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INTRODUCAO

Este manual foi preparado com a finalidade principal de uni-
formizar as técnicas de laboratdério empregadas no diagnéstico
microscopico das amostras de sangue colhidas durante a campanha
de erradicacio da maldria. Destina-se também a servir de ajuda
no ensino de parasitologia ministrado pelos centros de treinamento
em erradicacfo da malaria que a RSPA/OMS patrocina ou assiste
¢ a facilitar o trabalho dos técnicos de laboratério que tém a seu
cargo 0 exame rotineiro de tais amostras, sobretudo transpostas as
primeiras etapas da erradicacfio, quando a maioria das mesmas d4
resultado negativo,

Nesta segunda edicdo, a matéria foi redistribuida e posta em
quatro capitulos principais: O Parasito da Maléria; A Preparagio
das Liminas de Sangue; O Exame Microscépico; e Os Servigos de
Laboratdrio. Acrescentaram-se i obra 23 apéndices contendo in-
formagdes suplementares sObre equipamento e técnicas bdsicas,
para proporcionar a0 estudante esclarecimentos ficeis de encontrar.

As técnicas que aqui se recomendam sfo simples e foram desen-
volvidas tendo em vista o emprégo de gbtas de sangue cspéssas. Sua
adogio devera dar como resultado ndo 86 diagndsticos mais rapidos
e precisos, mas também um aumento da produgio didria do micros-
copista.

Espera-se que &ste manual, pela universalidade dos principios
que defende e das recomendagdes que faz, bem como pela extrema
simplicidade de sna linguagem, possa ser adotado em qualquer
programa de erradicaciio da maldria.



PARTE I

O parasito da malaria






1. CICLO DE YIDA DO PARASITO

DA MALARIA

O presente manual pode ser vantajosamente utilizado em con-
jungdo com a fita intitulada The Life Cyecle of the Malaria Parasite,
editada pelo Prof. H. E. Shortt e distribuida pela firma Imperial
Chemical Industries, em inglés e em espanhol. Essa pelicula sonora
e colorida mostra, esquemiticamente, o ciclo de vida do Plas-
modium no mosquito ¢ no homem. A parte final, que mostra o
diagnéstico da maliria P. vivax num esfregago, ¢ anterior aos
principios basicos adotados neste manual.

A fita sonora, em préto e branco, falada em inglés (USPHS No.
M-138B, CDC, Atlanta, Gedrgia), é o registro cinematogrifico de
um mosquito no préprio ato de picar a pele da bochecha de uma
cobdia. A parte final do mesmo filme, tomada com microscopia,
mostra a exflagelaciio do gametocito macho e a fertilizacBo da
fémca por um dos microgametos. As gbtas espéssas, que secam
vagarosamente, em condig@es favoraveis de temperatura e umidade,
podem mostrar a exflagelacdo parcial ou mesmo completa. Esse é
o trecho do filme de maior importéincia para o diagnéstico.

A fémea do mosquito Anopheles é compelida a picar animal de
sangue quente a fim de garantir sangue para a maturagio de scus
ovos ja fertilizados. Se 8sse animal é um homem com infecgio bem
estabelecida por uma das espécics de maldria, seu sangue deverd
conter formas sexuadas do parasito, bem como as formas asse-
xuadas responsiveis pelos sintomas.

Essas formas assexuadas, ao chegarem 20 estdmago do mosquito,
morrem ripidamente e sdo digeridas, mas as formas sexuadas—os
gametocitos—escapam de suas hemdcias hospedeiras., O gameto-
cito macho, de tamanho menor, logo desenvolve elementos mébvels,
semelhantes a espermatozdides, chamados microgametos (ex-
flagelacdo), que se destacam do micleo e se movem ativamente no
meio liquido circundante. O gametocito fémea, maior, sofre o
mesmo processo de maturagfio, o que possibilita ao microgameto,
em movimento, penetrar ¢ mover-s¢ ativamente no citoplasma do
macrogameto,

Dentro de algumas horas, desenvolve-se um cocineto, que s¢
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move entre as células de revestimento do estdmago do mosquito
¢ vem instalar-se sob a membrana que separa as células de revesti-
mento da sua cavidade abdominal. Ali, o material nuclear unido
comega a dividir-se na grande célula, altamente refrativa, que
ainda contém o pigmento original do gametocito fémea. O oocincto
encistado, agora um oocisto esférico, torna-s¢ cada vez maior,
projetando-se, mais adiante, na cavidade externa do trato intestinal
do mosquito. Duas ou trés semanas depois, o oocisto, dilatado por
milhares de corpos diminutos scmelhantes a cerdas, chamados
esporozoitos, cada qual contendo um fragmento de cromatina,
rompe-se ¢ descarrega os esporozoitos maduros na cavidade ab-
dominal, cheia de fluido, do mosquito. A corrente fluida do corpo
conduz os esporozoitos ac torax do mosquito. Em contato com
as células das glindulas salivares os esporozoitos nelas penetram,
para atingir depois 0s canais salivares, através da saliva.

O filme, que mostra ¢ mosquito no ato da alimentagio, deixa
ver como a probodscida do inseto sonda repetidamente o local até
alcangar a Iuz de um capilar ou de uma veia pequena. No ato de
picar e sugar, o mosquito solta a saliva ¢ os esporozoitos sao
injetados intravascularmente, como se por meio de agulha numa
veia. Por subinoculagfo, pode-se vé-los circular durante até 10
minutos e, raras vézes, durante mais de 30 minutos. Como todo
o sangue do corpo passa pelo figado cada 3 minutos, é relativa-
mente ficil a penetragio de muitos esporozoitos nas células do
figado adjacentes aos sinuséides hepéticos cheios de sangue. Muitos
sdo, sem duvida, fagocitados, mas os que alcangam seu objetivo
comecam imediatamente a multiplicar-se no figado, multiplicaco
que toma 6, 8, 9 ou 11 dias inteiros, conforme a espécie. A forma
em crescimento no citoplasma de uma célula do figado expande-se
e seu niicleo divide-se repetidamente até romper-se o esquizonte
maduro, semelhante a um grande quisto de forma irregular. Essa
rutura forma no figado merozoitos, muitos dos quais acham ca-
minho, por entre as células vizinhas, até o mais préximo sinusdide
cheio de glébulos vermelhos. Termina assim a fase pré-eritrocitica
e inicia-se a eritrocitica, que produz a enfermidade. Ao fim de
cada periodo de 48 ou 72 horas, muitos esquizontes eritrociticos
maduros se Tompem € numerosos merozoitos mimisculos depressa
penetram em outros glébulos vermelhos, antes que os monocitos
fagociticos e outras células os capturem.



2, COMPORTAMENTO DAS INFECCOES PELO
P. FALCIPARUM E P. VIVAX
NO FiGADO DO HOMEM

Como as fases exoeritrociticas dos plasmoédios foram descobertas
pela primeira vez em endotélio de ave, pensou-se durante muito
tempo que essas fases seriam também encontradas no endotélio do
homem. Tal nfio foi, porém, o caso. Muitos anos antes da des-
coberta das fases hepdticas, vistas esquematicamente no filme
intitulade Ciclo de vida do parasito da maldria, fizeram-se, na Aus-~
trdlia, durante a II Guerra Mundial, experiéncias visando deter-
minar ¢s efeifos exatos da droga chamada Atebrina, entfio bem
conhecida. Essas experiéncias demonstraram, de maneira clara,
tudo quanto ocorria nas fases exoeritrociticas do P. falciparum ¢
P. vivax no homem.

Tio complexos e exaustivos foram os experimentos, que apenas
a localizagfo das fases exoeritrociticas ficou por descobrir. Empre-
gou-se um nimero ilimitado de voluntirios sem imunidade, numa
drea onde n#o existia a maldria. Foram trazidos mosquitos e cepas
de maléria vivax e falciparum de ireas hiperendémicas do Sudoeste
do Pacifico. Empregou-se a subinoculagiio de 300 a 500 cc de
sangue para demonstrar a presenga ou auséncia das formas infec-
tantes na circulagio periférica. Foi é&ste 0 aspecto mais importante
das provas, ji que até aquela época apenas 10 a 50 cc haviam sido
inoculados, e em poucas pessoas.

Resumidos, tanto quanto possivel, os resultados obtidos foram os
seguintes:

P. falciparum, Permitiu-se que mosquitos com esporozoftos
demonstravels de falciparum se alimentassem no brago direito de
um voluntdrio, enguanto se retiravam, simultineamente, 300-800
cc de sangue de uma veia do seu brago esquerdo, para injetd-lo,
imediatamente depois, em outro voluntdrio. Em ambos os volun-
tdrios, desenvolveram-se parasitemias e sintomas, ao fim do cos-
tumeiro periodo de incubag@o, de 11 dias; mas amostra similar
de sangue tirada meia hora ou mais apds as picadas dos mosquitos
nunca logrou infectar um segundo voluntéirio. A partir de entdo, o
sangue tirado e injetado didriamente, durante 5 dias, nfo produzin
qualquer sinal da doenga no homem. Na realidade, nenhuma
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subinoculagio, até 144 horas depois, obteve sucesso. Isto significa
que transcorreu um perfodo completo de 6* dias inteiros, antes
que o sangue da pessoa picada pudesse produzir infec¢do demons-
travel em outra pessoa.

As subinoculagdes diarias continuaram a ser positivas no segundo
voluntério, até que a pessoa recebesse uma dose curativa de Ate-
brina ou desenvolvesse imunidade suficiente para a cura espon-
tinea. Uma vez negativos, todos &sses casos assim permaneciam,
mas nem por isso deixaram de ser observados durante um ano.

Por outro lado, as subinoculagdes semanais foram scmpre posi-
tivas nos casos em que a medicaciio foi insuficiente, embora per-
manecessem sem sintomas por varias semanas ou meses antes da
recaida,

Isto veio demonstrar decisivamente que houve um periodo
nitidamente definido, de 6 dias completos, durante o qual outro
tipo de desenvolvimento da infeccfio pelo falciparum teve prosse-
guimento fora da circulagio periférica.

Demonstrou-se repetidas vézes que um individuo que reccbia
didriamente 100 mg de Atebrina durante 7 dias, antes de picado
pelos mosquitos infectados com falciparum e, depois de picado,
durantc um minimo de 3 semanas, nunca desenvolvia parasitemia
ou sintomas visiveis, embora ocasionalmente as subinoculagdes
feitas do 9° ao 13° dias féssem positivas. Essa foi a primeira
prova experimental de que um medicamento pode eliminar por
completo a infec¢io pelo falciparum. Essa prova demonstrou
também que 3 comprimidos de Atebrina de 100 mg cada um,
administrados diariamente durante 8 dias, podem produzir a cura
radical da infecciio.

