inferior, sino que
sblo se deslice muy lentamente.

La gota gruesa definitiva debe ocupar la mitad interior de los
dos tercios del centro del portaobjetos, dejindose un espacio libre
de 1,5 cm a cada extremo del portaobjetos para facilitar su manipu-
lacién mientras estd todavia hamedo.

El lugar en que se escribe la identificacion puede cubritse con
sangre que haya quedado un poco mis tiempo en la superficie de
la piel. Si el servicio de malaria no tiene ninguna clave o simbolo
particular para identificar al donante, se inscribirdn las iniciales de
éste y la fecha con un lipiz blando del N° 1, utilizando la numera-
cién romana para indicar el mes; por ejemplo: P M B 17 XII 3,
(0 sea el 17 de diciembre de 1963). Se necesita un digito para el
decenio Gnicamente en el caso de portaobjetos que se preparan para
obtener especimenes permanentes.

Cuando la humedad sea alta, se puede abanicar el portaobjetos
con una cartulina (fig. 16). Un “humigraph’ * econémico resulta
atil para indicar los cambios de humedad que afecten el secado de
los portaobjetos,

En el mismo portaobjetos se pueden colocar transversalmente
cinco gotas gruesas estrechas, si asf se desea (fig. 18), que se iden-
tificarin por el simbolo o ntmero escrito con un lipiz del N° 1, en
el extremo inferior de la primera gota, o se matcarin con un lipiz
de punta de diamante en la esquina inferior derecha del pottaob-
jetos. Asimismo, para indicar l2 gota que se extrajo primero, la
sangre de ésta puede extenderse hasta uno de los bordes del
portaobjetos.

1 Véase el Apéndice 13, Lipices usados para hacer marcas en la sangre,
pag. 112.

t A, Daigger and Co., 159 West Kinzie St., Chicago 10, Illinois (véase
el Apéndice 14, pag. 113).
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7. TEORIA DE LA COLORACION DE LA SANGRE

La coloracién de la sangre ha sido siempre complicada por la gran
variabilidad inherente al azul de metileno. Virtualmente todos los
colorantes de la sangre se derivan originalmente del azul de meti-
leno preparado de diversas maneras. Cuando se sabe que se pueden
obtener resultados sumamente variables, incluso empleando los
mismos lotes de azul de metileno ¢ idénticos procedimientos, resulta
evidente que la misma variacién se logra con la coloracién de
Giemsa, de Wright o de Leishman. En algunos casos, la diferencia
suele ser tan grande que inutiliza algunos lotes de colorantes.

En 1925 se constituyd en los Estados Unidos de América la
Comision de Coloraciéon Bioldgica, a fin de ensayar cada lote de
colorante con el propésito de eliminar los que resultaren poco satis-
factorios. Por lo tanto, al adquirir colorantes para sangre, fabrica-
dos en dicho pais, es muy conveniente buscar uno que tenga un
namero de certificacién de la Comisién de Coloracidn, lo que ase-
gura que, por lo menos en el momento en que se ensayaron, los
resultados fueron satisfactorios.

Con respecto al colorante de Giemsa, de maxima utilidad en las
actividades de erradicacién de la malaria, algunos laboratorios to-
davia preparan sus colorantes con los componentes usados original-
mente, 2 menudo con muy buenos resultados. Sin embargo, se
aconseja al principiante que, salvo en circunstancias excepcionales,
no trate de utilizar este método, porque no siempre es satisfactorio.
Aunque en el mercado mundial se dispone de nurnerosos colorantes
de Giemsa, todos buenos y a veces excelentes, no es posible reco-
mendar con seguridad uno especial. El procedimiento mis seguro
consiste en obtener pequefias muestras (1'a 5 gm), por lo menos de
tres fuentes distintas, que se deben ensayar extensa y repetidamente
con las técnicas y en las condiciones de la localidad. Sblo entonces
puede hacerse un pedido en gran cantidad.

Esto puede explicar 1a firme conflanza que algunos investigadores
de larga experiencia tienen en marcas o tipos determinados de colo-
rantes y puede explicar también, por qué es posible que algunos
colorantes de Giemsa den resultados satisfactorios si se disuelven
en una marca de alcoho! metflico puro, y son manifiestamente menos
satisfactorios con otras marcas. Los elementos disueltos se encuen-
tran evidentemente en un equilibrio quimico tan delicado que
cambios de reaccidn muy débiles pueden producit resultados
sorprendentes.



39

El constituyente basico del colorante de ia sangre consiste en
algln tipo de eosinato de azul de metileno disuelto bien sea en
alcohol metilico puro o en una proporcién igual por peso de ese
alcohol y glicerina puta. Generalmente, el alcohol metilico esta
libre de acetona, pero no todos los alcoholes libres de acetona dan
tesultados satisfactorios. Esta solucién alcohdlica de colorante de
Giemsa es sblo un medio conveniente para preparar la solucién
acuosa que, en realidad, colorea los elementos rojos, azules y violeta
de la sangre. Es poco probable que los elementos disueltos perma-
nezcan en solucidn mas de 45 a 90 minutos, tiempo en el que
comienzan a precipitarse y desprenderse de la solucién. Esto tiene
importancia en dos sentidos: 1) todas las soluciones de Giemsa se
deben preparar inmediatamente antes de usarlas, y 2) si el agua con-
tamina la solucién alcohdlica madre, se precipitarin de ésta valiosas
porciones de elementos de coloracién, en proporcién a la cantidad de
agua presente. Los resultados de la introduccidon diaria de una
pipeta hiimeda en {a solucién madre, pueden ser desastrosos. La
contaminacién acuosa del colorante alcohdlico madre es la mis fre-
cuente y sutil debido a la inherente capacidad de los alcoholes puros
para absorber humedad. Esto puede ocurrir muy rapidamente en
los trdpicos, donde la humedad es elevada. Este hecho dio origen
ala antigua creencia de que generalmente los colorantes de la sangre
se deterioran en los trdpicos. Por lo tanto, los tapones de rosca de
las botellas se deben apretar a intervalos, y los tapones de corcho
se deben renovar cuando pierdan elasticidad. 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 cerrarlos herméticamente.

A fin de impedir este deterioro invisible y continuo del colorante
de Giemsa, es conveniente usar botellas pequefias cuya capacidad
sea suficiente para uno o dos dias de trabajo. Cuando no se disponga
de cuentagotas de plistico, se puede usar el pequefio tubo antiguo de
ensayo, amarrado a la boteila de ensayo, pero no es un sustituto
adecuado. Las pequenas botellas de plistico con cuentagotas, y
herméticamente cerradas con tapas de rosca, como las utilizadas
para perfumes y algunas medicinas, son ideales para trabajar con el
colorante Giemsa.! Las botellas que contienen la solucién madre
s6lo se abrirdn cuando sea necesario llenar de nuevo las botellas de
uso diario.

1 Véase el Apéndice 12, Cuentagotas de plistico, pig. 112,
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Las mismas precauciones descritas para el colorante de Giemsa,
se deben adoptar con todos los otros tipos de colorante Romanow-
sky, como los de Wright y Leishman, aunque ordinariamente no se
use glicerina. Estor colorantes se disuelven en alcobol metilico puro
en la proporcidn de 0,15-0,18 gm por 100 cc de alcobol metilico
puro, mientras que el de Giemsa se mezcla como sigue:

Colorante de Giemsa en polvo (certificado) 0,75 gm
Alcohol metilico puro 65,0 ¢
Glicerina pura 35,0 cc

A falta de colorante de Giemsa, a veces se obtienen excelentes
resultados usando los polvos de Wright o de Leishman en lz misnia
concentracion del de Giemsa, y, naturalmente, con la misma técnica.

Durante mucho tiempo, el método recomendado para la prepara-
cién de Jos colorantes ha sido el de mezclarios en un mortero. La
pulverizacién prolongada con glicerina o alcohol metilico, o con
ambos, sigue siendo un procedimiento corriente. Es probable que
esto pueda hacerse sin mayores consecuencias, en los climas secos;
pero con este método la exposicién a la atmodsfera es demasiado
prolongada. Ademis, invariablemente se adhieren terrones de polvo
colorante hiimedo a los lados del mortero y al triturador. En lugar
de este método, el procedimiento que desde hace varios afios se
ha utilizado con resultado -satisfactorio ha consistido en colocar
el polvo seco directamente en una botella de tamafio apropiado que
contenga la cantidad adecuada de la mezcla de alcohol-glicerina.
En la botella también se introducen un minimo de 50 cuentas de
vidrio macizo, de pequefio tamafio, cuyo didmetro no exceda de
5 mm y que estén perfectamente limpias. Esta botella se agita in-
tensamente a intervalos determinados, 6 a 10 veces al dia, durante
un minimo de 3 dias. Después se extraen diariamente pequedas
muestras, que se filtran a través de un papel de filtro de grosor
medio y se ensayan con sangre fresca. Cuando todos los elementos
de la sangre aparezcan en sus colores apropiados, se filtra una canti-
dad suficiente del colorante para una o dos botellas, v asi, queda
listo para su uso; la cantidad restante del colorante se aimacena sin
filtrar hasta que se necesite. En razén a fa posible variacién de los
distintos ingredientes, la botella con solucién madre debe llevar una
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etiqueta grande en la que se enumerarin cuidadosamente su nom-
bre, nimero del lote, y [a cantidad de cada uno de ellos, asi como
la fecha de la preparacién.

Hay que insistir en que todos los envases que contengan colorante
liguido deben mantenerse herméticamente cerrados en todo mo-
mento. Sise siguen cuidadosamente las instrucciones antes citadas,
se observard que, con el tiempo, esos colorantes mejoran, en lugar
de deteriotarse, bien sea "en los trépicos” o0 en cualquier otra
regibn.

Diluentes. Como solamente las soluciones acuosas recién hechas
de colorantes de la sangre dan a las preparaciones los colores conoci-
dos, tiene mucha importancia la clase de diluente que se utilice. En
la coloracién de la sangre se han empleado como diluentes, en diver-
sas ocasiones, las siguientes clases de agua: agua de pozo, de ma-
nantiales, arroyos y rios y de abastecimientos de agua por cafieria,
asi como agua destilada, agua de lluvia, e incluso agua destilada
dos y tres veces, y por Gltimo, agua amortiguada o tamponada y
agua neutralizada. Cuando escasea provisionalmente el agua desti-
lada, se pueden agregar sales amortiguadoras al agua de grifo. Esta
combinacion nunca reemplazard el empleo del agua destilada. El
agua de lluvia recogida ‘en un recipiente limpio de superficie lisa de
porcelana u otro material, a medio metro sobre el nivel del suelo,
es agua destilada.

Hay que sefialar que no es posible establecer una reaccién que
resulte adecuada para todas las coloraciones. La prueba definitiva de
la adaptabilidad o veaccidn del diluente consiste dnicamente en la
apariencia de la sangre vista a través de lor ocularer del microscopio.
Por lo tanto, se debe utilizar cualquier combinacién que, de un mode
constante, proporcione buenos resultados, por poco ortodoxa que
pueda parecer. En algunas zonas donde el agua subterrinea pasa a
través de bosques y prados, y terrenos arenosos o arcillosos y rocas,
el agua de grifo puede resultar sumamente conveniente para dicha
finalidad. Por otra parte, cuando el agua pasa a través de rocas
porosas y yesosas, o piedra caliza, puede ser inservible, El agua que
haya adquirido bacterias acrégenas, fermentos o algas puede resultar
igualmente inadecuada, 2 menos que como consecuencia de hervirla
durante cinco minutos, de filtrarla y sedimentarla, recupere su clari-
dad. Se deben descartar todas las aguas que no sean cristalinas.

La adicién de sales amortiguadoras al agua diluente produjo in-
mediatamente, en la mayoria de los casos, un notable mejoramiento
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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 calidad, se acercaba al punto de neutralidad (pH 7,0). La ex-
periencia ha demostrado que no hay un pH estindar para todos los
tipos de colotantes y que se debe buscar la reaccién mas adecuada
para la coloracién que se desea. En la prictica, la mediana varia
generalmente entre pH 6,6 y 7,4 que coincide con la escala del in-
dicador rojo de fenol.

El fosfato de sodio (INNa,HPO,) y el fosfato de potasio
(KH,PO,) son las sales a.mortiguaidoras de uso corriente. Debido
a que el fosfato de sodio cristalino contiene 12 moléculas de agua
de cristalizacion, al quedar expuesto al aire, no tarda en cubrirse de
polvo blanco, por lo que no es posible determinar su peso cxacto.
Cuando se mezcla con otros cristales, se forma wna masa himeda,
Por lo tanto, es indispensable especificar que el fosfato monohidré-
geno de sodio sea anhidro; el fosfato dihidrogeno monopotisico
puede mezclarse asi con la sal de sodio anhidra en cualquier propot-
cién y sigue permaneciendo seco. En la prictica, se pueden preparar
ripidamente soluciones amortiguadoras cficaces agregando un gra-
mo de una mezcla de las sales de sodio y de potasio a cada litro de
agua destilada en la proporcion de 6 a 5 v en cualguier otra que baya
resultado satisfactoria. Se mezclan perfectamente las cantidades co-
rrectas de esas sales y se pulverizan en un mortero, y el polvo homo-
géneo se pesa en lotes de 1 gramo {0 mis) y se coloca en pequeidios
tubos herméticamente cerrados o, si se va a utilizar inmediatamente,
se puede envolver en papel glasina, o disolver en pequefias canti-
dades de agua.

Para la coloracién adecuada de Jos frotis o extendidos de sangre,
el agua destilada debidamente neutralizada para esta finalidad,
puede resultar mejor que las aguas amortiguadoras. La preparacidn
se hace neutralizando el agua destilada a un indicador rojo de
fenol con un alcali débil, como el carbonato de litio al 0,2 por ciento.
Se agita repetidamente (un minimo de 50 veces) hasta que el color
deseado se mantenga por lo menos durante 20 minutos, y entonces
puede usarse con colorantes de Wright o Leishman. Esta agua neu-
tralizada no sdlo es usada como diluente del colorante alcohdlico,
sino que también debera utilizarse para el enjuague final. Las sales
amortiguadoras actGan como una especie de material quimico elds-
tico para inactivar (dentro de una esfera limitada) diversas
cantidades de dcido y alcali. Por otra parte, la neutralizacién es
una reaccibn quimica fija que no permite variaciones.
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8. TECNICAS DE COLORACION EN GENERAL

Los frotis se preparan extendiendo una gota muy pequefia de san-
gre fresca con el borde de un portaobjetos nuevo, liso y sin despos-
tillar. El espesor Sptimo que se ha de obtener debe consistir en una
capa de células sanguineas, del mismo espesor que el de una célula;
en contraste, la gota gruesa puede contener de 6 a 20 veces esa
cantidad de sangre, extendida sobre un irea aproximadamente. rec-
tangular de 1,5 por 1,2 cm,

En el frotis de sangre, una sola capa de células se extiende hori-
zontalmente sobre la superficie del vidrio. La gota gruesa de sangre
contiene numerosas capas de células en su acostumbrada formacion
de "rouleaux” (pilas de monedas) y el eje de una célula puede
estat 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 méximo detalle, las células sanguineas y su contenido. Pot lo
tanto, esas prepataciones son “fijadas” mediante la aplicacién de
alcohol metilico puro, a fin de retener la hemoglobina de las células
y de que puedan ser coloreadas. Es relativamente ficil ver a través
de una sola capa de glébulos rojos coloreados.

Si se “fijaran” asi los globulos rojos de la sangre contenidos en la
gota gruesa, no se podria ver nada, salvo en los bordes extremos. Es
necesario, por lo tanto, retitar la hemoglobina de las células rojas,
utilizando algunos de los diferentes métodos, separadamente o du-
rante el proceso de coloracién, Antes se utilizaban soluciones débiles
de acido hidroclérico, agua destilada o bien otras mezclas, para
retirar la hemoglobina antes de agregar el colorante de la sangre.
Esto producia frecuentemente no sélo una ruptura completa de las
células rojas de la sangre, sino también deterioro parcial, lisis y de-
formacion de los pardsitos, leucocitos y otros elementos de la san-
gre. Después se establecié el método de efectuar la deshemoglobini-
zacién en Ja solucion colorante.

E! primer paso en la coloracion de los frotis o extendidos es la
fijacién, que se opone diametralmente al principio de la coloracién
de gotas gruesas.

Tanto el tiempo como el calor tienden a “fijar” la hemoglobina
en los glébulos rojos ya sea en frotis o en gotas gruesas. Por lo
tanto, es evidente que cuanto mis rapidamente se coloreen las gotas
gruesas, méis completa serd la deshemoglobinizacion, y mientras
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mayor tiempo estén sin colorear, menos claras resultarin las prepa-
raciones. En un clima cilido y himedo pueden bastar de 7 a 10
dias para que una gota gruesa de sangre resulte inadecuada para
el examen, después de la coloracion. Por otra parte, los frotis o
extendidos pueden presentar una apariencia bastante buena.

Para demostrar lo que sucederia sj se “fijatan” las gotas gruesas,
basta con verter alcohol metilico puro sobre 12 mitad inferior de una
gota sostenida perpendicularmente, y exponetla a la técnica co-
rriente de coloracion para gotas gruesas.

Gotas gruesas. La coloracion original de las gotas gruesas con-
sistia en cubrir una gota espesa bastante grande con azul de metileno
diluido. Como pricticamente no existia visibilidad en la patte cen-
tral, se pensd que si se agitara bien la sangre, el examen seria mis
facil. Sigui6 un largo periodo en el que se considerd imprescindi-
ble la desfibrinacidn, aun cuando un poco menos de sangre en la
gota hubiera producido el resultado deseado. Desde entonces, s¢ ba
usado casi exclusivamente la colovacion de Giemsa y se ha generali-
zado la diducion de una gota de la solucion madre en 1 cc de agua
destilada. Los portaobjetos con gotas gruesas se colocaban a traves
de unas varillas de vidrio v la dilucién de colorantes de Giemsa se
vertia sobre ellos, dejando que ejerciera su accién durante una hora
aproximadamente, después de lo cual ya estaban listos para exami-
nar. Las cantidades mayores se coloreaban, apoyadas verticalmente
en los bordes o en los extremos, en vasos o cajas de coloracién rec-
tangulares de mayor o menot profundidad.

En 1929, Barber y Komp colocaron las gotas gruesas en un ex-
tremo de los portaobjetos y los separaron por medio de una pieza
de cartén bastante gruesa, de 2,5 cm cuadrados, situada en el otro
extremo. Por este procedimiento, se podrian colorear simultinea-
mente grupos de 25 a 50 portaobjetos, colocandolos verticalmente
en una caja de coloracién; de aqui surgié la practica de colocar la
gota gruesa de sangre en el extremo del portaobjetos. Si en uno de
los portaobjetos de tales grupos existia una infeccién de falciparum
muy acentuada, debida principalmente a la debilitacién de la sangre,
algunas partes de ésta que contenian parisitos, ocasionalmente con-
taminaban los portaobjetos contiguos. El enjuague cuidadoso o el
empleo de un detergente puede evitar este inconveniente.