Embora houvesse algumas curas de casos individuais com qui-
nina, nio se podia esperar que ésse medicamento produzisse a
cura da maldria falciparum em mais do que 50% dos casos. Os
€xitos relatados com essa droga bem podiam ter sido auxiliados
pelo desenvolvimento de um alto grau de imunidade. Prova do
acérto desta observago & o virtual desaparecimento da febre hemo-
globintirica das regides onde a Atebrina tomou o lugar da qumma
tanto na supressdo como no tratamento.

P. vivax. Experimentos semelhantes foram repetidos com a
maldria vivax, com succeso igual mas resultados acentuadamente

* falciparum—6 dias; vivax—8 dias; ovale—9 dias; malarice—11 dias.
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diferentes. As subinoculagdes com vivax, no 7° e 8° dias, eram
negativas. Somente depois de 8 dias completos, manifestava-se a
infec¢iio nos pacientes, mesmo quando éstes eram picados simul-
tineamente por mosquitos infectados pelo vivax e mosquitos in-
fectados pelo falciparum. A infeccio pelo falciparum aparecia no
7° e 8° dias; e no 9° dia aparecia a outra.

O sangue da pessoa infectada pelo vivax continuava a ser posi-
tivo durante todo o acesso primério, de 3 a 5 semanas, ou até a
administragdo de tratamento curativo. Tornava-se entdo negativo
e as subinoculagdes semanais por um periodo de 2 a 5 meses ndo
causaram a infecgBo nos voluntarios. N&o era senfio na ocasido
em que normalmente podia ocorrer uma recaida que apareciam
as primeiras subinoculagdes positivas. Depois que uma recaida,
com sua parasitemia e sintomas visiveis, cedia, as subinoculagdes
continuavam positivas durante varios dias, para depois se tornarem
negativas. Assim permaneciam até poucos dias antes da recaida
seguinte, se tal ocorresse. Com a administragio diiria da Ate-
brina, como ficou acima indicado, nfio se verificavam parasitemias
transitorias, como no caso do falciparum, porém, em geral, os
parasitos ¢ sintomas apareciam no paciente logo depois da supres-
580 da droga, mesmo quando a administragio desta era continuada
por 3 semanas apds as picadas. O tratamento curativo com a
Atebrina, que se demonstrara tdo eficaz no falciparum, sempre
controlou o acesso primdirio e climinoun a parasitemia, mas nfo
evitou o desenvolvimento subseqiiente de uma recaida.

Nos pacientes infectados por inoculagio de sangue, em vez de
picadas de mosquitos, a sitnagio era bem diferente; &sses individuos
recebiam somente as formas eritrociticas assexuadas. Enquanto
essas formas persistiam no sangue, as subinoculagbes eram positivas,
embora o nimero de parasitos no sangue inoculado f8sse sub-
microscopico. Os pacientes com falciparum ou vivax curavam-se
prontamente com menores quantidades da droga; e, uma vez nega-
tivos as subinoculacOes, assim- permanecidam. Tais experiéncias
demoustraram, sem sombra de divida, que havia uma fase pre-
eritrocitica, de ‘6 dias de duracfo pa infecgfio fdleiparum, apés a
qual esta desaparecia, aparentemente, por completo; e que, uma
vez eliminada a subseqiiente infectgo assexuada, 0 pac1ente ficava
completamente curado.

Na infecgic por esporozoitos de vivax, a fase pre-eritrocitica
durava 8 dias completos. Contudo, é evidente que ela nfo desa-
parécia por completo, porque, apés um periodo no qual nenhuma
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forma circulante podia ser encontrada no sangue, se verificava
com freqiiéncia, embora nfo constantemente, uma ou mais repe-
tigdes de parasitemnia e atividade clinica. Isso nunca se verificou
quando a infecgdo era introduzida por injecdes de sangue. As
dedugtes feitas dessas experiéncias sugeriram a existéncia de uma
fase oculta de desenvolvimento, que produz no falciparum
merozoitos que infectam somente os glébulos vermelhos e nada
mais, enquanto que no vivax essa fase oculta produz, segundo
parece, merozoitos infectantes ndo sé para os glébulos vermelhos
mas também para algumas células capazes de manté-los em lugar
até agora desconhecido,

A acentnada diferenga no comportamento exoeritrocitico do
falciparum e do vivax justifica a criagho de um ndvo género:
Laverania. Portanto, o P. falciparum podera vir a ser assim cha-
mado: L. falcipara.

Os pontos seguintes sdo baseados nos conceitos das experiéncias
acima descritas:

1. A maliria falciparum é totalmente curdvel com uma dnica
dose de medicamento apropriado.

2. Nem todas as infeccdes vivax produzem recaidas; os casos
que ndo as produzem podem chegar a 30%.

3. A medicagiio capaz de eliminar a infecgio falciparum nfo
elimina as recaidas da wivax. Estas, quando ocorrem, rara-
mente persistem por mais de 3 anos.

4. A medicag8o supressiva prolongada pode erradicar a maldria
falciparum, mas a do vivax pode reaparecer clinicamente,
quando a medicacio é suprimida.

Ao que parece, a idéia de procurar no figado essas fases ocultas
deriva de observagiio feita por Garnham na Africa Ocidental.
Garmham notou pequenas vesiculas na superficie de figado de
macacos cujo sangue continha gametocitos de Hepatocystis kochi.
Esses cistos, que mais tarde demonstraram conter numerosos
merozoitos, nunca foram encontrados em animais nio infectados.

Ags fases hepdticas foram demonstradas pela primeira vez por
Shortt ¢ Garnham, num macaco infectado pelo P. cynomolgi e
pouco depois no homem, numa infec¢do provocada pelo P. vivax.
A fase hepédtica do P. falciparum no homem foi demonstrada na
Inglaterra e pouco depois na América. Em 1953, foi demonstrado
que o P. ovale tinha uma fase hepatica de 9 dias. Em 1959, Bray
verificon que a fase hepética do P. malariae pode durar 11 dias.
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Nas quatro espécies, as fases hepaticas tém aspectos semelhantes.
As formas mais jovens sfo encontradas no citoplasma de uma
Unica célula do figado; a cromatina divide-se por fissdo bindria.
Quando maduros os esquizontes do vivax, malariae e ovale contém
centenas de merozoitos, enquanto que o esquizonte do falciparum
pode conter milhares. O Unico dano que causam ao figado é,
aparentemente, a compressdo de algumas células adjacentes, pois
nao se viu nenhuma infiltragio celular reaciondria. Quando o cisto
se rompe, 0§ merozoitos desprotegidos insinuam-se nas células
adjacentes do figado até encontrarem um sinuséide que contenha
globulos vermelhos, Désse momento em diante, comega a fase
eritrocitica.

Outro plasmddio do macaco, o P. knowlesi, que tem um ciclo
eritrocitico de 24 horas e uma fase pré-eritrocitica de 5 dias e meio,
tem sido repetidamente usado para infectar artificialmente o homem.

Em 1960-63, foram estudadas mais de 100 infecgGes do homem
com P. cynomolgi & outras espécies de maldria do macaco.

DIAGRAMA 1

DIAGRAMA ESQUEHA'TEI] 00 PAPEL DA FASE EXOERITROCITICA NO ACESSO PRIMARLO
E A RECAIDA DA MALARIA CAUSADA POR P. YIVAX
ACESSO PRIMARIO SEM RECAIDA
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FARASITOS POR mm coblce DE SANGUE

O diagrama esquemético acima (Diagrama 1), completamente
imagindrio, ¢ uma tentativa no sentido de explicar o pape! da fase
exoeritrocitica da maléria vivax em:
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1. um acesso primério sem recaida;
2. uma recaida em seguida a um acesso primério.

A linha cheia mostra a parasitemia medida pela escala A es-
querda. O nivel de parasitos ¢ submicroscépico onde a linha se
torna interrompida. A linha pontilhada sugere o grau de imuni-
dade; as linhas perpendiculares marcam a duracio de um ciclo
exoeritrocitico completo, de 8 dias.

Abaixo do diagrama, a fileira superior, de pontos agrupados em
diminuicdo, sugere o ntimero de merozoftos hepaticos que chegam
& circulagio depois de sucessivas esquizogonias hepdticas. Esse
niimero decresce com cada ciclo hepéatico, até cessar a formacfo de
esquizontes no figado.

A fileira inferior, de pontos agrupados, representa niimero bem
maior de merozoftos hepdticos, liberados cada 8 dias. Somente
uma fracfio déstes basta para dar inicio 3 parasitemia de uma
recaida (ao final do 18° ciclo hepético), desde que a imunidade
scja bastante baixa para que a progénie da primeira esquizogonia
eritrocitica escape 4 destruicéio e invada eficazmente novos glébulos
vermelhos. Deve-se, pois, presumir que 08 merozoitos vindos dire-
tamente do figado nfio sdo afetados pela imunidade do hospedeiro;
contude, os que sio produrzidos pela primeira e as subsegiientes
esquizogonias eritrociticas sHo, indubitivelmente, suscetiveis a
imunidade ja desenvolvida.

Pode muito bem ser que as recaidas provenham de esquizontes
hepiticos latentes ou de crescimento muito lento. Q desenvolvi-
mento latente explicaria também os acessos primdrios retardados
do chamado vivax do clima temperado,

3. 0 SANGUE EM RELACAO AO DIAGNOSTICO
DA MALARIA

O sangue € o meio em que sd0 encontrados os parasitos da
maldria, T4 que éle é o veiculo que traz o parasito ao campo visual
do microscopista que o procura, € de grande vantagem conhecer
alguma coisa a seu respeito.

O sangue consiste em um liquido chamado plasma, no qual se
encontram em suspensio elementos celulares (eritrocitos, leuco-
citos, plaquetas), que se formam na medula éssea e séo postos na
circulagdo periférica.
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Os eritrocitos ou glébulos vermelhos s3o discos biconcavos!
isolados ou em grupes ou empilhados como moedas. A essa
disposigio di-se o nome de “rouleaux,” isto é, rdlo. Mediante
ligeira pressio sébre o fluido sangiiineo, pdsto sob uma laminula,
os eritrocitos podem ser comprimidos e grandemente deformados,
sem prejuizo de sua estrutura. Sio de cdr castanha amarelado por
causa da hemoglobina, na qual os parasitos, se existirem e forem
suficientemente desenvolvidos para conter pigmentos, podem ser
reconhecidos. O exame de sangue a fresco ndo €, portanto, pré-
tico. Os glébulos vermelhos tém, no méximo, 120 dias de vida.

Os eritrocitos derivam, também, de certo tipo de célula da
medula dssea, sendo que as fases primdrias contém um nicleo.
Pouco antes de serem langados na circulagiio, perdem o niicleo e
os glébulos vermelhos jovens, de vdrios tamanhos, podem conter
clementos que se prestam 3 coloragiio com azul € que somente sio
vistos com a coloragdo intensa do esfregaco. Esses elementos, que
sio variadamente descritos como reticulo (de reticulocitos), poli-
cromasia e basofilia punctata, desaparecem todos 1 a 3 dias apds
a liberagfio das células no sangue. Nas pdtas espéssas,® pode-se
ver, nos espagos claros entre os leucocitos, nfio sd as plaquetas
mas também massas azuladas, que variam ¢m tamanho, desde o
pequeno linfocito até o grande, polimorfonuclear. Esses “restos de
glébulos vermelhos jovens, azulados™, variam na aparéncia, desde
a fina neblina, tendendo para nuvens escuras, até densos grinulos
azuis de virios tamanhos. Seu nimero varia desde 1-3 por campo,
em sangue normal, até um nimero incontavel, nos casos em que a
maldria ou outra qualquer infec¢io provoca anemia grave, forcando
a medula Gssea a soltar na circulacfio grande mimero de células
imaturas.

Scgundo as condigles do ambiente, o aspecto das hemdcias
novas pode alterar-se grandemente, No séro ou em solugio a
0,85% de cloreto de sddio, preserva-se o seu contdrno liso ¢
circular. Se a quantidade de sal é aumentada para 1,5%, as
células podem apresentar protuberincias na superficie externa,
assemelhando-se a uma mina submarina de contacto. Tais células
sdo crenadas e podem conservar essa aparéncia mesmo depois da
coloragdo. O excesso ou insufici®ncia de sal na solug@o causa a
rutura das células, cuja hemoglobina torna e mantém a Agua ver-

! Ver diagrama, Apéndice 3, pig. 94.
* Ver seghio 6, pags. 33-35.
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melha. A exposigio das células aos dlcoois fortes, ao calor e
mesmo a aglio do tempo depois do sangue ter sido tirado “fixard”
a hemoglobina em suas células e a desemoglobinizagio nio se
verificard. Dali a necessidade de corar as gbtas espéssas, tdo logo
quanto possivel, em seguida & sua colheita.

Os leucocitos ou glébulos brancos sfo transparentes e muito
refrativos (refringentes), podendo mostrar movimento de seu
citoplasma. Em geral, seus niicleos tém a tonalidade de um azul-
violeta carregado. Variam de tamanho e forma e o citoplasma
pode ser claro ou granuloso, de acérdo com o tipo da célula, A
vida de um leucocito € curta (3 a 5 dias), de modo que a aparén-
cia de alguns tipos de polimorfonucleares varia desde elementos
compactos, perfeitamente definidos e bem corados, até grandes
células, pdlidas, irregulares e, muitas vézes, deformadas. O dia-
grama 2 mostra os leucocitos mais comuns.

As plaquetas sanguineas (Diagrama 2) n#o t8m nicleo. Sio
fragmentos do citoplasma de uma espécie de célula gigante da
medula Gssea chamada megacariocito. Podem apresentar-se iso-
ladas ou em grupos. Sio de diferentes densidades na mesma
lamina, mas a cor varia do rosa ao violeta (nunca azul) em amos-
tras diferentes. Variam de tamanho ¢ forma; em sangue que tenha
sido secado lentamente ou que tenha sido desfibrinado, podem
assemelhar-se a qualquer outra coisa encontrada no sangue. Se as
liminas forem coradas depois de decorride muito tempo, as pla-
quetas podem adquirir coloragfio suficientemente forte para impedir
que se vejam pequenos parasitos.

Como encontrar parasitos da malaria ne sangue. Quando
nio se encontram parasitos da maléria no exame microscépico, nio
se deve, de modo nenhum, aceitar o fato como prova suficiente da
sua inexisténcia no sangue examinado; as vézes, o numero de
parasitos € pequeno demais para que sua presenca se revele em
exames comuns. Por exemplo, em Ghana, numa clinica pré-natal,
algumas mulheres foram submetidas a cuidadosas observagdes,
mediante exames regulares de gdta espéssa, de 100 campos cada
um. Encontraram-se gametos de P. falciparum em 7% . Quando
se prepararam simultineamente 10 gdtas espéssas e se examinaram
100 campos de cada uma, 20% apresentaram gametocitos. E
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interessante observar que 6 exames foram suficientes para encon-
trar 18% de casos positivos e 4 exames posteriores revelaram
somente 2% de casos mais,

O tnico meio de garantir que uma pessoa nio tem parasitos de
malidria no sangee € inocular 2-400 cc de seu sangue num volun-
tirio. Se ndo se manifestar parasitemia, 0 sangue € negativo; caso
contririo, a infecgfo original era submicroscépica quando o sangue
foi tirado.

Deve-se ter em conta também que o sangue de um individyo
normal, sadio e bem nutrido pode ser bastante diferente do sangue
de uma pessoa que ji teve maldria ou qualquer outra doenga
debilitante durante tempo considerivel. As modificages da apa-
réncia normal dos parasitos podem ser devidas a alteragBes no
formato dos préprios glébulos vermelhos, independentemente da
espécie da infecciio maldrica.

A despeito da maneira como aparecem na gdta espéssa desemo-
globinizada, os parasitos da maliria nio podem ter existéncia inde-
pendente. Exceto nos breves perfodos em que se transferem de
uma célula para outra, €sses micro-organismos sio infracelulares
nas hemicias. ,

Deixado em repouse num tubo de ensaio o sangue integral
coagula-se, devido a interagdo das plaquetas e dos elementos do
plasma que produzem a fibrina; a massa esponjosa da fibrina, que
envolve a maior parte dos gldbulos vermelhos, contrai-se e forma
um codgulo, e o séro amarelo-claro, separa-se. A gOta de sangue
numa lidmina, a menos que distendida prontamente, coagulard da
mesma maneira que no tubo e © plasma se modificard considerdvel-
mente. Isso afeta o modo como a preparagiio adere 4 1dmina. Dis-
tendendo-se o sangue depois de iniciada a coagulagiio, produzem-se
dreas de diferentes espessuras e distintas concentragdes de células,
as quais podem ser ficilmente reconhecidas sob a objetiva de
pequeno aumento. Em lugar de uniformemente distribuidos como
nos esfregacos distendidos sem demora, os leucocitos apresentam-se
enfileirados ou conglomerados.

A parte liquida do sangue contém tantos anticorpos quantos o
organismo possa produzir € constitui o meio liguido que mantém
umidas as células e os parasitos. A falta de umidade destr6i a
ambos. A parte celular proporciona, nas preparagdes sangiifneas,
varios elementos gue nfo s6 fornecem dados s6bre o paciente como
também ajudam a julgar a qualidade da preparac3o e sua coloragio.

Uma géta de sangue fresco entre a limina e a laminula e ilumi-
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nada com luz bastante reduzida pelo fechamento do diafragma pode
ser examinada tanto com objetiva de pequeno aumento (10x)
como com objetiva de maior aumento (43x). Pode-se também usar
a objetiva de imersio,! se as células néio correrem ao ser focado o
aparelho.

Aspectos dos elementos do sangue
numa gita espéssa bem corada

Leucocitos. Em geral, os nicleos dos leucocitos, de formato
variado, sdo de cor violeta-azulado, enquanto que o citoplasma
varia de acbrdo com o tipo da célula. Os neutréfilos tém grinulos
de diferentes cires e sdo irregulares mo tamanho, formato e dis-
tribuigio. A coloragiio de qualidade inferior pode tornar o cito-
plasma tdo vermelho que o microscopista inexperiente costuma
confundi-lo com o eosindfilo. Por outro lado, os grinulos cito-
plasméticos do eosindfilo sdo tio grandes e regulares em tamanho,
forma e consisténcia, que podem ser facilmente reconhecidos nas
preparactes nio coradas, nas quais ©s nicleos ndo podem ser
vistos. Os préprios grinulos compactos sdo de ¢or vermelho-cobre,
de aparéncia mais discreta que proeminente, néio apresentando
aquela cOr vermelho brilhante, a rosa, que € a caracteristica dos
cortes tissulares corados com a eosina. Se tivéssemos de selecionar
um finico exemplo, isolado, sugestivo de coloragiio de ma quatidade,
bem poderiamos apresentar como tal o aspecto désses granulos.

Os linfocilos ¢ monocitos (ver Diagrama 2, pig. 12) tém
apenas uma massa Gnica de material nuclear. Os peguenos linfo-
citos sAo extremamente importantes para o microscopista, porque
servem como base de medida nas gbtas espéssas, da mesma forma
que o eritrocito no esfregaco. Sdo as células mais uniformes do
sangue e medem 8-10 micra. Tém, provavelmente, uma vida de
cérea de 100 dias. O citoplasma dos linfocitos é azul palido, um
tanto transparente e ds vézes contém alguns grénulos vermelhos
brilhantes.

Os monocitos sio, no sentido clinico, as células mais impor-
tantes para o paciente e seu numero aumenta durante a infecciio

1 Ver Apéndice 17, pag. 110.
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maldrica. Como fagocitos ativos, sdo capazes de absorver nfio s6
os pigmentos maldricos mas também as células vermelhas que
contenham esquizontes adultos. Seu citoplasma apresenta um
estroma azul-acinzentado e os nicleos t8m uma fenda mais ou
menos saliente (Diagrama 2},

4. COMPORTAMENTO GERAL DAS DIFERENTES
ESPECIES DO PLASMODIUM NO
SANGUE PERIFERICO

Individualmente, os parasitos vatiam em tamanho, forma e
aspecto, exatamente como qualquer animal multicelular.

Algumas formas de certa espécie, isto & as pequenas fases do
P. vivax semclhantes a gametocitos, podem patecer idénticas a
fases mais evoluidas do P. malariae. Na realidade, a dnica forma
de parasito que pode ser considerada como #nica ou tipica € o
gametocito do P. falciparum.

Para identificar com precisfio a espécie, basta ter sob o micros-
cOpio exemplares distintos de parasitos em nimero suficiente para
mostrar o 7ipe de variagdio constante em cada espécie. Nio basta
guardar na memoria uma série de formas comumente observadas
nos esfregacos das virias espécies, 45 quais se atribuem caracte-
risticas especificas nem sempre corretas. E necessirio que o
examinador conhega as possiveis variagfes das formas, nfio s0 em
cada uma das diferentes espécies mas também nas diferentes con-
digdes do sangue.