Después del descubrimiento hecho por Pampana, en relacién con
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la acci6n deshemoglobinizante de las soluciones isotdnicas de azul de
metileno, Field cre6 su método de coloracién ripida para gota grue-
sa, que fuera usado tan extensamente durante la Segunda Guerra
Mundial. Este consistia en una sumersion de uno a tres segundos en
soluciéon A (una mezcla de azul de metileno y fosfatos), seguida
de un enjuague breve en agua destilada, y una sumersién similar en
solucidn B (una mezcla de eosina y fosfatos). La rapidez con que
se realizaba el método no daba tiempo para una deshemoglobiniza-
cién completa, pero mostraba tanto leucocitos como parisitos, colo-
reados con claridad y brillantez. Una variacién de esta misma colo-
racién se desarrolié en la India, y es conocida como coloracién
J.S.B.

Entre 1920 y 1930, un fabricante de equipos, en Londres, di-
sefié un dispositivo para coloracidn, ligeramente curvo, de tal ma-
nera que cuando en su curva se colocaba un portaobjetos invertido
quedaba debajo del mismo un espacio que no excedia de 3 mm de
profundidad, en el cual se vaciaba el colorante. Debido al peso
caracteristico de la molécula de hemoglobina, esta posicion invertida
de la gota gruesa permitia una deshemoglobinizacién total en com-
paracidén con las otras posiciones en las que los portaobjetos habian
sido coloreados anteriormente. La sumersion de la lamina durante
un solo segundo, en un fosfate de azul de metileno, preservaba en
gran parte los elementos celulares de la sangre sin interferir en la
deshemoglobinizacién. Cuando la solucién de Giemsa era vertida
bajo el portachjetos colocado en la placa curva o en el dorso de una
bandeja rectangular esmaltada, como la que muestra el Diagrama
12-E (pag. 48), se descubrié que este tratamiento con azul de
metileno facilitaba la coloracién después de la exposicion de sélo
6 a 10 minutos a la solucidn de Giemsa.

La coloracion de la combinacion de gota gruesa-extendido requie-
re que el extendido sea “"fijado’ por separado con alcohol metilico
antes de que la lamina sea coloreada, con alguna variacién de las
técnicas antes mencionadas.

Los extendidos solos pueden ser coloreados con Giemsa después
de haber sido “fijados” previamente, o con colorantes de May-
Griinwald, de Wnght o de Leishman, con los cuales se obtiene la
fijacién aplicando primero el colorante sin diluir y después el
diluente.?

1En el Apéndice 9, pig. 106, se da Informacién adicional sobre la
coloracién de frotis o extendidos.
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9. TRATAMIENTO PREVIO DE
GOTAS GRUESAS

Cuando las laminas de gota gruesa se demoran en llegar a las
personas que pueden usar debidamente Ia técnica de coloracién de
Giemsa, es necesario tratarlas previamente. Primero, las liminas
se sumergen por un segundo en la solucién de azul de metileno fos-
fatado, o simplemente se vacia el azul sobre la sangre (Diagrama
11, fig. 4). Segundo, la duracitn del enjuague en agua amortigua-
dora debe ser mayor que en el caso de la técnica completa de colora-
cién, pero solamente hasta que el borde del frotis se vuelva ligera-
mente gris azulado. El lavado no se ha de llevar a tal extremo que el
color rojo desaparezca de cada parte de la gota. Tercero, hay que
dejar que el agua se escurra del portaobjetos y éste debe secarse al
calor suave, o al sol, para evitar el crecimiento de hongos. En
cuarto lugar, los portaobjetos deben envolverse en paquetes de 15
o menos, identificando su contenido en la parte exterior, con un
lipiz suave, siempte en los bordes y no en el lado plano del por-
taobjetos. Quinto, es preciso guardarlos en un lugar seco hasta que,
finalmente, puedan ser coloreados con una solucién de Giemsa
recién preparada. Como es imposible lograr una mayor deshemoglo-
binizacién, de nada sirve invertirlos. De 5 a 10 minutos suelen ser
suficientes para la coloracién con Giemsa. El tiempo minimo nece-
sario se ha de determinar mediante ensayos.

En el Diagrama 11 se explica como pueden tratarse unas pocas
liminas en la casa de un colaborador, y se describe cada una de las
medidas adoptadas. En el caso de numerosas liminas, las medidas
se reducen a las indicadas en el Diagrama 12 (A y B); las liminas
se mueven suavemente hacia adelante y hacia atris en la segunda
agua amortiguadora hasta que queda sélo un vestigio de color rojizo,

Los portaobjetos que han sido pobremente coloreados pueden
ser vueltos a colorear de varios modos, algunas veces con éxito con-
siderable. Sin embargo, no se ha ideado todavia una técnica que por
si sola dé siempre resultados satisfactorios.

Actualmente existen frascos pldsticos de goteo cuya capacidad es
de 30 a 150 cc {véase el Apéndice 12, pag. 112). Al ser introducido
en dichos frascos, el colorante de Giemsa se encuentra mucho mejor
protegido contra la contaminacién con humedad que en cualquier
recipiente que requeriria una pipeta separada para secar el nimero
apropiado de gotas. Por lo tanto, ef personal de evalnacién podri



DIAGRAMA 11

Figura 1

Figura 2

Figura 7

Figura 9

TRATAMIENTO PREVIO DE LAMINAS DE GOTA GRUESA
POR LOS COLABORADORES VOLUNTARIOS

Figura 1

A. Aspecto de la gota gruesa antes del tratamiento previo.

B. Equipo sencillo que usa el colaborader para tratar previa-
mente las gotas gruesas con una solucién fosfatada de
azul de metileno. Consiste en una botella bien enjuagada
que contenga 300 cc de agua destilada o de agua de
lluvio, un vaso pequefio y un platillo pequeiio,

C. El cartucho de envio postal que, cuando se devuelve al
colaborador, contiene frascos pequefios de solucidon fos-
fatada de azul de metilenc y sales amortiguadoras vy un
paquete de tres portaobjetes.

D. Bloc de hojas para lg notificacién de casos ¥ un paquete
de popel para envolver portaobjetos.

Figura 2

Viértanse las sales amortiguadoras (el polvo blanco} en la
botella de agua.

Figura 3

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

Figura 4

Sujetando el portachjetos formando un éangulo de 20° scbre
el platillo, viértuse rapidamente sobre aquél suficiente solucién
fosfotado de azul de metileno (solucién azul) hasta cubrir la
sangre. Un segundo es suficiente para que achie la solucién azul.

Figura 5

Sumérjase inmediatamente el portaobjetos en el vase que con-
tiene la solucién amortiguadora.
Figura 6

Muévase suavemente el portacbietos de un lado a otro en lg
sofucién amortiguadora, haste que sélo el borde de la placa de
grota gruesa de songre pierda el color roje. Cuande la solycién
se vuelva de un color azul fuerte, sustitiyase el liquido por solucién
nueva de la botella.

Figura 7

Apéyese el portoobietos contra cualguier objeto adecuado,
Para que se seque. En la figura se puede ver el portacbijetos tal
como aparece después del tratamiento (bastante transparente).
Figura 8

Envoltura del portacbijetos en su hoja de notificacién.

Figura 9

Coldquese el portaobietes envuelto dentra del tubo de envio
postal, pora remitirlo af laboratorio, usande la envoltura en caso
necesdario.
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Jer equipado para colovear las liminas en el campo, y los colabota-
dores s6lo necesitaran hacer el tratamiento previo de liminas. Lo
anico que se necesitaria para equipar al personal de evaluacién,
ademis de lo ya recomendado, es un pequefio abastecimiento adi-
cional de agua amortiguadora y una superficie limpia con una de-
presion, segin puede verse en el Diagrama 12-E. Todas las liminas
tomadas por el personal de evaluacion pueden, de esta forma, ser
coloreadas en el campo una vez que se haya acumulado un nimero
adecuado de ellas diariamente o cada dos dias. Este método pro-
veerd a los microscopistas con la mejor preparacion posible para el
exanien.

Observaciones. La proporcion de polvo de colorante requerida
gs s6lo un promedio y la cantidad puede variarse de acuerdo con los
resultados obtenidos. Por ejemplo, si algin colorante de Giemsa da
buen resultado cuando ha sido disuelto en cierta proporcidén con
glicerina y alcohol, esas cantidades podrin ser aceptadas. Cuando
la solucion alcohélica es demasiado fuerte y los leucocitos estin
ligeramente sobrecoloreados, 5 & 6 gotas en 10 cc de diluente pue-
den ser suficientes. Es mejor diluir ¢l colorante con una cantidad
mayor de mezcla de alcohol y glicerina, a fin de mantener la pro-
porcién universal de una gota de solucién alcohélica de colorante
por 1 cc de solucidn amortiguadora,

Del mismo modo, con las soluciones amortiguadoras se debe
procurar encontrar la proporcién de szles que dé resultados 6ptimos.
Se prepara una scrie de soluciones con diferentes 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 €l colorante de Giemsa, usando la solucién amor-
tiguadora de 1 gramo de cada una de estas proporciones con un litro
de agua destilada. Se eligen las proporciones que den los mejores
resultados. La proporcién de 6:5 serd probablemente la preferida.

10. TECNICAS DE COLORACION
DETALLES

Las gotas gruesas se solian tefiir Gnicamente con colorante de
Giemsa. Los portaobjetos se colocaban hacia arriba sobre varillas de
vidrio a una distancia de 5 ¢m una de otta, y cuidadosamenté nive-
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DIAGRAMA 12

SOLUCION DE AZUL DE METHLEND
AMORTIGUAUA CON FOSFATO || SOLUCION AMORTIGUADORA

BOTELLAS PARA SOLUCIONES CHAROLA CURYA PARA COLORACION

CHAROLA ESMALTADA - GHADILLA PARA SECAR PORTADBIETQS
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ladas; se vertia sobre los portaobjetos solucion de Giemsa fresca, 1
gota a 1 cc de agua destilada o amortiguada, dejindose actuar du-
rante 30 2 60 minutos. Después, se enjuagaban con el mismo di-
luente, se escurrian y se secaban al calor.

Parta colorear portaobjetos con colorante de Giemsa se disponia
de vasos de Coplin y cajas de coloracién rectangulares, v los blo-
ques de portaobjetos arriba mencionados se coloreaban del mismo
modo.

El tiempo de coloracién varia con cada lote de colorante y debe
cnsayarse minuciosamente. La deshemoglobinizacién no es tan com-
pleta con el método de Field (véase pig. 51) como con la técnica
de azul de metileno de Giemsa, pero los colotes en los margenes de
la gota gruesa son aproximadamente los mismos con los dos
métodos.

Coloracidon de las Gotas Gruesas (Walker)
(Diagrama 12)

1. Compruébese minuciosamente la identificacion de la lamuoa,
Utilicese un lipiz blando de grafito del N° 1 para correcciones o
cualquier anotacién, No debe usarse un lapiz grasoso.

2. Sumérjase el portacbjetos durante un segundo—no mas—(di-
gase mentalmente: “ciento uno”) en la solucion de azul de
metileno fosfatado. Para no cambiar tantas veces el agua amorti-
guadora después de sumergir el portaobjetos en solucién de azul
de metileno fosfatado, el extremo libre del portzobjetos debe
ponerse en contacto con una esponja plistica bien mojada y
escurrida, a fin de eliminar rdpidamente el exceso de azul.

3. Sumérjase cinco veces en solucidn amortiguadora (1 gm de la
mezcla en la proporcién 6:5 de las sales amortiguadoras por
litro de agua destilada), como se usa para diluir el colorante de
Giemsa. Usense dos recipientes de boca ancha, de cristal, para
mis de 10 liminas y cimbiese la solucién cuando empiece a
ponerse demasiado azul. (Si no se dispone de agua destilada
por el momento, se pueden agregar sales amortiguadoras al agua
de grifo.)

4. Coléquense fas laminas “hacia abajo” sobte la depresién de
2-3 mm de una placa curva para coloracion o de una charola
esmaltada.
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5.

Déjese deslizar solucion de Giemsa recientemente preparada {1
gota a 1 cc de solucién amortiguadora) por debajo del portaob-
jetos hasta que llene la depresién. Quitense tas burbujas que se
formen en la gota gruesa o cerca de ella.

Déjese actuar el colorante durante 6-10 minutos.

Sumétjase ripidamente el portaobjetos en solucidén amortigua-
dora, para eliminar el exceso de colorante de Giemsa.

Esctrrase y séquese el portaobjetos al calor.

Examinese con objetivo de inmersién.

Preparacién de varias soluciones
para ¢l diagnéstico de la malaria

Fosfato de azul de melileno

Azul de metileno, medicinal 1,0 gm
Ortofosfato disddico, anhidro {Na.HPO,) 3,0 gm
Ortofosfato monopotisico (KH.PO,) 1,0 gm

Se mezclan completamente en un mortero seco y se colocan canti-
dades de un gramo en frascos pequefos bien taponados. El
contenido de un frasco se disuelve en 250-350 cc de agua des-
tilada o filtrada si es necesario.

Colorante de Giemsa, certificado, liquido, o

Colorante de Giemsa en palvo, certificado 0,75 gm
Alcohel metilico puro 65,0 «c
Glicerina pura 35,0 cc

Agitese bien en una botella con cuentas de vidrio de 6-10 veces
al dia hasta que todo quede completamente mezclado. Mantén-
gase siempre bien taponado. Si no se puede disponer de polvo
de Giemsa, se puede utilizar polvo de Wright en la misma pro-
porcidon. No se necesita calor; Gsese aproximadamente cl tercer
dia o tan pronto como los cnsayos diarios con sangre normal de-
muestren que es satisfactorio. Filtrese s6lo cuando sea nece-
sario, cada vez que se vuelva a llenar el frasco pldstico.
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3. Agna amortiguadora

Ortofosfato disédico, anhidro {Na,HPO,) 6,0 gm
Ortofosfato monopotisico (KH.PO,) 5,0 gm

Mézclese totalmente en un mortero 1 gm de mezcla para 1.000
cc de agua destilada.

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

Solucién A:
Azul de metileno 0,8 gm
Amrl=Azur A 0,5 gm
Disuélvase en 300 cc % de agua amortignadora.
Solucién B
Eosina amarilla s.a. 1,0 gm

Disuélvase en 500 cc % de agua amortiguadora.

Para colorear, sumérjase el portaobjetos durante un segundo
(1-3 seg.) en la solucidn A; livese suavemente en agua desti-
lada o amortiguadora; sumérjase durante dos segundos (1-4
seg.) en la solucidén B; después se lava suavemente, se deja es-
Currir y se seca.

5. Colorante de Wright, certificado, liguido, o

Colorante de Wright, en polvo, certificado 0,15-0,18 gm
Alcohol metilico pure 100 ml

Agitese bien en una botella con cuentas de vidrio y manténgase
perfectamente taponado en botellas pequefias. Filtrese si es
necesario.
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11. MICROSCOPIOS

En los programas de erradicacidn de la malaria se utilizan tres
clases de microscopios:

L. El microscopio compuesto {monocular o binocular);
2. El microscopio estercoscopico;
3. La lupa o lente de mano con un aumento de 2x a 10x.

La lupa, que se considera principalmente como un instrumento
para los trabajos de entomologia, resulta de gran utilidad para el
cxamen de las diversas partes del miicroscopio compucsto, tales como
las roscas de tornillo gastadas, ctemalleras deterioradas, y particalas
endurecidas de aceite y polvo en superficies lisas o de cristal. El
microscopio estereoscépico, instrumento estandar para todo pro-
grama de erradicacién de la malaria, puede usarse también cuando
se desea un mayor aumento, Una lupa-de 5x es indispensable para
el examen de objetivos cuya claridad de detalle es débil.

Los microscopios compuestos estin provistos de soportes mono-
culares o binoculares. Algunos fabricantes suministran también,
con estos 1ltimos, un tubo monoculat

Segiin puede observarse en 5 DIAGRAMA 13
el Diagrama 13, el cuetpo
monocular consiste en un solo
tubo, Por razones de comodi-
dad, se suele inclinar el micros-
copio monocular sobre su base,
dando al ocular una direccién
semejante a la de los binocu-
lares. Cuando sélo se dispone
de monoculares, es conveniente
suministrar tubos monoculares
inclinados. Si éstos tienen una
ampliacion de 1,5x, debe
usarse un ocular proporcional-
mente mis débil.

Un cuetpo binocular incli-
nado (Diagrama 14) permite
al observador utilizar el mictos-
copio durante periodos pro-
longados con mucho menos

35
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DIAGRAMA 14 Cansancio que con un monocu-
lar. En el mismo diagrama se
observard que, para traer la
misma imagen a ambos ojos, se
necesita una cantidad conside-
rable de equipo 6ptico adicio-
nal. Cabe sefialar que no sélo
la luz total que va al portaoh-
jetos a través del espejo y del
condensador, queda dividida
en dos haces en el tubo del
microscopio, sino que, ademas
cada lente o prisma, en el sis-
tema binocular, reduce 12 can-
tidad de luz que llega al ojo.
Por lo tanto, es evidente que la
luz que permite obtener resul-
tados satisfactorios con el mi-
croscopio  monocular, puede
resultar totalmente inadecuada
para el binocular.

Por otra parte, mientras que
un movimiento del tornillo mi-
crométrico es suficiente para
conseguir la resolucién mixima
en la lente monocular, antes de
utilizar el instrumento binocu-
lar se debe practicar un centrado del tubo ocular ajustable que co-
rresponda al poder resolutivo del ocular en el tubo fijo. Cuando
estos ajustes se efectiian debidamente, puede obtenerse un grado de
resolucién que no permitiria un instrumento monocular. Ademis,
se reduce considerablemente la fatiga ocular. El uso del microsco-
pio binocular se complica por el mayor peso del tubo, que al cabo
de algin tiempo tiende a deslizarse y a quedar desenfocado.

Algunos cuerpos binoculares, frecuentemente de fabricacién euro-
pea, debido a su complejo sistema de lentes prismaticos, pueden au-
mentar [a amplificacién de la imagen y, por consiguiente, llevan las
indicaciones de 1,25x, 1,5x, y 1,6x y hastz 2,5x. Si no estin asi
indicados, ha de considerarse que el aumento de la amplificacién es
de lx,

En cuanto a las demds caracteristicas del microscopio compuesto,
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no existe diferencia alguna entre los cuerpos monoculares y binocu-
lates. Cada uno tiene un portacbjetivo giratorio con 3 6 4 aberturas
en las que se insertan los objetivos. La platina debe tener, encima
o incorporado a ella, un aditamento que sujete los portaobjetos (ca-
rto mecinico) que pueda moverse mecinicamente y con precision
hacia atris, hacia adelante y de un lado a otfo. Puesto que, practica-
mente todos los trabajos sobre 12 malaria son de investigacién meté-
dica, no se puede tener la seguridad de no haber inspeccionado repe-
tidamente los mismos campos, « menos gue r¢ utilice un carro
HECANICO,

A través de la abertura de la platina, se puede ver la superficie
mis alta de Ia lente superior del condensador Abbé, la cual, cuando
se encuentra centrada debe estar lo mis cerca posible de la superficie
inferior del portacbjetos. La funcion del condensador consiste en
concentrar al méximo, en la superficie superior del portaobjetos,
toda [a luz reflejada por el espejo plano a través de la lente princi-
pal del condensador. El espejo que se mantiene fijo directamente
debajo del condensador se utiliza para reflejar haces de luz, relativa-
mente paralelos, desde la fuente de la luz al condensador. Para
obtener el maximo cfecto del condensador, se emplea solamente el
espejo plano; el céncavo se utiliza tnicamente para aquellas opera-
ciones en que se quita el condensador, Las partes del microscopio
situadas debajo del portachjetos se relacionan con la ileminacion y
las de la parte supetior con las que corresponden al aumento de am-
plificacién y a la resolucién de imagenes.

El aumento total que se obtiene en el microscopio compuesto
cuando se usa el objetivo de inmersion en aceite (por o general de
90x a 100x) puede variar de 450x a 1.500x segun las lentes (u
oculares) de que se disponga. La experiencia demuestra que el
aumento en fa amplificacién del ocular, cuando excede de un punto
éptimo, disminuye la claridad del detalle, es decir la rerolucidn
optica obtenida.

En general, los objetivos que tienen la mayoria de los microsco-
pios son de baja potencia, o 10x; de alta potencia, 0 43x; y de in-
mersidn en aceite, generalmente de 100x, como ya se ha senalado.
Los de baja potencia se pueden utilizar convenientemente con el fin
de inspeccionar la preparacién de sangre para su colocacién en el
portaobjetos, el aspecto general, la coloracion, asi como la distribu-
cién de leucocitos. El objetivo de 43x resulta de poca utilidad en
los trabajos malarioldgicos y se puede eliminar. En su lugar se
pucde colocar en el portaobjetivo giratorio un indicador, a fin de
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marcar con un circulo los objetos interesantes para nuevo examen. El
aumento total se determina combinando los correspondientes au-
mentos 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
adiestramiento apreciarian mis detalles con un awmento intermedio
enire 600x y 800x. Una vez que hayan adquirido experiencia, tal
vez observen que con un aumento de 500x realizan su trabajo con
mayor rapidez, lo cual se debe, por lo general, a que el incremento
en la cantidad de luz compensa ampliamente la pérdida de detalles
por la disminucién en tamafio. Se pueden utilizar oculares de 5x
con aumentos del tubo superiores a ix. Hay también aumentos del
ocular de 4,3x, 6x, 6,3x, 6,4x, 7x, 7,5%, 8x, y 10x. Este ultimo
resulta demasiado grande para el uso ordinario con el objetivo de
inmersién en aceite.

En los tltimos afios se han venido tratando todas las superficies
de las lentes y prismas expuestos al aire con un “‘revestimiento’™
que compensa la designaldad de la longitud de onda de los colores
del espectro y permite una importante reduccién en la difusion de
la luz. De este modo, las lentes y los prismas asi tratados pueden
funcionar adecuadamente con mucho menos luz que los que no han
sido revestidos. Vistas con luz incidental, las superficies revestidas
se pueden distinguir por la presencia de un color violeta azulado.
Este tratamicnto se utiliza cada vez mds en muchos microscopios
modernos (vedse la Seccion 12, Iluminacién).

En los climas cilidos y hamedos, es indispensable consetvar los
microscopios, durante la noche, en un armario o alacena provista
de bombillas u otro medio de calefaccion, a fin de mantener la tem-
peratura entte 29° y 357C. Si se deja bajar la temperatura més alla
de este limite, aunque sea superior a la temperatura ambiente, puede
facilitar el crecimiento de hongos. Por lo tanto, este sencillo procedi-
miento de almacenamiento impedird el desarrollo de micelios fun-
gosos en la superficie de las lentes y los prismas. Es preferible que
los microscopios que se usan diariamente no se guarden en sus
respectivas cajas. Cominmente se deposita polvo de madera en los
prismas y partes superiores de los objetivos de inmersién en aceite,
lo que perjudica la resolucién. Este polvo puede eliminarse a
menudo con el aire expelido por una jeringuilla ordinaria de 4
onzas, para los oidos.?

L Pelicula contra la reflexién.
* Véase el Apéndice 19, pdg. 120.
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Algunas veces, cuando el binocular se enfria considerablemente
durante la noche, por debajo de la temperatura del cuerpo
humano, o cuando el instremento ha estado fuera de uso, la resolu-
ci6n, aunque buena al principio, puede de pronto volverse confusa,
Cuando el calor de la cara del examinador calienta el aire alrededor
de los prismas del binocular, puede formarse humedad ripidamente
sobre las supetficies frias, la que desaparece tan pronto como Jas
temperaturas del aire y la superficie se igualan.

Un inconveniente que hay con los oculates inclinados, en el
trépico y en otros lugares, es que las pestafias se llenan de sudor y
la grasa de éste pasa 2 la parte superior del ocular. 8i se lava la
cara frecuentemente con agua y jabdn se reducira este inconveniente.
Es preciso usar a menudo pedazos de "Klecnex™ para limpiar la
superficie expuesta del ocular.

12, TLUMINACION

Los objetos microscdpicos en las liminas portaobjetos se buscan y
examinan con luz reflejada por el espejo del microscopio, a través
del condensador. Esta luz atraviesa la preparacion y llega 2 los
oculares y éstos convierten los rayos luminosos en una imagen que
puede ser identificada. Esa luz sc llama luz “transmitida”, mientras
que la luz que permite el reconocimiento de bandas blancas en los
palpos de un mosquito, con ¢l microscopio simple { estereoscopico),
es luz "incidente’. Los pigmentos sdlidos de varios colores del
espectro aparecen en esos mismos colores contra la luz incidente;
pero con luz transmitida, siendo sélidos, obstruyen el paso de luz y
s€ ven grises o negros,

La luz "blanca’™ esti constitnida por todos los colores del espectra
y puede ser demostrada con un prisma. Cada color tiene distinta
longitud de onda. Cuando la luz blanca encuentra a su paso una
superficie de vidrio, cierta porcién de rayos es reflejada por la
superficie lisa, pero no es reflejada como luz blanca; cada color es
reflejado en dngulo distinto, de acuerdo con su longitud de onda
especifica. El efecto puede ser comparado con una capa de finas
burbujas o0 espuma en una superficie de agua a través de ia cual se
desearia ver. La luz que pasa a través del agua es obstruida por
esta espuma y se necesita mucho mis luz para observar lo que esti
bajo la superficie, que si no existieran las burbujas. El revestimiento
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de lentes con una capa contra la reflexién reduce al minimo la con-
fusa reflexién de distintas longitudes dc onda y permite trabajar
con una fuente luminosa menor que la que se requiere con lentes
no revestidas y con mayor cantidad de luz. Con el tiempo también
se puede ahorrar electricidad mediante el empleo de lentes tevesti-
das, incluso aunque esto suponga gastos extraordinarios al principio.

Los microscopios binoculares con sus prismas y, a menudo, con
lentes adicionales, requieren una gran cantidad de luz en compara-
cién con el microscopio monocular. La luz total obtenida se divide
entre los dos oculares. Para el microscopio binocular se requiere
cuando menos el doble de luz que para el monocular; por lo tanto,
el sistema de revestimiento en el cuerpo del binocular es una ventaja
indiscutible.

Quizi ningln otro aspecto de la medicina requiera tan alto grado
de microscopia como el que exige el reconocimiento de los pequefios
parisitos de la malaria que puedan encontrarse en una gota gruesa
de sangre deshemoglobinizada; generalmente las bacterias pe-
queflisimas y otros orgamismos se tifien solamente de un color y
ficilmente se distinguen por contraste en un fondo de otro color.
Para el diagnéstico de la malaria es obligatorio que el fondo sea lo
mis claro y blanco posible, a fin de que se destaquen los objetos
mis pequefios (de 0,5 a 2 micras de didmetro) coloreados de rojo
y azul,

En comparacion, el frotis, con una sola capa de glébulos rojos
espatcidos en la superficie de la limina—de aspecto mayor que el
normal, por haber sido extendidos en una supetficie muy lisa—
puede examinarse con luz minima y permite reconocer los detalles
ticilmente. Por esta razoén, nanca debe usarie un extendido para
valorar lo adecuado de la luz y la calidad de la imagen. Para conse-
guir este propdsito particular debe tenerse a mano una gota gruesa
bien preparada y bien coloreada.

Ademés el campo microscpico, esto es, el campo microscépico
de inmersién en aceite, debe iluminarse uniformemente con luz
blanca azulada en todo momento, El microscopio, la lampara y los
filtros deben disponerse de modo que se pueda obtener a 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 microscopista.

En un tiempo se pensé que solo la luz del dia era la ideal para el
microscopio de entonces, es decir el monocular; los antiguos observa-
dores se colocaban cetca de una ventana orientada hacia €l norte y
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el espejo se instalaba de manera que reflejara la luz de las nubes
blancas. Empleada en esa forma, la luz del dia, a pesar de que es
inconstante, pucde seguir considerindose como una buena fuente
de iluminacién para el microscopio monocular. Para el binocular,
solamente la electricidad provee una fuente constante de luz uni-
forme; sin embargo, cuando se usa la electricidad conviene tener en
cuenta un factor importante: la marcada coloracidén amarillenta que
tiene frecuentemente.

Hay muchos tipos especiales de ldmparas para microscopio que
son excelentes para los trabajos malarioldgicos, asi como hay otras
que no satisfacen [as necesidades de las mismas. Es preciso reconocer
que muchas limparas de alta calidad han sido disefiadas especifica-
mente para microfotografia, y esas laimparas no se necesitan en los
programas de erradicacién de la maiaria. Para ellos resulta plena-
mente adecuado el empleo de aparatos més sencillos.

Por lo tanto, no hay ni que pensar en fuentes de iluminacién que
dependan del uso de tipos especiales de focos; en cambio, deben
considerarse aquellas en las que se puedan usar limparas obtenibles
en el mercado local. En el caso de limparas con enchufes especiales,
éstos deben cambiarse siempre que sea posible. No deben comprarse
fuentes de iluminacién incorporadas al propio microscopio, sino
que se deben pedir los espejos usuales.

Como no se puede utilizar luz directa del sol para Jos microsco-
pios debido al resplandor, tampoco es posible usar focos de vidrio
transparente. 8i los focos son transparentes, es necesario utilizar un
filtro de vidrio esmerilado, incorporado a la limpara o situado
directamente debajo del condensador del microscopio. Cuando se
usan fuentes de Iuz de poca intensidad, es preferible usar un filtro
delgado de esmeril fino, y, por el contrario, cuando se utilice una
fuente luminosa mis intensa, ¢l filtro deberd ser mas grueso. Fre-
cuentemente el grado de esmerilado del filtro suministrado junto
con la limpara es tan grueso, que impide considerablemente el paso
de luz de tal manera que la que llega al microscopio resulta insufi-
ciente. A menudo, también se combina el filtro de vidrio esmerilado
con ua filtro azul y los dos juntos reducen la luz a un nivel inferior
al necesario para el trabajo,

Es imperativo usar algan tipo de filtro azul con el objeto de
obtener un fondo azul-blanco necesario para la observacién completa
de leucocitos, patisitos y plaquetas. Con frecuencia, los circulos de
vidrio azul usados bajo el filtro son demasiado azules para la fuente
de luz, o bien cuando se usan en combinacion con el filtro de vidrio
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esmerilado se reduce la luz excesivamente.

Los focos de 110 voltios dan un calot proporcional al namero de
vatios, de aqui la necesidad de transformadores y limparas especia-
les de bajo voltaje. Sin embargo, el calor de los focos de 100 vatios
o menos puede tolerarse con una ventilacién apropiada, No pueden
usarse bombillas descubiertas o sin proteccion porque el tesplandor
deslumbra al operador o a los que se encuentran a su alrededor.

La explicacién anterior se refiere sélo al uso del objetivo de in-
mersién en aceite, pues muchas fuentes de iluminacién son satis-
factorias para observaciones anatomopatoldgicas y examenes de ma-
terias fecales, de orina, etc., pero no producen suficiente luz para
observar los parasitos de la malaria,

Un ejemplo de iluminacién adecuada para microscopics monocu-
lares es 1a bombilla azul ordinaria de 60 vatios, esmerilada, de las
llamadas “luz del dfa”. Si el voltaje es bueno, es preferible la de
40 vatios. Esta bombilla, colocada en una base de porcelana y con-
venientemente oculta por tres lados, da una cantidad adecuada de
luz azul-blanca, sin que se requiera filtro alguno.

Se necesitan aproximadamente 150 vatios para un microscopio
binocular de uso comén; pero como el color azul y el grado de
esmerilado es el mismo que ¢l de un foco de 60 vatios, el azul
resulta insuficiente para tanta luz y entonces se requiere otro filtro
azul. Cualquier limpara de 150 vatios da una luz que produce un
calor excesivo para que resulte practica, Una laimpara en la que se
usa una serie de filtros generalmente tiene una bombilla transparente
especial como fuente luminosa y no debe ser usada. El modelo
AH.T. Cat. N© 6958, antiguo disefio alemin para observacién en
campo oscuro, da excelentes resultados en este aspecto. Parala labor
de erradicacion de la malaria no se pecesita el foco transparente de
200 vatios ni el soporte interno ajustable; en cambio, el modelo
N© 6958-E con un foco esmerilado de 100 vatios da resultados
satisfactorios. Una bombilla esmerilada corriente de 100 vatios,
colocada detris de un matraz de 250-300 cc, es muy adecuada 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 “huz de dia artificial” {9 cc de solucién de
sulfato ciprico al 209 +1 cc de anilina azul al 0,6 por ciento). El
exceso de azul es peot que el azul insuficiente porgue reduce con-
siderablemente la luz. Esta solucién se cambia conforme sea
necesatio. Si no hay mucha turbiedad, a menudo basta agregar
unas pocas gotas de dcido acético concentrado o amoniaco para
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hacerla desaparecer.

La fuente luminosa debe estar rodeada de algin material opaco,
excepto donde brilla sobre el espejo del mictoscopio. El iluminador
de tipo “Chalet” ( American Optical N° 361 sz vidrio esmerilado
o azul, $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.

Las instalaciones anteriormente descritas pueden ser facilmente
improvisadas usando cartén oscuro (papel aislante), una base o un
portalimparas de porcelana y unos 3 metros de alambre. Como se
observa en el Diagrama 15, la posicion de la zona mis brillante del
foco, el centro del matraz esférico, que actda como lente, y el espejo,
colocados a las alturas convenientes cada uno en relacidén con el otro,
tiene la mayor importancia si se desean obtener resultados éptimos.
Se pueden usar algunos bloques de madera de 1 a2 2 cm de grueso,
para que el foco y el matraz estén a la altura apropiada.

Un fotémetro electrénico que marque el nimero de bujias/pies
que alcanza al ojo, es muy atil para ayudar al estudiante a obtener el
miximo de luz. 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 realmente llega al ojo, es el fotdmetro
"Photovolt” (véase el Apéndice 21, pag. 122).

Los mismos principios que se demuestran en el Diagrama 15
pueden ser aplicados a una limpara improvisada como la que se
representa a la izquierda del Diagrama 16, en el que se muestra un
dibujo a escala de esta limpara, la cual se une por medio de sujeta-
papeles de bronce. Cuando dos trabajadores se sientan uno frente
al otro se usan dos aberturas.

Los focos esmerilados de 100 vatios varian considerablemente, no
s6lo en forma y tamafio (especialmente en longitud), sino también
en cuanto a la cantidad de luz que dan y el grado de deterioro al
ser usados. Algunos de calidad inferior oscurecen de tal manera el
interior del esmerilado que llegan a producir una pérdida de 30 por
ciento. Cuando el voltaje de la linez es mas bajo que el especificado
en el foco, en 10 o mds voltios, puede ser necesario obtener un
regulador de voltaje de linea a fin de lograr el maximo de luz.

El daitonismo afecta la labor del microscopista. Seria conveniente
someter a los candidatos a una de las pruebas de la visién para los
colores; a tal efecto son excelentes las placas seudoisocromaticas
H-R-R de la American Optical Company.
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DIAGRAMA 15

DIAGRAMA 16
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13. TECNICA DEL EXAMEN MICROSCOPICO

Para evitar errores y pérdida de tiempo, es preciso que, antes de
intentar la bisqueda de parisitos, el microscopista sepa ejecu-
tar debidamente las siguientes operactones, que quizd parezcan
insignificantes:

1. Colocar una pequefia gota de aceite de inmersidén cerca del
borde de la gota gruesa de sangre.

2. Comprobar y registrar en la hoja de trabajo la identificacién
de 2 Jimina, asi como cuaiquier manifestacién poco corriente que
pueda presentarse.

3. Situar el portaobjetos en posicidn entre las agarraderas del
carro mecanico del microscopio y cerciorarse de que esté firmemente
colocado sobre la barra movible del carro. Si no se procede en esta
forma, posiblemente se extravien los objetos dudosos o sospechosos
antes de que puedan localizarse de manera permanente mediante un
circulo hecho con un marcador adecuado.’

4. Examinar brevemente la gota gruesa con el objetive de 10x
hasta encontrar un drea conveniente donde los leucocitos sean nu-
meros0s v estén maniftestamente bien coloreados. 5i resulta dificil
localizar un irea que rena esas condiciones, se ha de extender una
delgada capa de aceite sobre toda el drea coloreada, y proceder
sistematicamente 2 un nuevo examen con el objetivo de 10x.

5. Cuando se ha encontrado un ifrea conveniente, colocar otra
gota de aceite en el drea iluminada. Girar el objetivo de 100x hasta
lograr la posicién deseada. Inclinando la cabeza bien hacia un lado,
y usando el tornillo macrométrico, bajar el objetivo al aceite hasta
que Ia punta apenas toque el cristal.