Cada vez que focalizar nova forma de parasito, o examinador
deve fazer a si mesmo duas perguntas: (a) Serd isso, realmente,
um parasito? (b) Se é, seu aspecto se enquadra no tipe de variagdo
esperado para a espéeie de que se suspeita? (Diagrama 3).

A resposta para (a) ¢, em geral, obtida pela procura, nas
imediagOes da nova forma, de wm parasito que nio deixe margem
a dividas. Examina-se-The a ¢or ¢ a densidade da cromatina, bem
como o aspecto do citoplasma. Se nfio forem semelhantes aos do
elemento recém-cncontrado, é improvavel que éste seja de fato um
organismo.

Uma vez decidido que a nova forma €, realmente, um parasito,
cabe fazer mais duas perguntas: (a) Quantos estiio presentes?
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DIAGRAMA 3
o}
o
&
ESQOUEMA DO CICLG Y
ERITROCITICO NO HOMEM o)

# PIGMENTO
A

Desenvolvimento ciclico que todas as espécies atravessam,

estejam ou ndo presentes no sangue

(b) Sua fase de desenvolvimento se enquadra no limite de desen-
volvimento que, de acérdo com a experiéncia e observacio, pode
ser encontrada em certo ponto do ciclo da espéeic “X”, ou essa
fase nunca é encontrada no ciclo da espécie “X™?

Como a revisfio das ldminas é essencial no diagndstico de uma
espécie, torna-se importante saber, uma vez reconhecidos os para-
sitos, se s30 numerosos ou raros. Se forem numerosos, é provavel
que o diagnéstico da espécie esteja correto; quando hd poucos
parasitos, pode-se tornar dificil sea diagndstico. Um sistema de
simbolos pode dar uma aproximagio do nimero presente.t

Antes de fazer o diagnédstico definitivo de um esfregaco positivo,
& necessario percorrer pelo menos 50 campos. Se se verificar que
nem tddas as formas pertencem & espécie “X”, serd necessdrio

* Ver secio 14, Registro e notificagdo dos resultados, pigs. §3-65.
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{
fazer outros exames para confirmar a suspeita de que algumas
formas de uma segunda espécie possam também estar presentes.

Geragdes. Todas as espécies podem ter mais de uma geragio
de parasitos a0 mesmo tempo, como demonstra, esquematicamente,

o filme de Shortt, mencionado a pagina 3. Embora o falciparum,
0 vivax e 0 ovale requeiram um periodo de 48 horas para a
maturacio de snas formas assexuadas, ¢ bem possivel e nada
incomum cada uma produzir um paroxismo didrio. Esse paroxismo
didrio indica a existéncia de duas geragdes de uma das espécies
citadas ou reflete a presenga de trés geragdes do malariae. Uma
vez estabelecida a geragio predominante, eliminam-se tddas as
outras.

As diferentes geragdes originam-se da liberagio dos merozoitos
do figado em diversos momentos do acesso primdirio duma infecgio
provocada por mosquitos. Podem também aparecer espontinea-
mente numa infecciio continua que tenha demonstrado, durante
algum tempo, a periodicidade regular de uma sé geragho. Ndo é
necessario que a infeccdo seja de origem esporozoitica para o
desenvolvimento de uma segunda geragho. Aparentemente, na
esquizogonia de uma infec¢do de geragio dnica (ao fim de cada
periodo de 48 horas), a maioria das células parasitadas rompe-se
dentro da mesma hora e as restantes completam sua divisdo em
vérios intervalos, antes ou depois da maioria. Quando a esquizo-
gonia leva 5 horas em lugar de 1 e a maioria das células rompe-se
durante a terceira hora, as virias células nio se dividem senfio 2
horas mais tarde. As que deram inicio ao processo esquizogdnico
fizeram-no duas horas antes da maioria.

Um ciclo mais tarde, o grupo que deu inicio 4 esquizogonia
encontra~se 4 horas 3 frente da maioria (os filtimos grupos com-
pletam o processo 4 horas depois). Apds certo nimero de ciclos,
haverd uma quantidade considerdvel de parasitos que se maturaram
24 horas antes e 24 horas depois da maioria. Juntos, &sses parasitos
podem constituir nimero suficiente para produzir outra esquizo-
gonia 24 horas antes da que serd causada pela maioria, isto €, a
geragio dominante, Assim se desenvolve nova gerag¢io indepen-
dentemente da fase exoeritrocitica.

O Diagrama 4 mostra, de maneira esquemética e condensada, o
ciclo eritrocitico das trés espécies comuns da maldria no homem,
tal como se mostra no sangue periférico. Representa as trés fases
da esquizogonia. Na parte de cima, véem-se os merozoitos logo
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apds a rutura dos esquizontes maturados. Esses merozoitos pene-
tram imediatamente nas hemdcias (vivax & direita). Embora
tomando téda a altura do diagrama, o ciclo € continuo ¢ a forma
menor, que se vé na parte de cima, é enconirada imediatamente
apds a rutura do esquizonte maior, visto na parte de baixo. O
diagndstico da espécie serd grandemente facilitado se um orga-
nismo recém-encontrado f6r mentalmente transferido para o lugar
que lhe cabe nesse ciclo do diagrama.

5. CARACTERISTICAS INDIVIDUAIS DAS ESPECIES
NO SANGUE PERIFERICO

Ha diferencas no comportamento individual das espécies res-
ponsiveis ndo s6 pelos sintomas produzidos no paciente como
também pelas formas presentes no sangue.

P. faleiparum. Aparentemente, quando o merozoito petetra
num glébulo vermelho, sua simples presenca produz no préprio
glébulo certa alteragfio, a qual se podia descrever como uma
viscosidade de sua camada ou membrana externa. N#o se trata,
certamente, de qualquer propriedade especifica da célula, nma vez
que os merozoitos do falciparum entram indiscriminadamente em
glébulos vermelhos jovens e velhos, enquanto os do vivax mostram
preferéncia para os glébulos mais jovens e os do rmalariae tém
preferéncia ignalmente definida para os globulos velhos.

O Diagrama 5 mostra o aspecto da autdpsia de uma infecgio
fatal pelo falciparum. Talvez se devesse explicar primeiramente
que nos cortes de tecido nfio se pode esperar a conhecida aparéncia
dos parasitos e dos globulos parasitades, comum nos esfregagos
bem corados. Com a costumeira coloracio de hematoxilina e
eosina, raramente se véem os parasitos, mas sua presenca € indi-
cada por uma quantidade de pigmento proporcional ao tamanho
do parasito durante sua vida.

A cromatina e o citoplasma podem ser diferenciados em material
corado com ¢ corante de Tomlinson® e prontamente colocade no
fixador préprio.

*Boyd, Mark F., ed.: Malariclogy. Philadelphia and London: W. B.
Saunders Company, 1949, pp. £99-900,
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DIAGRAMA 5

ASPECTO, A AUTOPSIA, DE OMA INFECGAO FATAL POR P. falciparum

O exame de qualquer tecido, especialmente do cérebro, demons-
trard a freqliéncia com que sdo encontrados gldbulos vermelhos
parasitados ao longo das paredes dos pequenos vasos sangiiineos,
onde sAo baixas tanto a corrente como a pressio sangiiinea. Nos
vasos menores, onde ha pouca ou nenhuma turbuléncia, ésses glo-
bulos vermelhos, ligeiramente aderidos, nfo se desalojam. Assim,
uma vénula pode apresentar-se totalmente forrada de gldbulos
vermelhos parasitados, conquanto poucas ou nenthuma hemécia das
gue se¢ amontoam na Iuz do vaso contenha parasito (se¢iio A do
Diagrama 5). Embora o corte (A) do diagrama tenha sido dese-
nhado pela primeira vez em 1946 para ajudar a explicar o fendmeno
da viscosidade, 8 cortes seriados de cérebro de um caso fatal de
maléria falciparum ocorrido em Costa Rica em 1959 demonstraram
o corte transversal de uma pequena vénula priticamente idéntica a
(A), tal como se vé na reproduciio microfotografica (A-1).

De maneira mais definida, os capilares quase sempre revelam que
cada glébulo vermelho tem uma mancha de pigmento, o que
representa tudo quanto resta do que foi em vida um parasito.
Pode-se compreender o que ocorreu quando se encontram hemor-
ragias petequiais de um capilar réto, Nenhum dos glébulos ver-
melhos da hemorragia conterd parasito, pois nesses espagos con-
finados os globulos parasitados estio aderidos ao revestimento
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endotelial (segio B). Mercé de sua bem conhecida capacidade de
se acomodarem a uma variedade de conmstricbes e obstrucdes, as
células nio parasitadas podem, desde que exista alguma pressio,
insinuar-se por entre as células fixas (se¢io C) e sair pela abertura
resultante do grave dano sofrido por algumas células de revesti-
mento. Enquanto o endotélio permanece intacto, ndo se vetificam
hemorragias.

A morte nfio é provocada por qualquer substincia tdxica que os
parasitos produzam, mas por sua interferéncia na funcio normal
do endotélio vascular. E ¢&bvio que a morte ocorre quando o
nimero de células parasitadas se torna t3o grande que os tecidos
cuja existéncia depende désse suprimento vascular ficam privados
do abastecimento essencial de oxigénio, eletrdlitos, etc., especial-
mente quando o fendmeno afeta centros vitais. E pouco provivel
que a morte se verifique na ocasifio da esquizogonia, senfo logo
depois que um nimero miximo de células recém-parasitadas se
retiram do sangue circulante e se instalam na superficie do endo-
télio vascular. E possivel que a notavel melhora que se observa,
com freqiiéncia, nas infec¢des cercbrais graves coincidam com
uma esquizogonia que livra tempoririamente, o endotélio das
células que o obstruem. O nimero cada vez maior das células
infectadas que resultam dessa esquizogonia ocupa tanta quantidade
de endotélio que o organismo ndo suporta. Portanto, a morte
ocorre provavelmente, 15 a 24 horas depois da esquizogonia final.

E muito provivel gue na patologia a diferenga entre um caso
fatal de falciparum e um caso grave que se restabelega seja apenas
questio de grau. As infecgbes graves de falciparum, com elevada
parasitemia, sfo cada vez mais dificeis de encontrar; mas se ocor-
rer uma em centro provido de instalagdes adequadas, serd o caso
de tentar bidpsias hepdticas por meio de agulhas, com o objetivo
de demonstrar o quadro patolégico durante a vida.

Pelo que foi descrito, é facil compreender porque sdmente as
formas jovens de parasitos em crescimento sio encontradas no
sangue periférico. 56 € possivel observar os fendmenos embdlicos
quando hi choque. A falta de tono muscular das paredes dos
vasos libera, evidentemente, as células mal aderidas.

Supdem-se que o crescimento e desenvolvimento dos gametocitos
de falciparum tenha lugar em glébulos vermelhos que aderem da
mesma maneira ao revestimento do endotélio; e que, maturando-
se¢ e alongando-se os gametocitos, ditos glébulos se lancem na
circulagdo.
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DIAGRAMA 6

P. falciparum

&

I
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A clevada parasitemia tipica désses casos é possivel porque os
vasos sangiiineos, cujo revestimento estd coberto de células parasi-
tadas, encontram-se repletos também de células ndo infectadas. Os
esquizontes estacionirios que se rompem liberam merozoitos, que
s¢ comprimem contra centenas de células. Um ou mais merozoitos
cntram rapidamente no glébulo vermelho mais préximo, seja éste
jovem, velho ou de meia idade.

No acesso primdrio de malaria falciparum, a parasitemia aparece
por volta do 10° ao 12° dia, seguida, 24 horas depois, pelo apareci-
mento dos sintomas. Os gametocitos sO se apresentam 8 a 10 dias
mais tarde, quando o organismo estad apto a produzi-los. Sem
tratamento, as formas anulares e os gametocitos podem persistir
juntos por vérios dias ou semanas, até gue o paciente adquira
imunidade bastante para eliminar as formas assexuadas. Desa-
parecidas estas, cessa a produgdo de gametocitos, mas os que ji
estdo presentes podem continuar circulando durante 2 a 4 semanas.
(Ver Apéndice 2, Comportamento dos gametocitos de P. fal-
ciparum, pag. 93.)
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Para descrever com precisio os achados no sangue das trés fases
da infecgio falciparum, bastam os seguintes simbolos: F sdmente
para andis; F -+ g para anéis e gametocitos; e Fg sdmente para
gametocitos.t

QO estadante que comega a aprender a diagnosticar as espécies
deve recorrer a pelo menos uma dizia de amostras de sangues
diferentes que contenham F e F -~ g. Cada parasito deve ser
cuidadosamente estudado, até que o estudante tenha visto o maior
nimero possivel de anéis de falciparum. Deve ser capaz de reco-
nhecer o grau de variacfio que encontre e procurar saber até que
tamanho, no méximo, o parasito falciparum em crescimento pode
ser visto no sangue periférico.

Assim, quando encontre, em qualquer ocasifio, formas maiores
que as observadas no falciparum, estara éle em condicbes de julgar
da possibilidade, mais provavel, de se tratar de infeccio vivax ou
malarige. O estudante devera conhecer também os menores anéis
que podem ser encontrados. Os anéis de falciparum 3o descritos
como pequenos, médios e grandes. Quanto mais préxima da dltima
esquizogonia a coleta de sangue, maior a proporgdo dos anéis
pequenos. Se a proporgio de anéis grandes for a maior, pode-se
esperar que o nimero total de parasitos diminuird acentuadamente
dentro de 6 horas. Deve também ficar claro que quando a infecgdo
envolve uma geracio apenas, os parasitos podem ausentar-se do
sangue por vérias horas, como indica o Diagrama 4 (ver pig. 18).
Por outro lado, as infeccbes de uma geragiio apenas sfio raras nas
populacdes semi-imunes.

E possivel, naturalmente, ocorrer mais uma geragio de fal-
ciparum ao mesmo tempo, do que resulta os parasitos nunca de-
saparecerem do sangue periférico, embora seu nimero possa variar
considerdvelmente,

P. vivax., A palavra vivax significa vivaz ¢ descreve com
precisiio a atividade quase frenética que a espécie apresenta. O
merozoito vivax mostra clara preferéncia para os glébulos verme-
lhos mais jovens, mais clésticos que 03 maduros €, por conseguinte,
mais capazes de se dilatar para acomodar melhor o parasito em
crescimento. Como ndo hd, porém, viscosidade nas células verme-
lhas hospedeiras, feito no caso do falciparum, os glébulos vermelhos

* Ver segiio 14, Registro e notificacfio dos resultados, pig. 63.
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DIAGRAMA 7

P. vivax
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parasitados circulam livremente durante todo o ciclo ou série de
ciclos eritrociticos, enquanto a esquizogonia se processa na cir-
culagio. O tempo que os merozoftos liberados levam procurando
nova célula hospedeira é bem maior que no caso do falciparum.
Ainda assim, ndo excede, provivelmente, S minutos e o nimero
de parasitos perdidos pela fagocitose ¢ bem maior. As parasitemias
totais nunca sdo tdo elevadas como no falciparum. Os merozoitos
de vivax, em sua pressa de encontrar outro abrigo, podem, as
vézes, atacar nova célula, até nela penetrar um, dois, trés ou mais.
Quando a célula se divide, ndo é raro encontrar-se mais de uma
particula de cromatina nos novos parasitos, a segunda das quais &,
muitas vézes, menor que a primeira. Apesar das aparéncias, 8sses
parasitos relativamente jovens ndo se acham ainda em processo de
segmentag¢io. Os parasitos vivax recém-introduzidos nos glébulos
vermelhos movem-se por tdda a célula, produzindo pseuddpodos
citoplasmdticos que alcancam todas as paries da mesma. Surgem,
em conseqiiéncia, formas de estranha aparéncia, tio numerosas e
tdo varidveis que € infitil pensar em desenhar mais que algumas
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delas. Assim, torna-se &s vézes impossivel reconhecer com segu-
ranga, na gota espéssa, um parasito grande e irregular. Os peque-
nos filamentos do citoplasma que ligam os fragmentos sfo, muitas
vézes, delgados demais para serem vistos (Diagrama 8). Uma
parte do parasito € freqiicntemente compacta e pode conter todo
o pigmento do resto do citoplasma, de modo que as pequenas
massas adjacentes do citoplasma passam despercebidas. Na
verdade, para identificar todo o contdrno do parasito numa gdta
espéssa, muitas vézes ¢ necessirio incluir tudo que se encontra
numa drea igual & ocupada pelo maior leucocito polimorfonuclear
visto no mesmo sangue. A confusdio que freglientemente se faz no
diagnéstico do vivax e malariae deve-se ao fato de se considerarem
essas partes grandes e densas como o parasito inteiro.

A membrana do glébulo vermelho, em vez de se tornar viscosa,
passa por alteragBes que, apds a coloragiio do esfregaco, produzem
no envoltdrio da célula granulos avermelhados de tamanho, forma
¢ distribuiciio regulares. Esses grinulos, a principio mindsculos,
logo se agrandam e se tornam mais proeminentes. S0 conhecidos

DIAGRAMA 8

ASPECTO DO P. vivax EM GOTA ESPESSA, A INTERVALOS DE 12 HORAS
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como granulacio de Schiiffner.! Na gbta espéssa, principalmente
na periferia, ésse fendmeno de coloragio assume a forma de um
halo rosado que envolve os parasitos ¢ ocupa todo o glébulo ver-
melho hospedeiro. Essa coloragio de Schiiffner ocorre sdomente
nas infecgdes vivax e ovale. Deve-se tirar vantagem apenas de sua
presencga, ndo de sua auséncia, uma vez que € necesséiria certa
perfei¢iio na coloragfo para que o fendémeno se produza. Somente
10% das laminas coradas rotineiramente mostram ésse halo.

A medida que vai crescendo, o parasito vivax torna-se um tanto
arredondado e regular e o pré-esquizonte adulto, completamente
desenvolvido, assemelha-se tanto ao gametocito que é dificil distin-
guir um do outro. Uma vez estabelecida a parasitemia, os game-
tocitos aparecem ripidamente. Ao contririo dos do falciparum,
os gametocitos do vivax ndo aparecem na circulagio inteiramente
desenvolvidos, senfio crescem no sangue periférico. Bsses game-
tocitos em crescimento, de citoplasma denso e compacto e, com
freqiiéncia, bastante pigmentados, sfio ds vézes confundidos com
parasitos malerige em crescimento, na primeira metade do ciclo.

Ao contrario dos do falciparum, 8sses gametocitos ndo con-
tinuam circulando muito tempo depois de submetidos & agfo de
medicamento esquizonticida. Sdo tdo suscetiveis a &sses medica-
mentos quanto os préprios esquizontes. Nio hi raziio para se
confundirem os gametocitos de vivax com os gametocitos de
malariae, em vista da escassez déstes dltimos.

Numa goéta de sangue apenas, pode-se encontrar desde um quarto
até dois tergos do ciclo. O nimero de merozoitos nos esquizontes
maduros pouco antes da rutura varia, em geral, de 14 a 24. Quando
existem duas geragbes podem estar presentes tddas as fases do
parasito.

Como todas as fases do parasito se acham, geralmente, na gota
de sangue examinada, € desnecessirio especificar que as formas
encontradas eram trofozoitos, esquizontes & gametocitos.

Um simples V (V = vivax) indicard que tddas as formas podem
estar presentes. Embora se alegue, as vézes, que s0 as formas
anulares de vivax podem ser encontradas, raras vézes ¢ ésse o caso,
pois um exame cuidadoso revelard numerosas fases pequenas e
irregulares, que nunca se observam no falciparum. Mediante pes-
quisa cuidadosa, ¢ bem provdvel que s¢ encontrem também formas
adiantadas de segmentacio.

1 Ver Apéndice 6, O fendmeno da coloragio de Schiiffner, pag. 98.
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Deve-se ressaltar que 0 falciparum domina o vivax e o vivax
domina o malarige, mas ¢ pouco comum encontrar-se qualquer
outra associaciio além da de gametocitos vivax e falciparum. As
chamadas infecgGes mistas ndo existem clinicamente, senfo durante
24 a 48 horas, enquanto as duas espécies presentes se combatem.
Repetimos: O falciparum domina sempre o vivax e o vivax domina
sempre ¢ malariae, isto ¢, F > V > M. No sentido clinico, pelo
menos, as infeccdes mistas quase nunca ocorrem.

Uma indicagio numérica aproximada daria idéia mais exata.
As espécies subordinadas podem ser indicadas colocando-se o seu
simbolo entre parénteses; por exemplo: -+-#+F (17M),' o que
significa que existern mais de 20 anéis de falciparum por campo
¢ 17 parasitos de malariae por 100 campos.