6. Fijar la vista en la apertura del ocular y continuar levantando
el cuerpo del microscopio con el tormillo macrométrico hasta que
se perciban los leucocitos. Traer al centro del campo y lograr un
enfoque éptimo, con el tornillo micrométrico, un leucocito poli-
morfonuclear bien coloreado, de preferencia uno junto al cual haya
algunas plaquetas. Hacer girar el tornillo micrométrico para atris
y para adelante, casi con violencia y ripidamente, a través de 50
divisiones sobre el eje mientras se enfoca el campo. S8i, durante
estos movimientos, los leucocitos parecen moverse radialmente, in-
cluso ligeramente, en cualquier direccidn, detener y ajustar el espejo
o su peso, o la distancia de la fuente luminosa, hastz que los leucoci-

1Véase el Apéndice 16, pdg. 115,
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tos den la impresion de desplazarse sobre el mismo lugar como
consecuencia de un movimiento amplio.

Las dreas libres o el campo entre los leucocitos deben ser de color
blanco, con un ligero tinte azul, Es probable que la luz sea menos
amarilla y méas abundante que antes de efectuarse los ajustes. De
no ser asi, hay que proseguir las alteraciones hasta lograr la ilumina-
cién mixima.

7. Seguidamente, limpiar bien los oculares en su parte superiot
con un pedazo pequeno de papel fino tipo “Kleenex”. El polvo
de la patte externa de las lentes inferiores de los oculares debe
quitarse con el aire producido por una jeringuilla. En la parte
interior de la lente inferiot el polve se acumula con mas lentitud.
Luego, ajustar los oculares a la distancia interpupilar exacta, previa-
mente determinada de la escala, por ejemplo 68. El tubo ocular
Gnico ajustable se mueve de arriba hacia abajo hasta que la resolu-
cién sea igual en cada ojo.

8. Examinar los elementos de la sangre normal descritos en la
Seccidn 3, pags. 11-14. Anotar cualquier desviacion del color
habitual y cualquier manifestacién que se ptesente.

9. Unicamente cuando los elementos normales de la sangte
aparecen en sus propios colores, cabe esperar que cualesquier parasi-
tos presentes aparezcan en sus colores apropiados. Por o tanto, si
el nicleo de los leucocitos es demasiado rojo en algiin area del
portaobjctos, es poco probable que se observe el color azul en el
citoplasma de los pardsitos. Ahora bien, si los leucocitos son
demasiado azules, es poco probable que las particulas de cromatina
tengan mucho color rojo. No debe desconocetse, sin embargo, que
en algunas ocasiones, cuando la coloracién de los elementos celulares
es palida o deficiente, los parisitos pueden continuar destacandose
en forma clara y exacta por varias semanas,

10. Adquirir pericia para reconocer el aspecto y el color del pig-
mento de la malaria a la mayor brevedad posible, para evitar que
muchos cuerpos sospechosos, hasta del tamafio de un linfocito pe-
quefio 0 més grande, puedan descartarse de inmediato por no con-
siderdrseles pardsitos si no se reconoce la presencia de pigmento en
ellos.

11. Durante todas estas operaciones, observar sistematicamente
si las células y otros elementos examinados para determinar su color
se perciben también como imdgenes completas, buenas y claras, es
decir si la resolucién fluctla entre excelente y buena. Si esto no
sucede, 1a causa debe ser remediada antes de continuar el examen.
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Una vez que sc han aprendido a fondo estas operaciones, se puede
examinar el frotis. Como habitualmente se busca un minimo de
100 campos en la gota gruesa de sangte antes de determinar la
negatividad de la sangre, seria conveniente saber exactamente qué
es lo que constituye un campo microscdpico practico.

Debido a que hay pocos campos microscépicos que son totalmente
planos con el objetivo de inmersién en aceite, toma mucho tiempo
tratar de examinar en detalle cada uno de los elementos del irea
iluminada. Todo elemento que requiera examen cuidadoso, se debe
situar en €l centro del campo donde la nitidez es la mdxima. Por
lo tanto, para la biisqueda de pardsitos, el campo microscopico puede
definirse como la parte del drea iluminada que se encuentra en
un foco tan claro como algo localizado exactamente en el centro.
Algunas veces, esto puede incluir a lo sumo dos tercios del area
fluminada.

Una vez que se reconoce 1a utilidad de determinar el centro exacto
del campo, se puede trasladar alli cualquier elemento, sometido a
estudio, de modo que son superftuas las lineas cruzadas o indicadores
del ocular,

Comenzando en un borde de la gota gruesa, el portacbjetos se
mueve en forma de zig-zag debajo del objetivo, con la mixima
rapidez compatible con la visualizacion de esta irea central, y cada
vez que se examina una nueva irea de las mismas dimensiones, se
considera que constituye un campo microscopico.

Para compensar las diferencias entre los observadores, el examen
de una muestra no se debe medir por la cantidad de minutos inverti-
dos, sino por el nimero de campos observados. El niimero de
campos observados por principiantes bajo supervisién ha variado
de 39 a 215, durante el mismo periodo de observacién. Una gota
gruesa de sangre, aproximadamente de 3 a 4 cm?, puede contener
de 500 a 800 campos microscopicos. Es evidente que sélo en cir-
cunstancias muy especiales, como en las pruebas de infecciones y
ensayos de drogas, puede hacerse el examen de toda fa preparacién.
En los casos en que los sintomas en un paciente febril son produci-
dos por la malaria, por lo general dos parasitos se encuentran facil-
mente, es decit, hay varios en cada campo. Cuando son escasos se
puede anotar la proporcion correspondiente a 100 campos micros-
cOpicos, pot ejemplo, 37/100, o simplemente 37 V (en el caso de
vitax).

Si el observador ha estado examinando portaobjetos con prepara-
ciones similares casi diariamente, la identificacién de la cromatina

o
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serd automitica. Ahora bien, si no se ha usado el microscopio
durante algunos dias, es conveniente encontrar algunos pardsitos
comprobados, a fin de orientarse en cuanto a Ja densidad especifica
y caracteristica que uniformemente presenta la cromatina. Cuoando
en una preparacion apatezea un solo pardsito, hay que proceder con
cautela en cl diagndstico; hay que encontrar por lo menos tres pari-
sitos. Ya no se buscan formas especificas del parisito, sino mas
bien se examinan tantos parisitos definidos como sea posible ob-
servar, para determinar el tamafio del mayor, el del menor y el de
la mayoria (Véasc el Apéndice 4, pig. 101). Se sugiere que una
buena lamina positiva se examine por lo menos en 50 campos, a
.fin de que no pase desapercibida la evidencia de una infeccién
secundaria.

Si se desca investigar cualquier aspecto poco corriente del pardsito
en la gota gruesa de sangtre, siempre que se cuente con el paciente,
se puede tomar un frotis o extendido y proceder a su cxamen con
la esperanza de encontrar formas que puedan explicar una aparien-
cia poco frecuente, por ejemplo, las formas de rosca, de esquizontos
y pre-esquizontos de P. vivax y P. malariae. Resultaria poco pru-
dente tratar de diagnosticar las especies cn el extendido con sélo
dos o tres parasitos.

14. REGISTRO Y NOTIFICACION DE LOS RESULTADOS

En los servicios dedicados a la erradicacién de la malaria, puede
constituir una pérdida de tiempo esctibic Plasmodinm, Plas., o P.
cada vez que se hace referencia 2 alguna de las especies. Los simbo-
los o las abreviaturas convenientes ocupan menos espacio ¥ economi-
zan trabajo, por ejemplo; F, Fg, V, M.

Si estos simbolos se combinan con el uso inteligente de nameros
aproximados, distribuidos bajo cuatro titulos Gnicamente, se podrd
registrar Ja situacién exacta con respecto a los resultados de los
examenes de muestras de sangre.

Por lo tanto, se recomienda que se suprima la abreviatura P, y la
palabra “positiva” que por si misma no significa gran cosa. La
palabra "negativa' se ha aceptado actualmente para denotar que
no se han encontrado parisitos en 100 campos de una gota grucsa
de sangre. Cuando en el formulario de informe haya espacio para
anotar el nimero total de liminas examinadas y las positivas se
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registren mediante una referencia numérica, no es necesario escribir
“neg.” después de cada negativa. Basta un punto o una marca para
indicar que la limina ha sido examinada.

La infeccién por falciparnm se divide en las tres fases siguientes:

1. Anillos Gnicamente =F
2. Anillos y gametocitos =F+g
3.  Gametocitos tinicamente =Fg

No se requieren otras explicaciones.

Ahora bien, no es necesario hacer mencién especial de los gameto-
citos de las otras tres especies, excepto para recordar al observador
que pueden persistir durante varios ciclos y que posiblemente se
encuentren algunos viejos y descoloreados. A diferencia del falci-
parwm, no se requiere una droga especial para eliminarlos de la
circulacion. Todas las diferentes formas del ciclo de desarrollo
pueden verse en la circulacién periférica en algiin momento durante
las 48 a 72 horas necesarias para completar el ciclo, pero desaparecen
después de ingerir una droga esquizontocida.

La V es la finica 2notacién que se requiere para todas las formas
de »ivax; la M para todas las formas de malariae; y Ov para cvale
(cuya existencia no se ha demostrado todavia en el Hemisferio
Occidental }.

Lo smporiante es dar alguna indicacién del nimero de parasitos
presentes. No es que las cifras elevadas puedan interpretarse en el
sentido de que revelan infecciones nuevas o recientes y que las bajas
denotan infecciones antiguas, sino Gnicamente que son mayores las
probabilidades de lograr un diagnéstico correcto de las especies
cuando se trata de cifras elevadas que cuando éstas son muy bajas.
La revision de la Fimina reviste importancia en ¢l caso de un escaso
nimero de parasitos.

Los nameros pueden registrarse de un modo general como sigue
(los valores numéricos asignados a ++ y ++ + son simplemente
aproximaciones) :

Cuando el promedio de parisitos es de 1 por campo= +
2-20 por campo= + +
21-200 por campo= + + +
mis de 200 por campo= + + + +
Cuando el namero de parasitos contados en 100
campos fluctia entre 40 y 60:7

Cualquier mmero inferior a 40 por 100 campos debe escribirse
completamente, por gjemplo: 33.
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Cuando se distribuyen solamente en cuatro columnas, estas
aproximaciones o cifras efectivas pueden usarse para el diagndstico
exacto de cualquier combinacién posible de especies, a saber:

FlF|lV M
t+{14] - | -

I A R

- {37 ++| -
e 129 - |+

T
. —2—- 9

Tres pardsitos por 100 campos es el mayor ndmero permisible de
pardsitos que un segundo microscopista puede encontrar ulterior-
mente en una limina que ya se ha declarado "negativa”. Esto puede
considerarse como una linea de base para determinar los errores.
St no se encuentran mds de tres parasitos, se devuelve al micros-
copista una simple notificacién con el resultado original, en lugar
del formulario que indica “error de diagnédstico” y que se envia
cuando éste ha sido defectuoso.

15. PROCEDIMIENTOS GENERALES SUGERIDOS
PARA EL EXAMEN ORDENADO DE
LAMINAS COLOREADAS

1. Ajustese la silla a la altura conveniente para el examinado.

2. Quitese todo rastro de huellas digitales, polvo o aceite de
todo el microscopio con un trapo suave o papel fino tipo
“"Kleenex”. Cercidrese de que el carro del microscopio se
mueve libremente en ambas ditecciones. En caso contrario,
desmoéntese y Iimpiese la parte inferior de la platina y Ja
plataforma. NO LUBRIFIQUE. Use vaselina en todas las
superficies secas movibles.

3. Compruébese en el matraz la solucion, que debe ser transpa-
rente y no demasiado azul.
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4. Cierre un poco el diafragma iris a fin de poder usar el obje-
tivo 10x; abrase siempre cuando se enfoca el objetivo 100x.

5. Utilicese la mano izquierda para enfocar constantemente el
tornillo micrométrico, y la derecha para cambiar los campos
con los controles del carro del microscopio. El enfoque
constante es condicion indispensable en el caso de gotas
gruesas de sangre.

6. Examinense de nuevo las caracteristicas de la sangre (véase
la pag. 11), con objeto de facilitar la evaluacién de la cali-
dad de la coloracién y el reconocimiento de parasitos si los
hay.

7. Al terminar ¢l examen de cada limina, quitese todo rastro
de aceite y de lipiz grasoso, si se ha utilizado, limpiando
suavemente con papel fino humedecido con tolueno. En el
caso de un gran namero de laiminas, es preferible usar una
botella de boca ancha, de 60 ml de capacidad, llena de
tolueno. Primero, quitese el exceso de aceite del portacb-
jetos con papel tipo "Kleenex”; sumérjase la lamina en la
botella de tolueno; Iuego limpiese ligeramente con un pe-
dazo de papel tipo “Kleenex™, seco.

8. Al final del periodo de trabajo, siquese el altimo porta-
objetos y haga girar el objetivo 10x hasta colocarlo directa-
mente sobre el condensador. Haga descender este objetivo
hasta que llegue al seguro automadtico. Quitese el aceite del
objetivo 100x.

9. Coléquese nuevamente el carro en una posicidén central.

10. Cabrase el instrumento con una cubierta para protegerlo del
polvo y devuélvase al lugar enumerado en el armario con
calefaccion.

16. PORTAOBJETOS

Estos objetos son tan corrientes y conocidos que la mayoria de
la gente cree que se trata de unas piezas de cristal de longitud,
anchura, grosor y calidad estindar. Sin embargo, esto no es asi.
Los portaobjetos de diferentes fabricantes y diversos paises varian
ligeramente en grosor,® longitud y anchura.* Antes de formular

10,8-1,35 mm. Para obtener el grosor medio, midanse 10 portacbjetos.
277x27,76x26, 76x 25, I5x25 y 74 x 24 mm.
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un pedido de portacbjetos para microscopio, hay que tener en
cuenta la manipulacién a que han de ser sometidos. Se habran de
lavar y secar frotandolos con fuerza; tendrin que enviarse a lugares
distantes, en diversas condiciones, y se tendrin que almacenar y
distribuir. Es muy posible que antes de que se depositen sobte ellos
las muestras de sangre, hayan tenido que ser transportados a grandes
distancias en jeep, a caballo, en barco o a pie. Luego los portaob-
jetos llevaran muestras de sangre cuya obtencién puede costar desde
unos centavos hasta muchos pesos. Y pasarin por muchas manos
antes de que la muestra sea finalmente examinada, verificada y,
por Gltimo, almacenada para futura referencia. Los portaobjetos
han de tener suficiente resistencia para soportar todas esas opera-
ciones. Si se tienen en cuenta todos estos puntos, no sera probable
que se dé mas importancia 2 la economia que a las ventajas que
ofrece un portacbjetos de buena calidad.

Si sélo se dispone de portaobjetos ya usados, en gran cantidad, se
deben examinar uno por uno. Se deben descartar aquellos que
presenten aunque sélo sea un principio de corrosidn y separar los
restantes en grupos de idéntico color, grosor, longitud y anchura.
Hecho esto, se deben lavar y empacar en grupos, de conformidad
con las normas contenidas en las instrucciones que figuran a
continuacion,

Entre los mejores portaobjetos para microscopio de que se dis-
pone figuran los Micro, Red Label, Special A.H.T. N° 7030, no
corrosivos. Son éstos muy uniformes y fuertes y de un grosor de

1,10 a 1,30 mm, con bordes pulidos y esquinas ligeramente redon-
deadas; el borde largo estd ligeramente biselado, lo que reduce con-
siderablemente el riesgo de cortes en los dedos durante la limpieza.
El precio de catdlogo es de $3,35 por gruesa. Los portaobjetos
“clinicos” N° 7030-C son idénticos, pero no tienen el biselado. Su
precio de catilogo es de $1,90-$2,85 por gruesa.

Se pueden obtencr en ¢l mercado varias marcas de portaobjetos
denominados “pre-cleaned” (pre-limpios). Se¢ podrian ensayar si
se ajustan a las mencionadas condiciones, y demuestran que estin
suficientemente limpios con la coloracién de Giemsa y no contienen
grasa alguna. Tal vez podrian frotarse con alcohol de 90 y de
esta manera, utilizarse, aunque resultan caros.

El portaobjetos denominade de “seguridad” (safety-grip), de
bordes irregulares, es también delgado y de menos de 1 mm de
grosor; pero es dudoso que quede tan perfectamente limpio como el

de bordes pulidos.
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Los portaobjetos nuevos, que no hayan side usados, pero que
hayan permanccido almacenados durante meses, en condiciones
favorables, pueden presentar diferentes grades de corrosién. De ser
posible, no se deben utilizar para exdmenes de sangre, sino mds
bien darles otro uso.

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

Limpieza de los portachjetos
de micraoscopio

La coloracion de los pardsitos de la malaria y otros que se encucn-
tran en la sangre, es en realidad, una reaccién quimica muy delicada
que se altera ficilmente por contacto con icidos o dlealis muy
diluidos, jabones, desinfectantes y materiales absorbentes, tales
como suero o sudor secos, Un vestigio de grasa o aceite dificulta la
penetracidn del colorante y es la causa mds comin de que la sangre
se desprenda del portaobjetos en forma de pequefias escamas.

Por esta razdn, no se ha encontrade hasta ahora una forma de
simplificar la limpieza de los portaobjetos. No basta con que las
supetficies estén pulidas, sino que hay que frotarlas fuertemente
con un pafio limpio hasta que no quede nada adherido al cristal.
En realidad, se requiere tanta presion para hacer esto, que los princi-
piantes frecuentemente quiebran muchos portacbjetos cuando estin
aptendiendo a frotarlos debidamente. Ademas, una buena limpieza
de los portaobjetos reduce el numero de particulas extranas que
puedan aparecer en cualquier preparacién sanguinea, dando lugar a
confusidn,

Se halla muy generalizada la idea de que los portaobjetos nuevos,
de una caja recién abierta, son los mejores. Pero esto no es cierto
en modo alguno, porque los portaobjetos nuevos estin frecuente-
mente contaminados por las materias quimicas empleadas durante
el ptoceso de pulimento, y éstas rara vez s¢ eliminan lavando o
sumergiendo largo tiempo en agua los portaobjetos, antes de apretat-
los unos contra otros, para que despidan el agua sobrante.
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DIAGRAMA 17

CAIN RECTANGULAR FAKA GCOLORACION

Es indispensable contar con cajas de coloracidn que mantengan
los portaobjetos separados unos de otros mientras se lavan, sumer-
geny enjuagan (Diagrama 17}, Estascajas van provistas de una tapa
de ajuste flojo y tienen ranuras para colocar los portaobjetos a fin de
mantenetlos separados { A.H.T. N° 9194). Cada una de las per-
sonas que realicen los trabajos debe disponer de cuatro cajas, como
minimo; una tapa puede servir para cuatro cajas dispuestas una
sobre la otra.