P. malariae. A infeccio quartd produzida pelo P. malarine
estd, em pgeral, presente nas regides onde se encontram as outras
duas espécies; e, via de regra, a elas se subordina. Chamam-lhe,
porisso, as vézes, espécie de estaciio séca. Como os gametocitos
sdo, geralmente, escassos, a transmissfo por mosquitos no labora-
tério € rara. A fase pré-eritrocitica dura 11 dias e os parasitos
podem aparecer no sangue enire o 19° ¢ 30° dias. A persisténcia
das infecgBes do malariae € bem conhecida. Acredita-se que certo
caso durou 52 anos. Como as drogas esquizonticidas modernas
sdo bastante eficientes, é pouco provdvel que s¢ encontrem no
futuro infecgdes de téo longa duragfo.

As infeccOes por P. malariae diferem das infecgbes causadas
pelas outras duas espécies mais importantes por provocarem efeitos
secundérios que nas mesmas nunca se verificam: determinados
distirbios renais e perda de hemoglobina, além da que provém
da rutura das células parasitadas. Em contraste com os do vivax,
os merozoitos do malariae preferem os glébulos vermelhos mais
velhos. Essa preferéncia e sua média de esquizogonia de 8 a 12
divisdes resultam numa parasitemia total mais baixa que no caso
do vivax. O aumento de 50% no tempo de desenvolvimento e a
atividade nitidamente mais baixa, em comparagio com o wvivax
dao como resultado produgio precoce e maior de pigmento. Uma
vez na célula, o parasito da quartdi permancce imével, alimen-
tando-se por osmose. Nio cmite pseudépodos. As formas adian-
tadas de pré-segmentacio e segmentagio mostram, as vézes,

* Ver segiio 14, pags, 63-65,
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DIAGRAMA 9

P. malatiae

considerdvel irregularidade, por haver o parasito penetrado num
glébulo vermetho em forma de pneumdtico.! Todo o parasito fica
alojado na parte tubular periférica dos discos bicdncavos dos glé-
bulos vermelhos, a qual contém quantidade de hemoglobina menor
que a normal. Formas semelhantes s80 encontradas nas infecgles
vivax que persistirem tempo suficiente para causar a diminuicio
dos valores hematderitos e hemoglobinicos. Numa s6 gbta de
sangue de quartd vé-se uwma parte do ciclo menor que numa sé
gota de vivax. Quando tddas as fases do ciclo do malariae estio
presentes na mesma amostra de sangue, € sinal de que ali s¢ en-
contram trés geragdes (Diagrama 9).

Pouco depois de terminada a fase anular at€ chegar a dos esqui-
zontes maduros, a caracteristica geral dos parasitos do P. malarice
¢ a densidade, a pigmentacio acentuada e a uniformidade e regu-

1vyer Apéndice 3, pag. 94.
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laridade de sua forma. Existe também um tipo de poatilhado que
somente s¢ encontra com o uso de uma técnica perfeita, raras vézes
alcangada nas preparages rotineiras.

Ndo é raro encontrar-se de 1 a 4% de parasitos caracteristicos
de quarta persistentes numa infecgfio que em outras circunstincias
poderia ser, claramente, falciparum ou vivax. Erro comum, que
resulta em diagnéstico incorreto do malariae, é o que ocorre
quando sangue contendo apenas gametocitos de falciparum seca
tao lentamente que dé tempo para que os parasitos tomem a forma
arredondada. Quando suficientemente numerosas, essas formas
podem ser confundidas com parasitos de quarti.

As verdadeiras infeccGes mistas niio ocorrem, porém, com fre-
qiiéncia que justifique reservar-lhes uma coluna exclusiva no
boletim de notificagiio. A instituigio de tal coluna implica fre-
glidncia que nfio existe, sugere importincia que de fato nfo h4
e favorece diagndsticos apressados e coloragiio menos cuidadosa.
Espera-se que as notificacbes e seus registros sejam antes o reflexo
exato das infecgBes na populagio em lugar de um pompose informe
sObre achados parasitolégicos, de valor mais académico que pritico.
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6. PREPARACAO DA GOTA ESPESSA

As liminas limpas sfio empacotadas em lotes de 5, 10 ou 15.
O pacote de 5 é provavelmente o mais apropriado para o trabalho
no campo (ver se¢do 16, Liminas para microscopia, pig. 67).
Rasga-se ¢ remove-se¢ uma das pontas do invélucro, expondo-se
assim uma das extremidades das liminas (Diagrama 10, fig. 1);
tiram-se 2 l8minas e colocam-se as mesmas sdbre o pacote.
Procura-se uma 4rea plana, limpa e clara para trabalhar. Se néo
houver mesa, banco ou cadeira, pode-se utilizar um pedaco de
papeldo resistente, que se deverd ter sempre 4 mio para €sse fim.
Se o piso ou banco nfio £6r plano, uma das pessoas presentes pode
segurar o papeldo. E bom colocar uma félha de papel branco sob
a lamina quando se estender o sangue. Os principiantes devem
estar munidos de um guia ou modélo! que mostre & posicio das
gbtas espéssas, Gnicas on miltiplas, na 1amina,

O sangue € tirado do 16bulo da orelha, se 8ste {Or suficientemente
carnudo, do dedo indicador da mio esquerda, ou do dedo grande
do pé, se se tratar de crianga. A pungio ¢ feita nio no centro da
polpa do dedo, mas num dos lados, com um estilete agucado,
especial para &sse fim e que pode ser utilizado virias vézes. Déste
tltimo, o mais comumente usado ¢ a metade de uma pena de es-
crever de qualquer tipo apropriado. Os estiletes de mola rara-
mente sao bastante agucados e machucam mais do que € necessario.
Para o trabalho diario e continuo, merece consideracio o estilete
de Bard-Parker No. 11. Introduz-se a parte cega do estilete na
superficie inferior de uma pequena rélha, que fica servindo de cabo.
Quando o estilete nfo estd em uso, o melhor ¢ guarda-lo espetado
na superficic externa da rélha do vidro de lcool, que deve ser de
bica mais ou menos larga e ter 30 cc de capacidade. Deixado
permanentemente no Alcool, o estilete oxida-se demais. Para
manté-lo limpo e agugado, pode-se empregar uma lixa fina (No. 00
ou 000) antes do trabalho didrio ou quando necessdrio (ver Dia-
grama 10, figs. 2, 3 e 4).

Para se ter sempre & mfo tal lixa, coloca-se por fora do vidro
de 4lcool, préso por eldstico ou barbante e com a superficie aspera
voltada para dentro, un pedago de 4 X 6 cm da mesma (fig. 3).

' Ver Apéndice 5, pags. 97-98.
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Dentro do vidro, coloca-se 4dlcool a2 95%. Quando houver necessi-
dade de limpar o estilete, coloca-se a lixa sbbre¢ um pacote de
liminas ou qualquer outra superficie firme e plana e esfrega-se o
estilete contra a lixa até remover todos os tragos de sangue séco ou
ferrugermn. O gume e 2 ponta devem ficar tio afiados que néio seja
possivel vé-los com facilidade, sem o auxilio de uma lupa (fig, 4).

A pele, no lugar da picada, deve ser limpa com algodéo ou gaze
umedecidos em Adlcool para remover o grosso da sujeira e suor
séco, mas logo em seguida deve-se secar o local com algodio ou
gaze sécos (fig. 7). O algodio de fibra longa € o mais aconselhivel
que os de tipos inferiores, que tém muito mais fibrilas. E mais
satisfatéria a gaze ou atadura cortadas em pequenos pedagos. O
estilete ou pena é molhade em &lcool, enxuto (fig. 6) e espetado
leve e rapidamente na pele; as primeiras gbtas de sangue devem
ser desprezadas e removidas com gaze séca. Ao efetuar a pungio,
o operador deve segurar firmemente, com a mio esquerda, o dedo
do paciente. Apds a picada, aperta gentilmente a ponta do dedo
picado até o sangue sair e formar uma gbta esférica sGbre a pele
séca (figs. 8, 9 e 10).

O operador apoia firmemente o bordo de uma I&mina limpa
contra o seu préprio indicador (fig. 11) e inclina-a lentamente até
que sua superficie toque a parte superior da géta. A quantidade
de sangue extraida determinard se & necessario tirar outra gbta de
sangue; se for, a segunda ghta serd colocada ao lado da primeira.
Coloca-se a lamina, sem perda de tempo, numa superficie plana,
lisa e, de preferéncia, branca; e espalha-se o sangue (fig. 12) com
o canto de uma scgunda limina, da qual se utiliza sdbmente cinco
milimetros de seu bordo até que se obtenha uma pelicula quadrada
ou retangular de espessura adequada,

Quando € necessdrio tomar mais de uma gbta do mesmo pa-
ciente, enxuga-se bem o local de onde se extraiu a primeira, e a
segunda pode ser colhida e espalhada com o canto de uma Iimina
limpa, diretamente na superficie de outra 1imina. Para evitar a
transferéncia de sangue de uma gdta para outra, é necessirio mpar
imediatamente o bordo da JAmina usada para espalhar o sangue.

Com o sangue restante no local da pungfio faz-se uma camada
mais delgada, isto &, um esfregaco parcial, para no mesmo se
escrever, depois de séco, com ldpis comum No. 1 ou com um lépis
de marcar filme,! a respectiva identificagio (figs. 13 e 14).

' Ver Apéndice 13, Lipis para marcar no sangue, pag. 105,
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INSTRUCOES

Figura 1 Para abrir o pacote de [iminas novas, rasga-se e remove-sg uma
das extremidades do invélucro. As [Aminas devem ser sempre tomadas
pelos bordos ou extremidades, entre o polegar a o indicador, de modo a
ndo se tocar ha sua supertfcie,

Figura 2 Qualquer lanceta da ponta agucada e limpa pode ser usada comag
estilete. A extremidade rombuda do estilete deve ser introduzida numa
rélha pequena, pelo lado mais estreito desta. Quando o instrumento nao
estd em use, deve ser espetado na parte superior da rilha do vidro de dlcool,
de 30 cc de capacidade e béca moderadamente larga, Deixado permanente-
mente no Alcool, o estilete oxida-se demais.

Figura3 Com um eldstico, prende-se um pedago de llxa no vidre de dlgool,
em cuja rélha se encontra o estilete. Essa lixa serve para llmpar ¢ afiar o
estilete, quando necessario.

Figura 4 Para agugar o estilets, segure-se firmemente a lixa sébre um
pacate de 1aminas ou cutra superficle s6lida e plana,

Figura§ Preencham-se todas as informag@es exigidas no boletim de *‘Noti-
ficagdo de Caso Febrll'", tendo-se o cuidado de indicar o numere de pbsto
do colaborador e o nimero de série da lamina,

Figura 6 Limpe-se o estilete com um chumacgo de gaze ou algoddo ahsor-
vente umedecido em zlcool. Cologue-se a rdlha que contém o estilets limpo
sdbre a mesa, de lado, de tal modo que a ponta do estilete fique livre de
guaiguer contacto,

Figura 7 Antes de picar o dedo, limpe-se a pele da area escolhlda, uti-
lizando-se para isso um chumago de gazs ou algodédo absorvente embebldo
gll'n élcooi & depois espremido ligeiramente, para remover o excesso de
alcool.

Figura 8 Pique-se o dedo, com um movimento ripide do estilete, ne ponto
marcado com um ‘X',

Figura 9 A primeira gdta de sangue deve ser culdadosamente removida
com um pedago de gaze ou algodao séco

Figura 10 Expremendo-se o dedo, praveca-se a salda de outra gfta de
sangue.

Figura 11 Tome-se cuidadesamente por uma das extremidades, uma
Idmina limpa & apoie-se o bordo da mesma, com firmeza, no dedo indicador
da m3o com que se segura o dedo picado e incline-se lentamente a [amina,
até que sua metade superior entre em contacto com a parte de cima da gota
de san%ue. e retenha uma porgdo da gtla, Deve-se ter o cuidado de evitar
que a lamina entre em contacto com a pele. Se ainda permanecer no dedo
sangue suficiente, coloque-se uma segunda géta na lamina, 5 milimetros
abaixo da primeira, preparando-se assim a operacao vista na figura 13.

Figura 12 Coloque-se a ldmina, com a face para cima, sGbre uma f8lha de
papel g, usando-se 5 mm do canto inferior de uma segunda l&mina, espathe-
se 0 sangue de modo a formar-se uma pelicula guadrada ou retangular,
Limpe-se imediatamente o sangue da lamina utilizada para espalhar o
sangue,

Figura 13 Com o mesmo canto da referida 1dmina, colha-se um pouco do
sangue que permanece no dedo,

Figura 14 Espalhe-se sse sangue, ou seja, a segunda gdta mencionada
na figura 11, para fazer na mesma as anotagdies,

Figura 18 Limpe-se o dedo do doador com um chumago de algoddo ou
gaze saturado com &lcoul, Se o sangue continuar a sair, mantenha-se um
pedago de algoddo s8co sbbre o ponto picado até cessar a hemorragia.

Figura 16 Para secar 03 esfregagos de sangue, abane-se a lamina com um
pedagoe de papeldo, atéd o sangue perder o brilho.

Figura 17 Empregando-se um idpis No, 1 ou Dixon No. 2225, lapis *‘Film
Mark', escreva-se na segunda gbta o nimero de pGsto do colaborador, o
nimera de série da Iamina e a data em que a mesma toi preparada.

Figura 18 Quando se tiver que colh&r grande nimero de gBtas na mesma
ocasjdo, podem-se colocar transversalmente, numa mesma lamina, b gbtas
esgﬁssas e estreitas. A gota tirada em primeiro lugar deve ser distendida
ate o borda da lamina, para identificagdo. O nlimero do doador da primeijra
g0ta servird para identificar t8das as demajs na 1amina, sendo que aguéle
nimero & colecado ao lado direito da primeira gota ou, melhor ainda,
sendo possivel, escrito com um lapis de ponta de diamanis, no canto
inferior direito da famina. Esses nUmeros terminardo sempre em 1 ou &.

Figura 19 Uma ou duas I&minas podem ser embrulhadas na mesma fGlha
de informacio, contanto que as gdtas gue contém sejam tiradas da mesma
pessoa. Podem-se colocar, tamném, 3 ou 4 laminas juntas, firmemente
embrulthadas ho papel proprio. As tdlhas de identificagao devem envolver
Q pacote,

PAtm 4t



35

Hoje, ndo se preparam gétas espéssas tio espéssas como antiga-
mente, nem se usa mais mexé-las ou desfibrind-las. A densidade
adequada de uma gbta espéssa € a espessura méxima que a vista
atravessa, sob a objetiva de imersfio, depois de colorido o material.
Pode-se avaliar cssa espessura fazendo-se primeiramente uma géta
demasiado espéssa, insuficientemente distendida. Inclinase a
14mina, de modo a coloca-la em posigio perpendicular; forma-se
imediatamente uma gbta que escorre para o bordo inferior da
{imina. Em outra limina distende-se mais a mesma quantidade
de sangue e torna-se a coloca-la em posigiio vertical. Se a gbta se
forma rapidamente, cumpre distender a proxima gbta ainda mais,
até que o sangue recém-espalhado nio escorra senfio muito lenta-
mente.

A gbta espéssa, depois de pronta, deve ocupar a metade interna
dos dois tércos distais da limina, deixando-se de cada lado da
mesma 1,5 cm de espacgo livre, para facilitar a manipulagio en-
quanto a ldmina estiver molhada.

O lugar onde se escreve a identificacio pode ser coberto com o
sangue que permanece um pouce mais tempo na supetficie da pele.
Se o servigo de maléria nfo tem chave ou simbolo especiais para
identificar o doador, escrevam-se claramente, com um lapis macio,
suas iniciais e a data, marcando-se o més com algarismo romano;
exemplo: P M B 17 XII 3, o que quer dizer “17 de dezembro de
1963.” Somente as liminas feitas para colegGes-padrio necessitam
do nimero da década.

Nos lugares muito imidos, pode-se apressar a secagem da 1dmina
abanando-se ripidamente um pedaco de papelio sdbre a mesma
(fig. 16). O Humigraph! ¢é barato e til para mostrar as alteragbes
de umidade que tanto afetam a secagem das 1aminas.

Caso seja necessdrio, podem-se colocar na mesma lamina, trans-
versalmente, 5 gdtas espéssas estreitas ¢ identificd-las por meio de
simbolos ou nimeros escritos com um lépis de grafite No. 1 no
bordo inferior da primeira géta ou com ldpis de ponta de diamante
no canto direito inferior da 1imina. A primeira géta colhida pode
ser distendida até o bordo da 1imina, para se diferencar das demais.

1 A, Daipger and Co., 159 West Kinzie Strect, Chicago 10, Illinois (ver
Apéndice 14, pig. 106},
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7. TEORIA DA COLORACAO DO SANGUE

A coloragdo do sangue foi sempre complicada pela grande
variagio propria do azul de metileno. Priticamente todos os
corantes de sangue derivam do azul de metileno preparado de um
modo ou de outro. Sabendo-se que € possivel obter resultados
bastante varifveis ainda quando se empregam, da mesma maneira,
os mesmos lotes de azul de metileno, é facil compreender que
variacAo idéntica pode ocorrer com os corantes Giemsa, Wright ou
Leishman. Em certos casos, a diferenga pode ser to grande que
alguns lotes de corante ficam inutilizados,

Em 1925, foi criada nos Estados Unidos a Comissdo de Corantes
Biolégicos para cxperimentar todo lote de corante e eliminar os
que nfo sejam satisfatdrios. Porisso, antes de comprar corantes
de sangue nos Estados Unidos, € aconselhavel verificar se o produto
traz o mimero do certificado da Comissdo de Corantes, o que
assegura sua qualidade satisfatéria, pelo menos na ocasifio em que
foi experimentado pela mesma,

Com respeito ao corante Giemsa, que ¢ da maxima utilidade nas
atividades de malaria, alguns laboratoristas ainda preparam seus
corantes com os componenies originalmente usados, obtendo,
muitas vézes, resultados surpreendentemente bons. Contudo, salvo
circunstincias excepcionais, aconselha-se ao principiante ndo tentar
sse método, pois nem sempre serd bem sucedido. Embora existam
no comércio muitos corantes Giemsa bons e alguns mesmo ex-
celentes, ndo é possivel recomendar nenhum déles com seguranga.
O procedimento mais seguro seria obter pequenas amostras {1 a
5 gramas) de pelo menos trés fontes diferentes e submeté-las,
extensa e repetidamente, 4s técnicas e condigdes da localidade.
Somente assim se deveri adquirir uma grande quantidade.

O que acima se diz pode explicar a confianga quase absoluta de
alguns pesquisadores antigos em certas marcas e tipos de corantes.
Pode também explicar porque certos corantes Giemsa sfo satisfa-
térios quando dissolvidos em uma marca de &lcool metilico e
menos satisfatérios quando dissolvidos em outras. Os elementos
dissolvidos encontram-se, evidentemente, em equilibric quimico
tdo delicado que as mais leves alteragdes de reagéio podem produzir
resultados surpreendentes.

O componente basico de um corante de sangue consiste em certo
tipo de eosinato de azul de metileno dissolvido ou em dlcool



37

metilico puro ou em uma propor¢io igual por péso désse lcool ¢
glicerina pura. O dlcool metilico &, em geral, livce de acetona,
embora nem todos os élcoois livres de acetona déem resultados
satisfat6rios. Essa solugiio alcodlica de corante de Giemsa é a tinica
forma conveniente com que pode ser preparada a solugio aquosa
que em verdade faz a coloracio simultinea de vermelho, azul e
violeta dos elementos do sangue. E pouco provivel que os ele-
mentos dissolvidos permanecam na solugfio mais de 45 a 90
minutos, pois a partir désse momento comegam a precipitar e
separam-se da solugfio. Isso é importante por dois motivos: (1)
tddas as solugbes de Gicmsa devem ser preparadas imediatamente
antes do uso; ¢ (2} se a dgua contamina a solugdo alcodlica mae,
porgles valiosas dos clementos corantes precipitam-se dessa
solugiio mie na proporgio da quantidade da dgua presente. Os
resultados da introdug@io repetida de uma pipeta Ymida no vidro
da solugao mée podem ser desastrosos. A contaminagio aquosa do
corante alcodlico padrio ocorre mais fregiiente ¢ sibtilmente pela
capacidade que o dlcool puro tem de absorver umidade. Isso pode
ocorTer com bastante rapidez nos trdpicos, onde a umidade € alta.
Esse fato deu origem a velha e geral crenca de que os corantes de
sangue se deterioram mnos trdpicos. Portanto, convém apertar de
vez em quando as tampas rosqueadas dos vidros e trocar as rolhas
de cortica quando estas perdem a elasticidade. As tampas de vidro
esmerilhado devem ser limpas tddas as vézes que forem colocadas
no vidro, pois o acttmulo de corante séco nas mesmas pode impedir
sua perfeita adaptagdo.