Cuando los portaobjetos que hayan de lavarse sean tan numerosos
que las cajas de coloracion dejen de ser practicas, deben distribuirse
aquéllos en una vasija de tal manera que el agua llegue a la super-
ficie de cada uno (véase el Diagrama 18},

DIAGRAMA 18
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Portaobjetos nuevos. Estos se someten a un tratamiento que
consiste en colocarlos en bandejas de vidrio, con ranuras, que los
mantiencn separados unos de otros, y en sumergirlos, por lo menos
de 12 a 24 horas, en un liquido para limpiar cristal, que se prepara
de la siguiente manera:

Bicromato potasico 60 gm
Acido sulftirico (concentrado, 95-98%, H.SO,) 300 cc
Agua 400 cc

(Agtéguese el dcido al agua muy lentamente, sosteniendo de
preferencia el matraz en agua corriente para que se enfrie. )

El liquido para limpiar cristal debe mantenerse en una botella
con tapén de cristal que lleve una etiqueta bien visible que diga
“'{PELIGRO!—No tocar con las manos o la ropa™.

Una vez utilizada, esta solucidn se vierte nuevamente en la botella
por medio de un embudo ancho. Los portaobjetos se enjuagan en
agua corriente sin retirarlos del soporte. Si no se dispone de agua
cortiente, s¢ cambia el agua varias veces hasta que desaparezca todo
vestigio de dcido. Si se dispone de abundante agua destilada, los
portacbjetos se enjuagan finalmente en ella antes de secarlos fro-
tindolos firmemente en direccién longitudinal. A continuacién, los
portaocbjetos se colacan, uno por uno, sobre un cartdén, una mesa o
un banco muy limpios, para que se sequen totalmente las orillas.
Recientemente, dos embarques de portaobjetos nuevos tenian una
delgada pelicula cerosa que resistié el pase por el dcido de relativa-
mente baja concentracién. El 4cido mds concentrado no tuvo efecto
alguno. Depués del enjuague, se dejaron durante la noche en una
solucidn detergente que produjo la completa desaparicién del re-
vestimiento ceroso. Si dos o tres ensayos empleando Gnicamente
detergente demuestran que los portaobjetos estin realmente limpios,
puede omitirse la fase de tratamiento con 4cido.

Si esta operacién de limpicza se hace bien, no habri necesidad de
sumergir los portacbjetos en alcohol de buena calidad para eliminar
completamente la grasa. Si se utiliza alcohol, los portaobjetos de-
berin secarse antes de sumergirlos en él.

Una vez lavados y secos, los portaobjetos se empaguetan, bien
apretados, en lotes de 10, 15 6 20 (st son delgados) y quedan
dispuestos para su uso. Es conveniente indicar la fecha en que
fueron empacados porque, a veces, antes de usarlos, es necesario
volver 2 lavar aquellos que han permanecido empaquetados varios
meses, dependiendo ello de Ia humedad y la contaminacién del aire
debido a sustancias tales como los gases de motores
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Portaohjetos usados. Después del primer examen, en todos
los portaobjetos queda una cantidad mayor o menor de aceite de
inmersién. Si se desea conservarios para otro examen, se puede
verter en ellos unas gotas de tolueno de buena calidad y colocarlos
en un escurridero de madera para que se sequen. Un procedimiento
mejor consiste en sumergirlos en una botella de boca ancha, de
60 cc, llena de tolueno para quitarles cualquier rastro de aceite que
no hubiera desaparecido con un ligero frote con papel seco tipo
“Kleenex”. Después de esta operacidn, los portaobjetos sc envuel-
ven en papel cebolla, de unos 11 x 21 em, y sobre el envoltotio se
anota su identificacién con lipiz de plomo. Los portacbjetos colo-
reados y cubiettos de aceite se deterioran rapidamente si se dejan
expuestos a la luz del sol o esparcidos sobre un banco 0 una mesa.

Para el lavado, se ha de disponer de una vasija de vidrio,
de esmalte o plistico (Diagrama 18), que tenga por lo menos
10 cm de profundidad y que se llenard hasta la mitad con una
fuerte solucién (al 5% ) de jabén o detergente {15%), en la que
se depositardn los portaobjetos que se han de lavar. Cualquiera de
los compuestos de limpieza para laboratorio, similares al de A H.T.
N©° 3298, reseca menos las manos que los detergentes comerciales
de tipo corriente, Los pottaobjetos no deben dejarse nunca en
remojo en vasijas poco profundas, tales como bandejas o cubetas
planas, pues casi siempre se olvidan y la evaporacién lenta del
agua o de la solucidén deja, en la superficie del portaobjetos,
unas marcas de corrosion que pueden ser permanentes. Los portaob-
jetos no deberin permanecer nunca en agua sola més de 3 dias, pues
ésta pueda hacerse viscosa y formarse en la superficie una espuma
muy desagradable. Cada 2 a 3 dias, los portachjetos sumergidos en
la solucién detergente o de jabon deben trasladarse a un recipiente
de almacenamiento mayor y mis profundo. Si, mientras estan
hamedos, se pasan entre el dedo pulgar y el indice, la mayor parte
de la sangre coloreada y del aceite se quedara en el primer recipiente.
Estos portaobjetos pueden colocarse juntos, para su almacenamiento,
en una solucién débil de detergente, pero para que queden bien
limpios se deben separar uno a uno o se han de manipular en las
cajas o platillos de coloracién mencionados anteriormente.

En esas cajas, los portaobjetos se someten al agua corriente
durante media hora o bien se cambia el agua 20 veces. Los portaob-
Jetos nuevos pueden colocarse en agua corriente, frotandolos ligera-
mente con los dedos, y enjuagindolos durante media hora, también
€n Agua corriente.
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Puesto que los portaobjetos usados han sido expuestos al aceite,
es con frecuencia mds dificil dejarlos libres de grasa. Después de
sacarlos del agua y dejarlos recar completamente, se colocan en
alcohol de 90-95%; se secan de nuevo con un trapo limpio y se
empacan. El alcohol puede utilizarse varias veces si se pasa por un
filtro de papel y se vueive a guardar en la botella,

Ohservaciones. Parecerd tal vez que todo esto es mucho trabajo,
pero su necesidad se comprendera sélo con ver un grupo de varios
portaobjetos preparados por un ayudante descuidado y observar que,
después de la coloracién, no queda en ellos mis que un circulo de
sangre de la muestra extraida de una persona que quizds ya se
encuentra a 100 kiloémetros de distancia,

El método bacteriolégico de flamear los portaobjetos antes de
utilizarlos no es indispensable y, por otro lado, puede aumentar la
fragilidad de éstos y acelerar la corrosion. Tampoco se necesita
hervitlos.

Los portaobjetos limpios se pueden guardar hasta que se necesi-
ten, sumergidos en alcohol de 90-95%, en frascos de boca ancha,
de 5 cm de didmetro por 10 cm de altura, Se frotan con trapos
limpios especiales para vidrio y se empaquetan antes de utilizarlos.

Importancia de la limpieza de las toallas. Para lograr la
meticulosa limpieza que se requiere en los objetos de vidrio, con-
viene disponer de abundantes toallas de un tejido de algodon ade-
cuado y que tengan la menor cantidad posible de pelusas. El
material no debe ser ni muy grueso ni muy delgado, y 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”, cortindola en piezas de 40 x 60 cm, y haciendo los
cotrespondientes dobladillos en los bordes. Las toallas asi confec-
cionadas se han de utilizar solamente para secar la cristaleria, y no
deben emplearse jamas para las manos o la cara ni para secar la
mesa o ¢l fregadero.

Hay que tener en cuenta que estos pafios de 2lgodén rara vez se
ensucian si se utilizan Unicamente para secar vidrio. No obstante,
se deben lavar con frecuencia ya que las manos de los individuos
que los manipulan estin constantemente sudadas en mayor o menor
grado segin el clima, y los pafios absorben el sudor.

Las toallas sucias se remojan en agua y se enjabonan bien con un
jabén de buena calidad, o se sumergen en una fuerte solucién de
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DIAGRAMA 19

B=

PORYAOHIETGS IRREGULARES

DISTINTOS TIPOS DE BORDES

PORTAOBIETOS SELECCIONADOS LISTOS PARA EMPAOUE

detergente y se dejan en remojo por 15 ¢ 30 minutos o durante
toda una noche. Después de removerlas bien y de frotar con fuerza
donde haya manchas visibles, se enjuagan varias veces hasta que
desaparezca todo vestigio de jabdn o detergente. Cuando se dispone
de abundante 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. El planchado es innecesario, salvo en el caso de que se
desee secar las toallas mas ripidamente.

Empaque de portaobjetos nuevos. Una vez lavados y secos,
los portaobjetos usados se clasifican en grupos de acuerdo con su
tamafio y color, teniendo en cuenta la longitud, anchura y el grosor;
después de clasificados, se empaquetan, bien apretados, en cantida-
desde 3,10 6 15. Si los paquetes contienen portaobjetos desiguales,
el papel que los envuelve se rompe pronto. El Diagrama 19 muestra
la diferencia entre un paquete de portaobjetos seleccionadas y otro
sin seleccionar.
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No es recomendable guardar los portaobjetos limpios en los
estuches corrientes de madera, de 25, 50 6 100 ranuras, porque
estin expuestos al polvo cada vez que se abte ¢l estuche. Ademais,
al mover la caja constantemente se produce polvo de madera y aun
de vidrio. Los estuches de mayor tamafio se han de reforzar,
especialmente para el transporte o el envio por correo, y resultan
voluminosos. Cada laboratorio central debiera dedicar de uno a
tres estuches de esa clase para guardar portaobjetos con fines dc
referencia y ensefianza.!

Manipulacién, almacenamiento y transporte
de los portachjetos que contienen
especimenes de sangre

Una de las ventajas del empaque moderno es que el contenido
del paquete esti dispuesto de manera que refuerza el envase; es
decir, cajas de carton relativamente delgado quedan firmemente
reforzadas por la disposicién compacta de su contenido. Salvo en
el caso de aparatos extremadamente delicados, las cajas de madera
o de metal, con paja o virutas, han sido sustituidas enteramente por
el embalaje en cajas de cartdn, “muy ajustadas”, que ahorran espacio
y peso.

Tan pronto estén completamente secos, los portaobjetos recién
preparados se colocan en paquetes bien apretados y compactos por
grupos de 8 a 15——nunca mas—como se ve en el Diagrama 20.

Se cortan pedazos de cualquier papel fino y resistente, como el
papel cebolla, junto con pedazos de cartén fuerte de las siguientes
medidas: 11 x 21 cm; para esta operacion, lo mejor es utilizar una
guillotina de imprenta. Se colocan 50 de estas hojas entre dos
pedazos de cartoén de las dimensiones indicadas, que se sujetan con
una goma, para mantener las hojas planas y los bordes iguales. La
longitud del papel puede ser de unos 12 cm si se hacen paquetes de
cinco portacbjetos o menos.

El nimero necesario o previamente determinado de portaobjetos
uniformes se colocan atravesados en la parte mas estrecha del papel,
de modo que por cada lado sobresalga 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 de modo que
el paquete se termina dando vuelta al grupo de portacbjetos hacia

1Véase el Apéndice 11, pdg. 110.
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la parte libre del papel. Luego se doblan los extremos del papel y
se aprietan firmemente contra los extremos del paquete. Se com-
prenderd la importancia de que los bordes sean uniformes, ya que,
de esta manera, el paquete, de preparacién compacta, se puede man-
tener en una posicidn firme,

Cualquier intento de introducir papel entre los portaobjetos con-
tradice el principio mismo del empaque. El método de envolver los
portaobjetos en papel higiénico da lugar a paquetes flojos, en com-
paracion con el que acaba de describirse, ademds de lo engorroso
que tesulta envolver y desenvolver los portacbjetos. Los portaob-
jetos con muestras de sangre resistirin mejor el transporte si se
empaquetan de este modo, que reduce al minimo el movimiento
entre ellos.

Cualquier identificacidn que sea necesaria se escribe con un lapiz
blando en el "borde’ de esos paquetes, a fin de que no sea necesario
abrirlos para identificar el contenido. (En los paquetes de portaob-
Jetos recién limpios se debe indicar también la fecha en que se
limpiaron.) Estos bloques o paquetes de portaobjetos se guardan
en las cajas de cartén en que se recibieron, ya sea en la caja abierta
o en la parte inferior o en la tapa de la misma. Los “moldes de

DIAGRAMA 20
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DIAGRAMA 21

horno” metilicos, rectangulares, de 18 x 28 x 3,5 an, pueden usarse
para almacenar una cantidad de paquetes de portacbjetos facilmente
manejable, teniendo en cuenta su peso.

Las cajas de carton para portaobjetos, tHenas de estos paquetes,
forman el embalaje mis compacto y apropiado para el transporte.
Sélo se necesita colocar cartén acanalado bien cortado para cubrir
todos los lados, y atarlo fuertemente con un cordel, antes de envolver
la caja en papel fuerte de empacar.

Los paquetes sueltos, o una cantidad de portaobjetos menor que
la necesaria para llenar una de esas cajas, pueden embalarse por
separado empleando tiras de cartén de anchura apropiada. Las
tiras de cartdn acanalado se cortan de diversa anchura, con una hoja
de afcitar tipo "Gem"”, adaptada a un mango, o, mejor todavia, con
una guillotina de imprenta. Hay dos tipos principales: de 2,5 a
7,5 cm de ancho, aproximadamente, en piezas sucesivas, cada una
0,5 cm més ancha que la anterior. Los canales del cartén han de
estar en posicion transversal y la longitud no ha de exceder de
60 cm. Luego, estas piezas se cortan de acuerdo con el tamafio del
paquete o paquetes de portaobjetos. Las tiras se colocan alternada-
mente en cada eje longitudinal y se atan por separado, hasta que
se logre cubrir suficientemente fa masa de vidrio (véase el Dia-
grama 21). Finalmente, todo ello se envuelve con papel de emba-
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lar. Estos paquetes pueden resistir una caida desde gran altura
contra metales, piedras o cemento.

Un embalaje acostumbrado para enviar solamente uno o dos
portaobjetos es la caja de madera reversible A.H.T. 7056. Tanto
si se usa por pares como en serie, sélo exige una envoltura exterior
de papel. No obstante, para mayor seguridad, se puede colocar una
capa de cartén a cada lado de estos embalajes, sujetindola 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 en los
portaobjetos representan un importante gasto de tiempo y esfuerzo,
asi como considerables desplazamientos por parte de quien las tomé.
Debe hacerse todo lo posible para asegurarse de que esos esfuerzos
no se perderan por extravio o rotura de los portaobjetos.

Los embalajes de cartén Adams A-1615, para dos o cuatro
portaobjetos, pueden ser muy htiles para el petsonal de campo, ¢n
cuanto a la proteccidn de los portacbjetos contra las moscas, etc,,
hasta que estén secos y se empaqueten provisionalmente.

Las bandejas Adams A—-1605, para 20 portaobjetos, permiten
distribuir y recoger rapidamente los portaobjetos usados por estu-
diantes o para el adiestramiento.

Una excelente caja para 25 portaobjetos, fabricada con poliesti-
reno por LaPine Co. (A. H. Thomas N° 7059-B), es conveniente
para la ripida manipulacion de portaobjetos destinados a la ense-
flanza. Hay mais espacio entre los portaobjetos que en las cajas
corrientes de baquelita, y el poliestireno es menos quebradizo.

Los estuches corrientes de portaobjetos, con ranuras para 25, 50 6
100, resultan mds Utiles para el almacenamiento de material de
demostracion y especial que para su emplec en el campo, donde los
portaobjetos estin expuestos al polvo, a la humedad y a las moscas.

Los portacbjetos positivos y otros de material excepcional o de
especial interés han de almacenarse de maneta uniforme y deben
levar etiquetas claras, a fin de identificar sin dificultad a los indi-
viduos o grupos a que pertenecen.

Con frecuencia se puede disponer de envases tubulares.«de carton
con tapa de rosca y base metilica que miden 12 x 3 cm. Estos
envases pueden contener un paquete de 15 portacbjetos o dos
paquetes de 7 cada uno, con las correspondientes tiras de papel bien
dobladas.

Este mismo envase se puede utilizar para portacbjetos y tubos
destinados a colaboradores que se encuentren en lugares tan dis-
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tantes que los portaobjetos con muestras de sangre no pueden Hegar
al laboratorio en menos de cinco dias. El envase contiene nn
paquete de tres portaobjetos limpios y tres tiras de papel dobladas,
junto con dos pequefios frascos bien taponados de 4,5 x 1,2 cm
{véase el Diagrama 22). Uso de estos frascos contiene 3 cc de
solucién de azul de metileno fosfatado, y el otro sales amortigua-
doras secas (0,2 gm) suficientes para disolver en una botelia,
como las de refrescos o cerveza, que contenga agua destilada o agua
de luvia,

DIAGRAMA 22

Envoltura para el almacenamienio en frigorificos. Las
gotas gruesas de sangre no coloreadas se secan bien primero y luego
se envaelven debidamente en papel cebolla en paquetes de 15 porta-
objetos como maximo. Las puntas dobladas se fijan con una cinta
adhesiva pléstica angosta, de 1 cm de ancho y 2,5 am de largo,

En seguida, €l paquete se envuelve en papel de aluminio de 22 x
11 cm, doblindose los extremos en forma conveniente.

En una cartulina blanca se escribe a méquina una breve descrip-
cién del contenido y se coloca sobre los bordes del portaobjetos
antes de envolverlo finalmente en papel de cera de 28 x 12 om,
de modo que la identificacién pueda verse a través del papel.
También en este caso, conviene doblar los extremos y sujetarlos
con cinta adhesiva plastica,
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17, SERVICIOS DE LABORATORIO

La finalidad de un laboratorio de diagndstico de la malaria es
examinar, de una manera competente y rapida, el mayor namero
posible de muestras de sangre. Ademis, el laboratorio 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 parisitos es, realmente,
una prueba poco satisfactoria cuando el namero de parisitos es
muy reducido. Por consiguiente, se debe adoptar un tipo de examen
minimo, como por ¢jemplo 100 campos microscopicos por gota
gruesa, a fin de no perder tiempo en anilisis inatiles de sangre
negativa,

Para que un servicio de laboratorio funcione de manera satisfac-
toria, es importante que todo el personal supervisor sepa exacta-
mente lo que puede esperarse de los microscopistas y cudles son sus
limitaciones. Los jefes inmediatos del laboratorio han de recibir la
suficiente instruccién técnica en cuanto a los procedimientos, a fin
de que cada uno de ellos pueda descubrir fas pequefias desviaciones
de los métodos prescritos y corregirlas antes de que afecten la cali-
dad general de la labor. Ejemplo de ello es el caso del microscopista
que pide o utiliza algin producto contenido en una botella sin
marbete, facilitada por el mozo de limpieza o por cualquier otra
persona sin preparacién alguna.

Asimismo, se deben determinar previamente los principios y
practicas y estandarizar todos los procedimientos siempre que sea
posible. Las modificaciones que ofrezcan mejores resultados pue-
den comprobarse minuciosamente en el laboratorio central y adop-
tarse inmediatamente después que demuestren ser satisfactorias.
Esta rigida uniformidad permite la rdpida inspeccién del equipo
y de los métodos y facilita el intercambio de personal para servicios
temporales de observacion, estudio o relevo.

Personal

Jefe del servicio de laboratorie. Se dari preferencia para este
cargo 2 una persona que posez el grado de Doctor en Medicina, y
la seleccién debe hacerse atendiendo a sus aptitudes y energia mds
bien que a los titulos e instruccién oficial,

Este jefe del servicio de laboratorios deberd dedicar el primer
mes a la prictica de todos los procedimientos de laboratorio; deberd

87



88

inspeccionar detalladamente los locales, las instalaciones, los micros-
copios, las lentes y todo el equipo restante de cada laboratorio bajo
su supervision, y determinar, al mismo tiempo, las limitaciones de
este equipo. Exigird el mayor grade de limpieza, y deberi estudiar
y tesolver las dificultades que surjan a este respecto. También
deberd investigar personalmente cualquier defecto de los métodos
o materiales y corregirlo debidamente. El jefe del servicio de
laboratorios serd la persona clave en cuanto a la contratacién de
colaboradores.

Técnico jefe. También en este caso, son mas importantes la
aptitud y la energia que los propios titulos y diplomas. Este fun-
cionario tendra a su cargo el labotatorio central y todos los diagnés-
ticos; confirmard todas las placas positivas y, de vez en cuando,
alguna negativa, y supervisara todos los registros e informes.

Microscopistas. El nimero de microscopistas dependerd del
volumen de trabajo mensual, a base de un minimo de 75 exdmenes
de gota gruesa por microscopista al dia, mas el personal que habri
de reemplazarios durante las vacaciones y periodos de intenso tra-
bajo. Los microscopistas se someteran, al principio del periodo de
adiestramiento, a un examen para determinar su capacidad de
diferenciar los cologes.

Limpiadores. Este personal recibird instruccidn sobre las pre-
cauciones especiales que requiere este tipo de trabajo. A los que
muestren un interés espontineo se les debera dar oportunidad de
efectuar trabajos de microscopio en cuanto se familiaricen con la
marcha de las actividades.

Personal de oficina, Este personal estd constituido por escri-
bientes, encargados del registro y secretarios, segin los métodos
utilizados en el servicio de que se trate y el volumen de trabajo.

Adiestramiento de personal

El adiestramiento de personal no debe limitarse a un curso pre-
parativo oficial, sino que debe ser una actividad constante. El
estudiante necesita dedicatse, por lo menos durante seis meses, a
la observacién de portaobjetos corrientes, a fin de familiarizarse
con los diversos aspectos de la sangre normal. EI laboratorio central
puede servir de campo de adiestramiento o de internado, en que los
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técnicos procedentes de lugares alejados y laboratorios particulares
pueden turnarse después de aprender los procedimientos y critetios
modernos.

Se debe mantener el criterio de conceder la mayor importancia a
la gota gruesa y hacer caso omiso de los extendidos. Hay que desa-
lentar al estudiante en cuanto al empleo de Jos términos clisicos,
tales como accolé, tira, “infecciones mixtas”, etc. Debe aprender la
terminologia actualiy diagnosticar con precisién. Esto hltimo abarca
tres fases distintas de P. falciparum. En lugar de notificaciones
sobre “'infecciones mixtas”’, deben indicarse claramente las especies
dominantes y subordinadas, con abreviaturas (véase la Seccidén 14
pig. 68). Puesto que todas las especies que no sean falciparum
muestran las diversas fases de desarrollo en la sangre periférica,
independiente del momento de extraccién de la sangre, y puesto
que sus gametocitos no persisten después que desaparecen las
formas asexuales, resulta inatil y pedante mencionar la presencia de
trofozoitos, esquizontos y gametocitos, cuando se entienden con
las letras V y M (para vivax y malariae).

Al principiante se le facilitard solamente el mejor material de
estudio posible, hasta que conozca completamente el diagnédstico
de las especies. La calidad de los portaobjetos se puede ir redu-
ciendo gradualmente hasta llegar a los peores, procedentes del
campo.

Todo intento de combinar aspectos de extendidos sanguineos con
diagnéstico de gota gruesa se presta a confusiones y no debe permi-
tirse, El personal debe recibir constante instruccién hasta que ad-
quiera completa confianza en la gota gruesa sola. Para muchos, el
examen minucioso de varias infecciones constituye una gran ayuda
pues les facilita una sdlida base para comprender que los parasitos
son dindmicos, se desarrollan y reaccionan frente a su medio como
cualquier otro animal. Su aspecto puede variar considerablemente,
pero el comportamiento de la infeccidén en conjunto sigue pautas
muy definidas,

18. EQUIPO

Normas minimas de calidad y cantidad,
operacién y mantenimiento

Para montar un laboratorio apropiado se utilizatin, naturalmente,
los edificios, habitaciones u ottos locales de que se disponga. En la
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practica, a menudo se dedica espacio para los trabajos entomologi-
cos. Siempre que sea posible, el laboratorio de diagndstico deberd
estar separado de todas las demds actividades, porque la naturaleza
del trabajo que se realiza requiere un medio tranquilo.

Debido a la disminucién del nimero de muestras de sangre posi-
tivas que estimulen el interés de los investigadores a medida que
disminuye la prevalencia de la malaria, €l trabajo resulta cada vez
mas tedioso. Dentro de ciertos limites, se debe procurar la mayor
comodidad a las personas que realizan esa fatigosa labor.

Para facilitar la identificacién de los portaobjetos, es imprescindi-
ble disponer de una habitacién amplia, bien ventilada y bien ilumi-
nada. Un ventilador eléctrico, preferiblemente en el techo, con-
tribuye tanto al éxito de los procedimientos técnicos, como al
bienestar fisico de quienes trabajan en lugares calurosos y hiimedos.
Huelga decir que todo el local ha de estar protegido adecuadamente
con tela metdlica y que deben establecerse y aplicarse toda clase de
medidas para el control de las moscas. En los climas himedos, debe
disponetse desde un principio de un armario que se mantenga a
temperatura templada y que sea de tamafio adecuado para guardar
por las noches los microscopios en uso. Debe estar provisto de
bombillas eléctricas u otros dispositivos que permitan mantenerlo
a una temperatura constante que no exceda de 35°C. Esto evitard
eficazmente la acamulacién de hongos en las lentes o prismas.

Las mesas o bancos deben ser de construccion sélida y tamafio
amplio y se ha de disponer de un nimero suficiente de ellos. Los
bordes de las mesas deben estar bien redondeados, a fin de proteger
los antebrazos de las personas que usan los microscopios; la parte
superior debe estar pintada de color negro opaco; y habré de tener
de 75 a 85 cm de alto y un ancho minimo de 80 c¢m lo que permitird
usar la mayoria de los tipos de iluminacién.

No es esencial, ni siquiera preferible disponer de mobiliario
-especial de laboratorio. Una mesa de fabricacién casera, estable,
56lida, con un travesafio cémodo para descansar los pies, suele ser
mis conveniente que los tipos de escritorio o banco disefiados
especialmente para uso de laboratorio.

Ademds de la mesa con travesafio y amplio espacio para las
rodillas, se deben proporcionar sillas, taburetes, u otra clase de
asientos que se puedan adaptar a la estatura de la petsona 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 taburetes
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de diferentes alturas.

Asimismo, es indispensable contar con uno o mds lavaderos con
agua cotriente, puesto que la limpieza de los portaobjetos y de toda
la cristalerfa que se usa para la coloracién es de la mayor importan-
cia. Resulta muy conveniente tener un gabinete o estanteria que se
cierre herméticamente para guardar la cristaleria, botellas de colo-
rantes y otros reactivos, y también disponer de archivadores y de
un escritorio para los trabajos de secretaria y registro.

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

Hay que disponer constantemente de suficiente agua destilada,
Quiza sea necesario recoger debidamente agua de lluvia y conser-
vatla en grandes recipientes de cristal. Una destiladora eléctrica
moderna proporciona abundante agua destilada de excelente cali-
dad. Las desmineralizadoras (desionizadoras en cipsulas) permiten
obtener agua completamente apropiada para la colotacién de la
sangre en forma mis sencilla que mediante las destiladoras.

A continucién figura una lista del equipo bésico necesario para
un solo investigador. Puede aumentarse en proporcién al nimero
de microscopistas que se calcule que trabajarin en el laboratorio,

Lista de equipo de laboratorio para un solo microscopista

(Multipliquese por el nimero de microscopistas y estudiantes.)

1 microscopio binocular, limpio, con lentes apropiadas para el
factor de multiplicacién dado para su cuerpo binocular, por
ejemplo:

Factor Ocular
1,6x 4,5x
1,5x 5x
1,25x 6x
1x=ningan factor 7x, 7,5%, 8x (miximo)

1 carro mecinico, solido y de ficil funcionamiento.
1 cubierta de plastico para proteger del polvo.
1 fuente de luz abundante de color blance azulado.
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Los iluminadores empotrados que usen bombillas transparentes
(especiales) y de menos de 25 vatios son inadecuados. Se debe
disponer de filtros de vidrio fino esmerilado, azul claro, para el
mictoscopto y el iluminador. La lampara de la American Opti-
cal, tipo “'Chalet”, sin el cristal esmerilado y los filtros azules,
se puede combinar con un matraz, de bola, lleno de agua tefiida
de azul, lo cual da una excelente luz si en este tipo de limpara
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 fabri-
cacion casera permite obtener los mismos resultados (véase el
Diagrama 16, pag. 64).

1 unidad de calefaccién que dé una temperatura hasta de 35°C,
instalada en un armatrio, para proteger los prismas y las lentes
del microscopio contra los hongos en los climas calidos y hime-
dos. A tal efecto, es indispensable disponer de un termémetro
de mixima y minima (véase el Apéndice 20, pig. 121).

1 pequefio frasco para aceite de inmersiéon Cargille tipo A, de
baja viscosidad, o Crown (ordinariamente los frascos aplicadores
de 20 cc con varilla de cristal, resultan mejores que los que
suministran las compafiias de Optica).

2 toallas que no desprendan pelusa, de 40 x 60 cm.

4 fuentes rectangulares para coloracion, de 7 x 9 x § cm (véase el
Diagrama 17, pag. 74).

2 lapices de grafito, blandos, No. 1.

1 paquete de 50 hojas de papel cebolla de la mejor calidad, del
tipo usado para copias, 11 x 21 cm. Las hojas deberin estar
colocadas entre cartones de su mismo tamafio.

1 cuchilla puntiaguda Bard-Parker colocada en ¢l corcho de una
botella de 60 cm con boca de 2 cm.

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

1 paquete de gasa, un rollo pequefio de gasa o vendas, y si no se
dispone de éste, un rollo pequefio de algodén absorbente de
buena calidad y de fibra larga.

Equipo para colorear:

1 crondémetro de 1 min. a 2 horas, con timbre de alarma que suene
hasta que se haga parar,



1

93

botella de 120 ¢c, de boca ancha, con una mezcla de fosfato de
azul de metileno,

2 vasos pequenos de plastico,

de forma cilindrica mis bien que conica

para el agua amortiguadora de lavado.

1

botella de 30 cc (o frasco cuentagotas de plastico) de colorante
Giemsa bueno.

tubo de ensayo, graduado (preferiblemente de plistico), de
10-25 cc. (Los tubos de ensayo marcados a 5, 10y 15 cc dan el
mismo buen resultado.)

bandeja de colorear, curva, o su equivalente, con depresién de
2-3 mm, o una vasija rectangular de esmalte blanco (véase el
Diagrama 12-D v E, pig. 48).

botella de vidrio o plastico, de 500, 750 6 1.000 cc de capacidad.
botella de sales de fosfato mezcladas de acuerdo con alguna
proporcién previamente seleccionada, como por ejemplo, 4/5;
¥ 6 pequefios tubos con corchos, que puedan contener 0,5, 0,75
61,0 gm de la mezcla,

Los tacos para que se escurran los portazobjetos son de varios ta-

mafios y se hacen de madera de buena calidad y bien seca, de
2 a 2,5 cm de grosor, con cortes transversales de 7 mm, aproxi-
madamente, de profundidad, e inclinados en un dngulo de 110°
y con 13 mm de separacién. Los cortes deben ser suficiente-
mente amplios—1,5 mm como minimo—~para acomodar portaob-
jetos gruesos. Un taco de 2,5 x 20 cm podrd acomodat unos
pocos portaobjetos, mientras que uno de 15 x 22 ¢m podri
contener urios 100,

paquete de toallas de papel.

caja de material plastico para 25 portaobjetos que pueda con-
tener gotas gruesas de sangre para demostracion.

1 hoja de afeitar tipo “Gem".

piezas de cartdn ordinario de empacar (acanalado). Varios arti-
culos necesarios para transportar, secar y empacar portaobjetos
{cordel y papel de estraza para envolver).
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Articulos complementarios para an
lahoratorio de zona o central

1 objetivo de repuesto de inmersién en aceite y 10 pares de lentes
de 7x & 7,5x si se van a usar microscopios que carecen de lentes
intermedias.

1 matcador ajustabie para trazar circulos a los objetos microscopi-
cos, para cada microscopio (véase el Apéndice 16, pig. 115).

12-24 botellas Florence de 250-300 cc.

1 lamina AQ-seudoisoctomdtica para la prueba de visidn de los
colores.

50 tacos de madera de 1 cm vy 2 cm de grosor y 6-8 cm® (25 de
cada grosor}.

Corchos de repuesto para todos los tipos de botella.

36 botelias cuentagotas plasticas (véase el Apéndice 12, pig, 112).

I botella cuentagotas de 30-60 cc para tolueno puro, por cada
tres estudiantes.

1 vasija oblonga, esmaltada, para colorear, de 33 x 25 x 8 cm, por
cada tres estudiantes, o 12 liminas de plastico curvas.

14 litro de accite Cargille o Crown (de la menor densidad).

Giemsa—ya sea solucién madre de 30 cc de alta calidad compro-
bada de Giemsa, o 4 botellas de 5 gm de un lote comprobado de
polvos de Giemsa, tales como National Aniline NGe 18,

3 botellas de 400 gm de alcohol metilico puro, libre de acetona, de
la mejor calidad.

1 kilo de glicerina pura de la mejor calidad.

200 gm de cuentas de cristal s6lidas, de 5 & 6 mm de didmetro.

Sales para aguas amortiguadoras:

8 botellas de 100 gm de Na,HPO,, anbidro.

400 gm de polvo fino o cristales de KH,PO,.

10 gm de azul de metileno, medicinal o de la mejor calidad que
pueda obtenerse,

1 botella de polietileno si es posible, de 2 litros de dcido cromico
{dicromato de potasio y 4cido sulfarico).

1 embudo de porcelana o cristal de 7,5 cm para recoger el icido
crdmico sobrante de las bandejas rectangulares de colorear.

3 litros de alcohol de 90-95% para limpiar los portaobjetos.

Vasijas esmaltadas o de plastico para la solucién detergente en que
se colocan los portaobjetos utilizados.

1-2 cubos esmaltados o plasticos.
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10.

Los diez “pecados mortales™ en la microscopia

de la gota gruesa

POCA NITIDEZ
ILUMINACION INADECUADA

NO MOVER EL TORNILLG MICROMETRICO CONS-
TANTEMENTE

EFECTUAR CUALQUIER AJUSTE DEL SISTEMA DE
ILUMINACION QUE PERMITA EL DESPLAZAMIENTO
RADIAL DE LOS LEUCOCITOS

NO FAMILIARIZARSE CON EL ASPECTO DE LOS LEU-
COCITOS, PLAQUETAS Y RESTO3 DE ERITROCITOS
QUE S$E ENCUENTRAN EN CUALQUIER PREPARA-
CION QUE HAYA DE OBSERVARSE

PERDER TIEMPO OBSERVANDQ IMAGENES DUDOSAS
O CAMPOS MAL TENIDOS

USAR ESPE JO CONCAVO

USAR PORTAOB_]ETOS, FRASCOS O BOTELLAS SIN
ETIQUETAS

NO PROTEGER CONTRA EL AGUA, EN CUALQUIER
PROPORCION, LAS SOLUCIONES ALCOHOLICAS DE
COLORANTE

NO DEJAR EL OBJETIVO 10x EN POSICION DE TRA-
BAJO CUANDO SE VA A TRANSPORTAR O A GUJAR-
DAR EL MICROSCOPIO
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Apéndice 1

LA MICROSCOPIA DE LA ERRADICACION
DE LA MALARIA

PREPARACION Y GOLORACION
OE
GOTAS GRUESAS DE SANGRE

sl HAY PARASITOS
PRESENTES EN Fi
EXAMEN OE LA ZONA

NUMERO

DE LA
ERRADICACION
DE LA MALARIA

CIFRRS BUMERD £UR 108 SAMPOS

FORMA DE NOTIFICACION
Fi[W M
i4

M bt
[ Te7 ]+

R

En este diagrama figuran los principales aspectos analizados en
el presente Manual para el diagndstico moderno de [a malaria, ba-
sado totalmente en una gota gruesa de sangre bien preparada y
coloreada.

En un programa de erradicacién es indispensable volver a exami-
nar una parte de los especimenes tomados, es decir, todas las limi-
nas positivas y distintas cantidades de las negativas. Para esto es
necesario quitar el aceite del portaobjetos y almacenar todos éstos
después del primer examen.
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En el pasado, cuando se declaraba “positiva” una muestra de
sangre, lo primero que se preguntaba era “;Qué especies estin
presentes?”’. Hoy se pregunta "' ;Cudntos parasitos hay?”, ya que si
son numerosos €s mucho mis probable que el diagnéstico de las
especies esté correcto, mientras que si el namero es escaso el
diagnostico puede ser incierto y generalmente el nuevo examen se
prolonga. Se esti prestando cada vez mis atencidn a las infecciones
escasas, pues hoy dia el descubrimiento de un solo caso en determi-
nada area puede ser mds importante que la localizacién de una
docena o una centena de casos hace 20 afios.

En el diagrama se procura también mostrar, mediante ¢l empleo
de abreviaturas, como se pueden registrat, en forma completa, pero
sencilla, los tesultados del anilisis de muestras de sangre.



Apéndice 2

EL COMPORTAMIENT(O DE LOS GAMETOCITOS
DEL P. FALCIPARUM

casa
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Tres a cinco semanas antes de efectuarse, en 1949, las observa-
ciones arriba mencionadas, cuatro muchachos jévenes ingirieron
cantidades desconocidas de proguanil y quinina, probablemente
solo hasta que desaparecié la fiebre. El primer muchacho fue locali-
zado mediante una encuesta escolar habitual y los otros se encon-
traron mis tarde en una misma familia.

Cada uno de ellos recibié 10 mg de iso-pentaquina durante los
dos primeros dias después de haberse tomado la muestra de sangte
(lo que se indica con la x pequefia en las primeras dos columnas).

El 12° dfa, el Caso N° 1 se quejo de algunos sintomas y en la
sangre aparecieron unos pocos anillos. El Caso N° 4 registraba+F,
El dia 13° todos recibieron cantidades adecuadas de amodiaquina
en una dosis Gnica.

En los 7 exdmenes semanales subsiguientes ya no aparecieron mis
anillos,

Del diagrama adjunto se deduce lo siguiente:

I. Los gametocitos raras veces aparecen antes de la segunda
semana de parasitemia,

2. Desapatecen espontineamente después de la 5-7 semanas; o

3. Desaparecen en el término de 72 horas después de la inges-
ti6n de drogas del tipo de la primaquina,

De lo que antecede se concluye que, en las dreas de transmision
reducida es mds importante administrar cantidades adecuadas de
drogas esquizontocidas el ptimer dia del tratamiento, que uma
droga especifica contra los gametocitos ulteriormente.
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Apéndice 3
GLOBULOS ROJOS EN FORMA DE ROSCA

A1-Gldbulo rojo normal, de rente y de costado

B)-Ghbbuto raje mas joven, aumentada, en el que la
parle tentral s exlremadanente delgada. El pardsito esti
representada come 'n parie central del glibulo en A ¢
acwpa sblo la parte perilérica en B).

Es preciso dar algunas explicaciones acerca de la forma alterada
de los parisitos bien desarrollados de P. wivax y de P. malayiae,
debido al tipo de célula en que se encuentran.,

En el precedente diagrama esquemitico se ha procurado demos-
trar €l tamafio y la forma, tanto de frente como de costado, de los
glébulos rojos normales (A). La destruccién de muchos glébulos
rojos por reiteradas esquizogonias provoca la anemia que, a medida
que se acent(a, contribuye a que lleguen a la circulacién glébulos
rojos incompletamente desarrollados y en nimero creciente, No
pocas veces, los glébulos rojos, de tamafio mayor que el corriente
(B), muestran una marcada constriccién en la parte central en con-
traste con las células normales. En vez de aparecer como discos
gruesos biconcavos, semejan caémaras de neumdtico infladas o un
pastel de “rosca”. También se encuentran glébulos rojos jévenes
azulados de formas semejantes.

Evidentemente las membranas celulares opuestas estin tan juntas
que la hemoglobina y otros elementos se ven empujados hacia la
periferia. El aspecto resultante, segin la cantidad del material
parasitario presente, serd como el representado por la parte som-
breada en la figura (B).

El estudiante debe comprender que la alteracion del parisito por
la forma de la célula que lo contiene, no indica un comportamiento
tipico del P. vivax o del P. malariae.
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Apéndice 4

DESCRIPCIONES DIAGRAMATICAS DE LOS
PARASITOS OBSERVADOS

IDENTIFICACION
DEL PORTAORIETDS
KO. APROXIMADD DE
A ESPECIES DE PARASITOS TAMARD DE
LINFOCITD PEQUENT

MAS PEQUEND 2 MAS NUMER0SOS MAYOR

Este diagrama se utiliza para ayudar al estudiante a aprender las
diversas formas de desarrollo de los parisitos que pueden pre-
sentarse en una misma gota de sangre. Para uso del estudiante, se
facilitan formularios individuales mimeografiados, iguales al pre-
sentado en el Diagrama A, y se completa uno por cada muestra de
sangre desconocida que se examine hasta que el estudiante haya
aprendido bien a representarse la diferencia de crecimiento de cada
portaobjetos de estudio que examine.

En el formulario mimeografiado, de 18 x 5 cm y dividido en
tres partes iguales, el circulo de 8 mm de didmetro que se observa
en la parte superior del cuadrado central representa el tamafio de
un linfocito pequefio. La identificacién del portacbjetos observado
se esctibe en el pequefio rectingulo en la parte superior del primer
cuadrade. Cuando se completa el examen, deberi indicarse debajo
de dicho rectingulo el nimero aproximado de parisitos presentes
y el diagnéstico de las especies.

Para completar el examen, el estudiante examina meticulosa-
mente la gota gruesa de sangre hasta observar los detalles de 30 a
300 parisitos (segin el nimero de parisitos presentes). Después
de apagar la limpara del microscopio, el estudiante dibuja de
memorid, en forma esquematica, cuatro figuras que representarin:
a) el parisito mis pequefio encontrado (dibujado en el primer
aradrado); b) dos ejemplares de la fase mas numerosa en que éste
se encuentra (en el segundo cuadrado); y ¢) la mayor de las
formas en desarrollo que se observen (en el tercer cuadrado).
Sélo se registran las formas asexuales en desarrollo. Si se desea
dejar constancia de la presencia de gametocitos maduros, se puede
dibujar uno de éstos en miniatura, en el extremo superior detecho
del tercer cuadrado.

101



102

BX-196]
btV

©

= B4 O

t+ F ¢
b & O &

Conviene sefialar categéricamente que NO se requieren dibujos
artisticos de cada parasito. Lo importante es cuidar que los dibujos
guarden proporcion con el tamafio del circulo que representa un
linfocito pequefio. Una vez indicado el tamafio, debe representarse
la posicién del fragmento o de los fragmentos de cromatina. Se
podrian usar dos o tres circulos pequefios para indicar la presencia
del pigmento.

A fin de que el estudiante se forme rapidamente algtn concepto
del tamafio del parésito en el microscopio, debe darsele la oportuni-
dad de observar, con la
camara licida, por lo menos
una muestra de sangre que
contenga parasitos. Este ins-
trumento, cuando estd de-
bidamente ajustado, a través
del prisma, proyecta sobre
el papel colocado al lado
del microscopio cualesquier
objetos que se vean en el
campo microscopico. Es en-
tonces relativamente sencillo dibujar los contornos de un linfo-
cito pequefio y de los pardsitos que se encuentran a su alrededor.
Los Diagramas 6-8 (véase las pags. 24, 26, 27) se prepararon en
esta forma.




Apéndice 5
MODELOS O GUIAS

PLANCHAS - -

~PIEZA DE CARTON GRUESQ EN FORMA DE L™

Los modelos, guias o estructuras—cualquiera que sea el nombre
que se les dé—son indispensables para ensefiar a preparar debida-
mente gotas gruesas buenas y uniformes, que contengan un frotis
parcial delgado para ser utilizado como marbete y en el cual la
identificacién pueda escribirse con un lipiz suave.

Se toma un cartén grueso y se corta en una extension de 15,2 cm
y éste se recorta en tres pedazos pequefios de 9,50 x 15,2 cm cada
uno. De otro pedazo de cartén grueso, firme y consistente {como
los utilizados en ficheros) se corta una “L” cuyo brazo vertical tenga
4,5 cm de altura y el horizontal 9 ¢m, siendo la anchura de ambos de
1 cm. Esta “L” se pega en un cartén grueso a un 2,5 cm de su
extremidad, como se indica en el diagrama, y se deja secar bien,

En seguida, se fija un portaobjetos de cristal en la "L” y se
dibujan los contornos de su parte superior e inferior con una linea
suave sobre la carpeta de cartén. A una distancia de 2 cm del
extremo izquierdo del portaobjetos se dibuja una linea vertical de
1,5 cm sobre el cartdn, equidistante de los bordes del portaobjetos.
Segiin el tamafio de la gota gruesa que se desee obtener, se forma un
rectingulo o un cuadrado, como se indica en el diagrama. A 3 mm
a la derecha se dibuja un rectingulo més grande, de tamafio propor-
cional al ntimero de letras o cifras de la identificacién que ha de
usarse, 0 suficientemente grande para colocar las iniciales del
sujeto y la fecha.
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Con estos dos disefios claramente marcados en el cartdn, el prin-
ciptante coloca un portaobjetos limpio en el dngulo de la "L y
observa en qué parte de éste debe tocar la sangre para que quede a
la izquierda del centro del cuadrado que denota los limites de la
gota gruesa. Si le es posible, con la muestra de sangre que ha
tomado, extiende ripidamente la sangre sobre el portaobjetos
dentro de los limites del rectingulo. El marbete de identificacién
se escribe en el portaobjetos, en el espacio indicado por el rectingulo
de la derecha.

Los dibujos trazados sobre este modelo deben ser nitidos y de
trazos bien definidos, pues no se trata de dibujar lo que deberia ser
el portacbjetos definitivo, sino de disponer de un medio para que
las muestras de sangre se coloquen siempte en la misma posicion
sobre el portaobjetos.

Apéndice 6
EL FENOMENO DE LA COLORACION DE SCHUFFNER

En los frotis o extendidos de P. vivax y P. ovale bien coloreados,
los glébulos rojos que contienen pardsitos revelan la presencia de
grinulos rojizos que se conocen con el nombre de granulacién de
Schiiffner. En las gotas gruesas de sangre igualmente bien colo-
readas, es frecuente observar alrededor de los pardsitos una aureola
rosa de forma semejante al glébulo rojo en el que se encuentran.
Esto es lo que se llama el proceso de coloracién de Schuffner, ya
que los grinulos raras veces se pueden distinguir, a menos que se
emplee la técnica salina de Shute.

No se tiene conocimiento de que se observen aspectos semejantes
en los parisitos P. malarize en la gota gruesa de sangre.

Algunas veces se observa una sombra rosa del glébulo rojo en
la sangre que contiene los anillos de P. falciparum. Estas gotas
gruesas suelen estar excesivamente coloreadas, o revelan alguna
variacién en su coloracién, o incluso descoloracién.,

En todo caso, el diagndstico se basa siempre en el conjunto de
las formas de desarrollo que aparecen simultineamente y no en el
aspecto del glébulo rojo coloreado.



Apéndice 7

PRUEBA RAPIDA DE LA CALIDAD DEL
COLORANTE DE GIEMSA LIQUIDO

Para esta prueba, lo dnico que se necesita es papel filtro No 2
circular de Whatman, de 10 a 12 cm (idsese el N° 1 si es el Gnico
papel disponible) y un cuentagotas con alcohol metilico puro.

En el centro del papel filtro se colocan una o dos gotas de la
solucién de Giemsa concentrada. Luego se dejan caer dos o tres
gotas de alcohol metilico puro sobre la mancha oscura, que empieza
a agrandarse lentamente,

Se forman entonces tres circulos concéntricos (de 3 a 7 cm de
didmetro), a saber:

1. Un circulo exterior angosto, rojo o rosa (eosina).
2. Un circulo medio, ancho, rojo-azulado (azul de metileno).
3. Un circulo interior angosto, azul fuerte (azul de metileno).

En los casos de colorantes deteriorados, nunca se ven todos los
tres circulos.

Apéndice 8
LA TECNICA DE LA COLORACION SALINA DE SHUTE

En 1955, Shute diluyé accidentalmente un poco de colorante de
Giemsa con solucion salina normal (0,85% ) para la coloracién de
frotis o extendidos y se sorprendi6 de la excelente coloracién del
parisito, asi como de la granulacién, cuando éstos estaban presen-
tes. Pronto comprobd que se podian obtener resultados andlogos
con una gota gruesa de sangre.

El efecto deshemoglobinizador es evidentemente mucho mis
eficaz que cuando s¢ usan las soluciones amottiguadoras habituales
v, al parecer, so logran mejores resultados cuando los portaobjetos
se han dejado sin colorear durante un largo periodo. Los restos
de Ios glébulos rojos jovenes no son tan patentes; el campo es
exttaordinariamente claro y los parasitos se pueden localizar con
mis facilidad. Cada granulo de Schiiffner se ve en forma clara y
precisa cuando la coloracidn dura 30 minutos o mas.
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Pareceria conveniente que las personas que no estén familiariza-
das con este tipo de coloracién examinen sin demora las posibilida-
des de emplearlo teniendo en cuenta las condiciones locales. Quizi
puedan introducirse algunas modificaciones menores a fin de reducir
el tiempo de la coloracién y la cantidad de colorante de Giemsa
usado. Es evidente que el principio tiene grandes ventajas.

A continuacién se reproducen las instrucciones dadas en el libro
de Shute: *

El colorante se prepara en las siguientes proporciones:

6 cc de colorante de Giemsa por cada 100 cc de solucién de
NaCl al 0,85% {pH 7,0].

Colorante en la posicién invertida, en bloques de 25-50; 0 en
platillos de coloracién—30—60 minutos.

Enjuiguese con agua de grifo, esciirrase y séquese.

Usese el colorante repetidamente mientras no se obtengan los
resultados deseados.

La preparacion de proporciones secas de sal y sales amortiguado-
ras no constituye un procedimiento prictico, debido a la infima
cantidad que se requiere de estas Gltimas sales. Las siguientes
lecturas de pH se obtuvieron agregando 1% de fosfato de monohi-
drégeno disédico a 500 cc de solucidn salina normal:

0,85 ¢c-——7,2
0,65 cc—7,1
04 oc—-7,0

Apéndice 9
LA COLORACION DE FROTIS

Los frotis o extendidos son dtiles para demostrar algunos aspec-
tos especiales de los pardsitos de la malaria y de los glébulos rojos
en que se encuentran. Ademds, para demostrar una hematologia
poco corriente, la existencia de parasitos en la médula 6sea, o raspa-
duras cutineas, se preparan durante la autopsia frotis de la super-
ficie cortada de la placenta y del cerebro, bazo o higado. Para la
coloracion de estos frotis puede ser conveniente emplear cualquiera
de los dos métodos indicados a continuacién:

1};_1;’“0” Technigne for the Sindy of Malaria. Percy G. Shute y
Marjorie E. Maryon. J, and A. Churchili Ltd., Londres, 1960,
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A. Fijacién con alcohol y coloracién con colorante de Giemsa
en agua amortiguadora,

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

El ptimer procedimicnto es mds comin, pero €l segundo puede
ofrecer resultados hematoldgicos mejores.

Tal vez sea necesario utilizar una solucidn amortiguadora especial
de proporciones de 3:5 a 5:5, en lugar de la proporcion habitual
de 6:3, para obtener la coloracién de la granulacién de Schiiffner.

El agua neutralizada se prepara afiadiendo de 20 a 40 gotas de
solucién roja de fenol a 100-300 ml de agua destilada. Se agrega
carbonato de litio {0,2% ) gota a gota, hasta obtener un color rosa-
violeta que permanezca asi después de agitar bien la solucién; el
color debe permanccer inalterado durante unos 20 minutos y si se
aclara ripidamente debe afiadirse mds carbonato de litio. El pH
varfa 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 necesita,
cuzlquiera que sea su pH.

Métode A

1. Fijense los extendidos con alcohol metilico puro.

2. Coléquense los portacbjetos sobre varillas de vidrio hori-
zontales, a una distancia de 5 cm uno de otro.

3. Cubranse con colorante de Giemsa fresco preparado con una
gota de Giemsa por cada ¢c de agua amortiguadora en pro-
porcion 4:5,

4, Coloréense durante 30-60 minutos.

5. Enjuiguese el colorante con abundante cantidad de agua
amortiguadora en proporcidn 4:5.

6. Déjese escurrir o eliminese el exceso de agua con papel
secante,

7. Séquense los frotis con calor suave.

Método B

1. Coléquense los portaobjetos sobre varillas de vidrio ho-
rizontales.

2. Cdabranse con colorante de Wright o de Leishman puro.

Agréguense 1--2 volimenes de agua neutralizada.

4. Mézclese moviendo suavemente las varillas, No se debe
soplar.
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5. Enjuiguese el colorante después de 20-30 minutos con
abundantes cantidades del mismo diluente,

6. Déjese escurrir o eliminese el exceso de agua con papel
secante.

7. Séquense los frotis con calor suave.

Con cualquiera de los dos métodos de coloracién los glébulos
rojos se muestran de color de ante.

Cuando sea necesario preparar frotis o extendidos, conviene
emplear portaobjetos Clay-Adams N* A-1463, de bordes redondea-
dos, como lamina para extender la sangre (véase el diagrama que

sigue).

PORTAOBIETOS DE BORDES REDOWDEADDS

Apéndice 10
RECOLORACION DE GOTAS GRUESAS DE SANGRE

Algunas gotas gruesas de sangre se descoloran con mis rapidez
que otras. Incluso en las preparaciones recién coloreadas, se
aconseja al examinador que observe el borde de la gota gruesa para
lograr un contraste mejor en los colores. La falta de colotacién en
la parte central bien puede deberse a la lentitud con que se seca esa
parte debido a su grosor o a una clevada humedad. La absorcion de
CO, del aire continfla mientras la sangre esté hiimeda y tal vez
contribuya a la ausencia del color rojo en el centro de muchas gotas
gruesas. Es preciso tener en cuenta también otros factores como la
limpieza de los portaobjetos, la calidad del colorante, si el agua
amortiguadora es adecuada y, especialmente, la reaccién det medio
en que se ha montado la gota de sangre.
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En algunos casos, un portacbjetos o grupos de portaobjetos, e
incluso juegos completos de portaobjetos para fines didicticos, se
han inutilizado en tres meses o menos. Evidentemente, sélo Shute
puede preparar gotas gruesas de sangre que a veces duran decenios.

Hasta ahora, la recolotacidn raramente ha sido satisfactoria.
Solo cuando las preparaciones se han coloreado debidamente al
principio cabe esperar buenos resultados. En general, es menos
probable que se descoloren las gotas gruesas que han sido mis
protegidas contra la luz.

El principio de la recoloracién se basa en el empleo de colorantes
diluidos. Dicho procedimiento requiere que €l colorante se man-
tenga durante un periodo relativamente prolongado y que se utili-
cen soluciones amortiguadoras que contengan menos proporcién de
sal dibdsica. Puede ser necesario ensayar soluciones amortiguadoras
de las proporciones de 3:5, 2:5, 1:5 y tal vez de 0,1% de fosfato
potisico antes de obtener resultados satisfactorios. Se ha logrado
bastante éxito con polvo de Leishman de buena calidad preparado
en la misma forma que el colorante de Giemsa (véase la pig. 50),
es decir, en una solucién diluida en la proporcién de una gota para
3 6 4 cc de agua amortiguadora y dejindola que actize durante tantos
periodos de 10 minutos como sean necesarios hasta que ya no se ob-
serve mejora alguna en el aspecto microscépico. Si los portaobjetos
se colocan boca arriba en las varillas de coloracién y se cubten con el
colorante diluido, pronto quedard de manifiesto que las partes del
portaobjetos que estin mis descoloreadas que otras o que son de
un color rojo demasiado intenso, producirin la descoloracién del
colorante liquido que esti directarnente sobre ellas, del mismo
modo que sucede en la gota gruesa de sangre. Debe agregarse
colorante fresco y proseguirse la coloracidn hasta que cese la
descoloracion.

La descoloracién de frotis raras veces plantea un problema, ya
que es bien sabido que muchos conservan su color durante afios.
No obstante, se necesita un procedimiento para volver a colorear
aquellas dreas de campos espectales que se han descolorado por el
uso durante horas en demostraciones.



Apéndice 11

BIBLIOTECA DE PORTAOBJETOS PARA
LA ENSENANZA

Si bien las infecciones malaricas son todavia bastante numerosas,
seria conveniente adoptar las medidas necesarias para almacenar
juegos de gotas gruesas coloreadas que podrian usarse para el
adjestramiento del personal actual de microscopistas y, después de
la recoloracién, se continuarian empleando para la formacion de
aquellos cuyos servicios se necesitarin durante el periodo de vigilan-
cia de tres afios.

Una buena coleccién de portacbjetos debe consistir en juegos de
10-25 gotas gruesas, junto con dos frotis de la misma sangre toma-
dos al mismo tiempo. Deben identificarse cuidadosamente, de
modo que no revelen las especies presentes, y colorearse, empaque-
tarse y almacenarse sin demora en la oscuridad hasta que se
necesiten. Una semana antes de usarlos, se les aplica un cubreobje-
tos limpio {N° 1) con una de las nuevas resinas disueltas en tolueno
puro. El “euparal verde” demora la descoloracién, pero es mas
dificil de quitar cuando se van a colorar de nuevo los portaobjetos.

Es preciso prepatar juegos de muestras de sangre que contengan
una gran cantidad y un pequefio niimero de parasitos de cada una
de las tres fases de P. falciparam asi como de las muestras de
sangre tomada en tres ocasiones distintas en el ciclo de P. vivax y de
P. malarize. En los casos en que todavia no se ha dado droga
antimalarica al paciente, esto puede aplazarse durante 24 horas para
que pueda tomarse una segunda gota de sangre y colocarse junto
a la primera 24 horas después. Debe incluirse un juego de mues-
tras de sangre normal y uno de muestras tomadas después de haber
desaparecido todos los pardsitos, 4 fin de demostrar la existencia de
los restos celulares.

Se podrian hacer las gestiones necesarias con algunos hospitales
y consultorios de pacientes externos, asi como con inspectores y
colaboradores de epidemiologia interesados en el problema, a fin
de preparar juegos de portacbjetos de pacientes en quienes el
examen inmediato de la sangre revela una pauta de la infeccién que
no se ha incluido todavia en la coleccién para fines didicticos. A
este efecto, es muy conveniente facilitar paquetes de portaobjetos
uniformes, nuevos y debidamente limpiados.

De acuerdo con algunos resultados de investigaciones actual-
mente en curso sobre la descoloracion de portaobjetos para la ense-
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flanza, tal vez sea posibie usar durante muchos meses las gotas
gruesas que han sido debidamente coloreadas por el método de
Field antes de descartarlas por pérdida del color. Una proporcién,
por lo menos, de cada juego de portaobjetos destinados a la ense-
flanza en clase debe ser coloreada por el método de Field, ademis
de los preparados de acuerdo con el método usual de Giemsa a base
de azul de metileno.



Apéndice 12
CUENTAGOTAS DE PLASTICO

GIEMSA
G Née-18

Con los cuentagotas de plastico que ahora pueden obtenerse (con
capacidad que varia de 30 cc a 150 «), ¢l colorante de Giemsa
queda mejor protegido contra la contaminacion por la humedad
que en otros envases que necesitan de una pipeta para obtener el
nimero adecuado de gotas.

Apéndice 13
LAPICES USADOS PARA HACER MARCAS EN LA SANGRE

Aunque se recomiendan los lipices de grafito del N 1 u otros
de tipo suave, para escribir los marbetes tan pronto como se haya
secado Ja sangre, el lipiz Dixon 2225 Film Mark es excelente,
ya que no contiene polvo de grafito suelto que pueda esparcirse en
las partes adyacentes de la gota gruesa.

Conviene evitar el empleo de lipices grasos, ya que gran parte
de la grasa puede flotar cuando los portacbjetos son sumergidos
durante el proceso de coloracién. Ademais, si se usan lapices grasos
de color rojo 0 azul, es posible que algunos pigmentos de estos dos
colores se adhieran al portaobjetos incluso después de haberse
quitado el aceite.
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Apéndice 14 \
“HUMIGRAPH”
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El “humigraph™ es una tarjeta con 6 circulos negros que con-
tienen material susceptible de cambiar del color azul al rosa y
viceversa. El borde de la tarjeta es de un color neutro grisiceo que
varia con la humedad. Para determinar la humedad sc compara el
color de los circulos con el del borde.,

El porcentaje de humedad se lee en la cifra del circulo cuyo colot
se asemeje al del borde. Si un circulo es mas azul y el adyacente
més rosado, la lectura sera la cifra mas baja, agregando 5.

El contorno del circulo con la cifra 70 puede cambiar su color
a rosado. Cuando esto ocurre, la humedad es superior 2 80%,
lo que impedird que se sequen pronto las gotas gruesas de sangre.
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Apéndice 15

FORMA DE AJUSTAR EL TORNILLO
MACROMETRICO DEL MICROSCOPIO

Cuando el tornillo macrométrico del microscopio empieza a
aflojarse debido al peso del cuerpo binocular, el objetivo de inmer-
si6n en aceite no se mantendrd enfocado al quitar la mano de la
cabeza del tornillo.

En algunos modelos de microscopios este factor puede ajustarse
de inmediato girando simplemente las manecillas estriadas del
tornillo macrométrico en direcciones opuestas. En otros modelos,
hay dos tornillos pequefios en la plataforma, colocados directamente
sobre el tornillo macrométrico, que pueden ser apretados con un
destornillador pequefio adecuado hasta que la tensién sea satis-
factoria.

Cuando no se disponga de ninguno de estos mecanismos regula-
dores, serd necesario quitar la cremallera (véase el diagrama ad-
junto) soltando los tornillos en los puntos A y B e insertando capas
convenientes de papel de estafio o aluminio para evitar el desliza-
miento.
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Apéndice 16
EL. EMPLEQO DE OBJETIVOS MARCADORES

=

e L

Cada microscopista debe disponer de un objetivo matcador, que
pueda dibujar un circulo por lo menos tan pequefio como el campo
microscopico visto con objetivo de inmersién en aceite. Como
minimo, debe haber uno de estos marcadores para cada tres micros-
copistas que trabajen juntos. Cuando se utilizan debidamente, los
objetivos marcadores representan una considerable economia de
tiempo al examinar los resultados. En el caso de objetos dudosos,
se puede colocar un circulo altededor de ellos a fin de remitirlos
al laboratorio central y éste puede a su vez marcar con un circulo
aquellos objetos que desea devolver al examinador original. Los
marcadores se usan comiinmente en el caso de infecciones menores
con pocos parasitos.

Una vez que se inicia la bisqueda de parasitos, el microscopista
debe llevar un registro del nimero de campos examinados. Si el
examinador no encuentra pardsitos en los primeros 25 campos, se
dari cuenta que, de existir la infeccidn, ésta debe contener un
nimero escaso de parasitos. Cuando el nimero de pardsitos es
pequefio, no siempre es facil determinar las especies, y cada parasito
localizado facilita esta tarea.

Debe registrarse el nimero del campo en el que se encuentra el
primer parasito. El examinador, con los ojos fijos en el parisito en
el centro del campo, comprueba primerc si el portaobjetos estd
firmemente apoyado en el carro mecdnico. Si no hay firmeza, se
corrige la posicién del portaobjetos sin perder de vista el objeto

115



116

que ha de marcarse con un circulo. Por tltimo, cuando el portaob-
jetos se ha fijado firmemente, el examinador se vale del marcador
para dibujar un circulo alrededor del objeto, primero uno pequefio
y luego uno més grande para facilitar su reconocimiento.

8i, pot ejemplo, el primer pardsito se encontrd en el campo 37,
y se encuentran dos mids—uno en el campo 61 y el otro en el 93—
los resultados se registran como 37, 61, 93 §. Las tres pequefias
letras “"0”, colocadas verticalmente después de estas cifras, indican
que se han encerrado tres parisitos con un circulo y que éstos
pueden localizarse con el objetivo de 10x,

Una vez que se hayan observado tres parisitos, fidedignos, el
examinador debe encontrar un nimero suficiente de parasitos para
determinar con exactitud las especies, independientemente del
nimero de campos. 8i, después de examinar 300 campos, no le es
posible establecer un diagnéstico, por haber encontrado sélamente
siete pardsitos, debe estar autorizado a colocar un signo de interro-
gacidn después del diagndstico méds probable, por ejemplo, F?——o
a escribir simplemente 7p/300% F, dando asi al revisor una idea
precisa acerca de la frecuencia de los parasitos. En una ocasidn en
que se marcd con un circulo un parasito bien desarrollado, no se
encontraron otros a pesar de haberse examinado 2.000 campos mas.



Apéndice 17
ACEITE DE INMERSION

El pequefio dibujo A reptesenta una seccibn transvet-
sal de un objetivo de inmersién en aceite dispuesto de
manera que se vean los seis distintos elementos dpticos \J
de que consta, El primero, del tamafio de una cabeza
de alfiler, es el que con mayor frecuencia y facilidad se b
dafia como consecuencia de golpes externos. Se verd .
que esta pequefia lente es esférica y tiene una distancia
focal muy pequena. El aumento con un objetive de
90-100x es tan grande que no puede lograrse la resoluctén ade-
cuada si no se conecta la parte superior del portaobjetos que
contiene la muestra de sangre con el objetivo mediante una capa
conveniente de aceite que tenga el mismo indice de refraccién que
el cristal.

Los dibujos B y C muestran dos tipos de botellas de ensayo para
aceite de inmersidn, con extremos esferoidales en los aplicadores
de cristal para facilitar la aplicacién de la cantidad de aceite
necesaria, En estos dibujos pueden verse claramente los extremos
por estar rodeados de aire. En los dibujos Bl y C1 se ve que los
extremos han desaparecido al sumergirlos en aceite con un indice
de refraccidn conveniente,

8 c

Como existen varios aceites sintéticos modernos de inmersion,
ya no es necesario usar el aceite de cedro tradicional. Este aceite
se vuelve viscoso ripidamente y se seca como varniz, reteniendo
cualquier particula de arena o arenilla con la que entre en contacto.
A ello se debia en gran medida el desgaste de la parte inferior del
carro mecinico. Ademds, por su viscosidad, era dificil quitar el
aceite de cedro del portacbjetos después del examen.,

El dibujo D muestra un frasco de tipo antiguo de aceite xileno
que todavia es usado (el frasco piramidal, dibujo E, es mejor). El
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estrecho tubo interior contenia aceite de cedro, que se extrafa con
un alambre fino terminado en asa; o una o dos gotas de xileno se
recogian al final del tubo interior ¥ se aplicaban al objetivo para
facilitar la remocion del aceite pegajoso. Este frasco dificuita la
ripida manipulacién de los portaobjetos y, por lo tanto, se ha
reemplazado como botella de trabajo por frascos como los del tipo
B y C, que tienen un sencillo tapon en rosca de boca ancha, y del
tipo F, que contiene el tolueno, fluide y mis volitil, en el que
puede sumergirse el portacbjetos después de haberse eliminado
primero la mayor parte del aceite mediante un papel fino tipo
"Kleenex™ u otra clase de papel absorbente.

Hay varios aceites sintéticos modernos como el Crown, Metsol,
algunos aceites sintéticos de cedro y el aceite Cargille o Shillaber
que viene en dos densidades. Generalmente, los aceites espesos
disminuyen la velocidad con que se realiza el trabajo. El anisol o
el benzoato metilico, un solvente graso, se ha usado porque tiene un
indice de tefraccién adecuado y no es volatil, Si no descolora los
frotis y si no molesta su olor, puede ensayarse, peto no se reco-
mienda su empleo.

Para preparar un aceite de inmersion delgado y satisfactorio se
mezclan los siguientes ingredientes:

Petrolado liquido USP o BP (espeso) o (Nujol)
82 partes
1-bromonaftaleno 18 partes

El 1-bromonaftaleno puede obtenerse de Matheson, Coleman
and Beil, East Rutherford, New Jersey, EU.A.

Para cerciorarse de que no ha quedado aceite en €| portaobjetos
después de la inmersién en tolueno, se coloca un pedazo de
“Kleenex™ ligeramente por encima de la gota gruesa de sangre
mientras esté todavia mojada con el tolueno.



Apéndice 18
TIPOS DE LAMPARAS DE MICROSCOPIO

Limpara de microscopio descrita en el catilogo A.H.T. N° 6958-E.

Tipo de limpara a presién que puede usarse en los lugares donde
no haya electricidad, siempre que sea de 250 bujiar o menos. El
calor es intolerable con bujias de mayor potencia.
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Apéndice 19
PERA DE GOMA

Esta pera de goma, con capacidad para 120 cc, puede producir
un fuerte soplo de aire. Es Gtil para eliminar pelusas, hilachas de
papel y polvo seco de las superficies de las lentes y prismas del
Microscopio.
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Apéndice 20
TERMOMETRO DE MAXIMA Y MINIMA

La lectura del termdmetro de maxima y minima no requiere
explicacién. Los indicadores que muestran el punto mis alto
alcanzado por las columnas de mercurio pueden ponerse en con-
tacto con éste, mediante el pequefio iman que se observa en la parte
superior.
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Apéndice 21
FOTOMETRO “PHOTOVOLT”

El modelo M-200 de la Photovolt Corporation, 95 Madison
Ave,, New York 16, N. Y., tiene una delicada célula fotoeléctrica
que, con el puntero colocado en Hi, registra fracciones de una
bujia/pie en una escala en que 100 divisiones son iguales a 2
bujias/pie. La lectura puede registrarse en bujias/pie o, mis sen-
cillamente, como el namero de las divisiones que la aguja indica.
Es ventajoso colocar ¢l nivel “cero” en el drea 20 6 30 de la escala,
donde la aguja se mueve mas libremente. Un aparato especial que
se adapte a cualquier ocular permite medir la luz al nivel de los
ojos. La lectura en tales condiciones ensefia una divisién mas baja
por término medio que en los casos en que no se utiliza el aparato.

La cantidad de luz en un microscopio binocular, establecida por
un microscopista corriente, varia entre 1,5 y 4 divisiones. General-
mente se puede mejorar la lectura en cuatro divisiones ajustando
debidamente todos los factores pertinentes.

Por lo general, los estudiantes procuran obtener una lectura
numérica mas elevada que sus colegas. Cuando lo logran, mejoran
su propia iluminacidn.
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Apéndice 22

INSPECCION CONTINUA DEL EQUIPO DE MICROSCOPIA

La experiencia demuestra que |2 dnica manera de mantener
totalmente limpios los microscopios que se han de utilizar en todo
programa de erradicacién de la malaria de cualquier pais consiste
en someterlos a inspeccidén continua cada dos o tres meses y en
confiar esta labor a una persona competente.

Esta persona debe tener, sobre todo, un gran interés tanto por
la microscopia como por la calidad de las gotas gruesas de sangre.
Para efectuar la inspeccion debe disponer del siguiente equipo:

Un objetivo de inmersion en aceite, de repuesto, en perfec-

tas condiciones, a fin de poder comparatilo con la lente
de inmersién en aceite que ha de examinar.

Una seleccién de gotas gruesas de sangre bien preparadas

y bien coloreadas para usarlas como portaobjetos de
prueba y demostracién.

Varios pares de. oculares de 5x, 6x, etc., que permitan

— = k) P e

50
24

lograr una ampliacién total de 6-800x con las distintas
marcas de microscopios que se usen en la region de
que se trate,

lente manual de Sx.

pera de goma, de 120 cc de capacidad,

tubo de vaselina.

hojas de papel esmerilado N* 00 § 000.

juego de destornilladores de distintos tamafios.

juego de destornilladores, de los que utilizan los den-

tistas o fos relojeros.

par de alicates pequefios ordinarios; quizd un par de
alicates de punta de aguja.

gm de algoddn absorbente muy fino.

aplicadores de madera.

medidor de luz “Photovolt” (dtil, pero no indispen-
sable).
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Trofozoitos
Erguizontos

Esquizontos
maduros

Merozoitos

Fase eritrocitica

Fare exoeritrocitica

Gamelacitos

Esporozoito

Oogquiste

Hematina

Cromatina

Citoplarma

Apéndice 23
DEFINICIONES

Todos los pardsitos no dividides. Los trofo-
zoitos més jovenes se llaman “anillos™.

Todas las formas adzlias asexuales con dos o
mais divisiones del niicleo.

Esquizontos en que los merozoitos estin com-
pletamente formados.

Producto de la segmentacion de un esquizonto
hepitico o de un csquizonto eritrocitico.
Pueden estar separados del esquizonto origi-
nal o contenidos en €l.

Cualquier fase del parasito dentro de los glé-
bulos rojos.

Fase hepatica en el hombre. Pre-eritrocitica
cuando se deriva de los esporozoitos (la
linica fase que se forma en las infecciones
por P. falciparum); exoeritrocitica, si se
deriva de otras fases hepiticas.

Formas sexuales que se desarrollan y maduran
mientras estan todavia en el mismo glébulo
rojo. Los gametocitos del P. falciparum se
denominan comanmente “medias lunas” o
“banano”.

Formas infectivas para el hombre que resultan
de la dltima divisién del ooquiste en el
mosquito.

Se desarrolla del gameto fertilizado entre las
células de revestimiento del estémago del
mosquito.

El pigmento que se encuentra en todas las
formas del parisito, menos en las iniciales;
se podtia llamar también hemazoina.

El material nuclear coloreado rojo del parasito.

El protoplasma tefiido azulado del parisito.
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Periodo de
ncubacion

Paroxismo

Atague

Anemia
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DEFINICIONES (cont.)

El tiempo que transcurre entre la picadura del
mosquito infectivo y la apariciéon de para-
sitos o sintomas. Comprende la duracién
de Ia fase pre-eritrocitica, mas ¢l mimero
de dias necesarios para que los parisitos
alcancen niveles microscopicos o produzcan
sintomas,

Las manifestaciones ciclicas que siguen a la
esquizogonia de un nomero elevado de
parasitos de cualquier especie. Las mis
comunes son los escalofrios y la fiebre. Un
paroxismo puede durar de 14 a 18 horas.

Puede comprender uno o vatios paroxismos y
terminar espontineamente o después de ha-
berse administrado 12 medicina; puede du-
rar uno o varios dias.

La pérdida de glébulos rojos por cualquier
causa. En el caso de la malaria, resulta de
lz ruptura de los esquizontos maduros en el
momento de cada esquizogonia. Batber fue
el primero en observar el aumento del na-
mero de elementos eritrociticos tefiidos de
azul en una gota gruesa de sangre, como
indicacién de anemia.