Para cvitar a ocorréncia dessa deterioragﬁo imperceptivel e
continua do corante Giemsa, é aconselhdvel usar pequenos frascos
com capacidade suficiente apenas para um ou dois dias de trabalho.
Quando ndo houver vidros conta-g&tas de matéria plistica, pode-se
usar o velho tubo de ensaio amarrado ao vidro de corante, mas o
arranjo nio deixa de ser um tanto impréprio. Os pequenos frascos
plasticos com conta-gdtas e herméticamente fechados com tampa
de rbsca, como os que se usam para perfumes e certos medica~
mentos, sdo ideais para trabalhar com o corante Giemsa.! Portanto,
os frascos que contenham a solugfio mie so serfio abertos quando
necessario para encher de ndvo os frascos de uso didrio.

As mesmas precaugOes descritas para o corante Giemsa devem
ser tomadas para todos os outros corantes do tipo Romanowsky,

1 Ver Apéndice 12, Frascos conta-gdtas pldsticos, pig. 105.
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tais como o Wright e o Leishman, ainda que ordiniriamente nio
se use glicerina. Esses corantes sdo dissolvidos em dlcool metilico
puro na proporcio de 0,15-0,18 gm por 100 cc de dlcool metilico,
enquanto que o Giemsa é feito como segue:

Corante Giemsa em pé (certificado) 0,75 gm
Alcool metilico puro 65,0 cc
Glicerina pura 350 cc

Na falta de Giemsa, pode-se, &s vézes, obter excelentes resul-
tados usando-se 0s pos de Wright e Leishman ra mesma proporgéo
do Giemsa e, naturalmente, empregando-se as mesmas técnicas.

Para preparar os corantes, recomenda-se, hd muito, misturd-los
num gral. A trituracfio prolongada com glicerina ou élcool metilico,
ou com ambos, ¢ ainda processo de rotina. Nos climas sécos, isso
pode ser, provivelmente, feito sem risco, mas com ésse método a
exposicio € demasiado prolongada. Além disso, porgdes Umidas
de pé de corante invaridvelmente aderem &s paredes do gral e
4 mao do mesmo. Em lugar désse método, o procedimento que
tem sido usado por anos com sucesso € colocar o pd séeo direta-
mente num frasco de tamanho conveniente, contendo a quantidade
adequada da mistura alcool-glicerina. Colocam-se também no
frasco no minimo 50 pérolas de vidro escrupulosamente limpas,
de vérios tamanhos, mas até 5 mm de diimetro, no miximo. Esse
frasco ¢ agitado muito bem, a intervalos determinados, 6 a 10
vézes por dia, durante um minimo de 3 dias. Retiram-se entfo,
didriamente, pequenas amostras, para filtra-las em papel de filtro
de espessura média ¢ experimenta-las em gdtas espéssas de sangue
recentes. Quando todos os elementos do sangue sdo vistos em suas
cores préprias, filtra-se a quantidade suficiente de corante em um
ou dois frascos de uso didrio, ficando assim o corante pronto para
uso. O restante do corante é guardado sem filtrar até que se neces-
site déle. Por causa da possivel variagio dos ingredientes indivi-
duais, o frasco que contém a solu¢io mae deve ter um rdtulo
grande com o nome, nimero do lote, a guantidade de cada um
déles e a data da preparagio.

Vale ressaltar de ndvo, por ser importante, que fodos os frascos
ou receptdculos de corante liquido devem permanecer hermética-
mente fechados. Se as instrugbes acima citadas forem meticulosa-
mente seguidas, verificar-se-4 que, em vez de se deteriorarem, £sses
corantes melhoram com o tempo, estejam nos trépicos ou em outro
lugar qualquer.
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Diluentes. Como sdmente as solugles aquosas de corantes de
sangue recém-preparadas dio s preparacdes as cores bem conheci-
das, © diluente usado tem muita importincia. Para os corantes de
sangue, utilizam-se os seguintes diluentes: Agua de pogos nascentes,
rios, corregos ou de torneira; dgua destilada, de chuva, bidestilada
c tridestilada; e finalmente as duas mais usadas: a 4gua tamponada
¢ a Agua neutralizada. Quando faltar tempoririamente a dgua
destilada, podem-se adicionar os sais para a confeccio da agna
tamponada & Agea da torneira. Essa combinagiio nio deve nunca
substituir o uso da dgua destifada. A dgua de chuva, captada num
recipiente esmaltado limpo ou em outra vasiltha de superficie lisa
colocada a meio metro acima do solo, £ dgua destilada.

Deve-se notar que nio € possivel pré-determinar a reagfio ade-
quada para todos os corantes. A prova final da adaptabilidade ou
reagdo do diluente consiste no aspecto do sangue visto ao micros-
cépio. Portanto, deve-se usar uma combinagfio .qualquer que pro-
porcione de mode constante bons resultados, por mais heterodoxa
que pareca. Em certas 4reas, onde a dgua passa através de florestas
e prados, terrenos arenosos, argilosos ou rochosos, a da torneira
pode ser muito satisfatéria. Por outro lado, costuma ser completa-
mente inadequada quando passa através de rochas calcireas. A
dgua que contém bactérias aerdgenas, fermentos ou algas pode ser
inadequada, a nio ser depois de fervida durante 5 minutos e fil-
trada ou posta em sedimentagfio para restaurar a sua cristalinidade.
Devem-se desprezar tddas as dguas que nfo sejam cristalinas.

Quando se comegou a adicionar sais neutralizantes & dgua dilu-
ente, notou-se logo notivel melhora na qualidade das preparacdes
de sangue coradas. De modo geral, a reagio dos diluentes que
apresentaram ésses resultados melhores estava préxima do ponto
de neutralidade (pH 7,0). A experiéncia tem demonstrado que nio
existe um pH padriio para todos os tipos de corante e que se deve
procurar a reacdo mais adequada para a coloragio desejada. Na
pritica, a média varia entre pH 6,6 e 7,4, o que coincide com a
variagfio do indicador vermelho fenol.

O fosfato de sddio (Na;HPO,) e o fosfato de potéssio (KH.PO,)
s30 os sais neutralizantes de uso geral. Como o fosfato de sédio
cristalino contém 12 moléculas de 4dgua de cristalizagfio, &sse
produto, exposto ao ar, logo se cobre de p6 branco, tornando-se
impossivel a determinagio do seu péso exato. Misturado com
outros cristais, torna-se uma massa Umida. Portanto, é indis-
pensivel especificar que o fosfato monoidrégeno de sédio seja
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anidro; o fosfato diidrégeno monopotassico pode assim misturar-se
com o sal de sddio anidro em qualquer proporgio e ainda per-
manecer séco. Na prética, podem-se preparar ripidamente solugbes
compensadoras adicionando-se a cada litro de 4gua destilada uma
grama de uma mistura de sais de potdssio e s6dio na proporgio
de 5 X 6 ou em qualquer outra proporcio que tenha dado resultado
satisfatério. Misturam-se perfeitamente as quantidades corretas
désses sais por meio de tritura¢do num gral, pesa-se o pdé homo-
geneizado em lotes de uma grama (ow mais) e coloca-se o mesmo
em pequenos frascos bem fechados. No caso de uso imediato, os
sais podem ser embrulhados em papel impermedvel ou dissolvidos
em pequenas quantidades de 4gua.

Para a coloragio adequada de esfregacos de sangue, a dgua
destilada devidamente neutralizada para €sse fim pode ser superior
as dguas tamponadas. A preparacio se faz neutralizando-se a dgua
destilada a um indicador vermelho de fenol com um 4lcali fraco,
tal como o carbonato de litio a 0,2 por cento. Depois de agitada
repetidamente (minimo de 50 vézes), até que a cOr desejada
permanega pelo menos durante 20 minutos, poderd ela ser usada
com os corantes Giemsa ¢ Leishman. Essa dgua neutralizada é
usada ndo sé para diluir o corante alcodlico mas também para a
lavagem final das laminas. Os tampdes agem como uma espéeie de
material quimico eldstico para inativar (dentro de limitada pro-
porcio) variadas quantidades de 4cido e dleali. A neutralizagio,
por outro lado, é uma reagfio quimica fixa que ndo permite
variagdes.

8. TECNICAS DE COLORACAQ
CONSIDERACOES GERAIS

O -esfregago € preparado distendendo-se uma pequena gdta de
sangue fresco com o auxilio do bordo perfeito, liso ¢ iguat de uma
ldmina nova; sua espessura ideal é a de uma camada de glébulos.
Em contraste, a gdta espéssa pode conter 6 a 20 vézes mais sangue,
espalhado numa drea mais ou menos retangular, de 1,5 por 1,2 cm.

No esfregaco, uma camada Unica de células estende-se horizon-
talmente sdbre a superficie do vidro; na gita espéssa, hi muitas
camadas de células, na sua costumeira formacfio em “rouleaux” e
o eixo de uma célula individual pode estar em qualquer diregdo.



41

A coloragio da camada plana de células no esfregago tem por fim
mostrar 0 méiximo de detalhes das células sangiiineas e de seu
contetido. Essas preparagdes sdo, portanto, “fixadas™ pela aplicagio
de éalcool metilico puro, com o fim de reter a hemoglobina nas
células e permitir a coloragiio. E relativamente ficil ver através de
uma Unica camada de glébulos vermelhos.

Se os glébulos vermelhos na gota espéssa fossem assim “fixados,”
seria quase impossivel ver qualquer coisa, a nfo ser talvez nos
bordos da preparagfio. Assim, pois, € necessdrio remover a hemo-
globina do glébulo vermelho por um dos vérios métodos, separada-
mente ou durante o processo de coloragio. Antigamente, usavam-se
solugdes fracas de #cido hidroclérico, dgua destilada, ou vérias
outras misturas para remover a hemoglobina, antes de se adicionar
o corante. Isto produzia, com fregiiéncia, nao sé a ratura completa
dos glébulos vermelhos mas também a lise ¢ a deformacio dos
parasitos, leucocitos e oufros elementos do sangue. Posteriormente,
estabeleceu-se 0 método de efetuar a desemoglobinizagio na solu-
¢Ao corante.

O primeiro passo na coloragao de esfregagos consiste na fixagao,
o que é diametralmente oposto aos principios da coloragéo da gbta
espéssa.

Tanto o tempo como o calor tendem a “fixar” a hemoglobina
nos glébulos vermelhos, quer em esfregacos quer em gdtas espéssas.
Portanto, € evidente que quanto mais depressa for corada a gdta
espéssa tanto mais completa serd a sua desemoglobinizaciio. Quanto
mais tempo forem deixadas sem corar, tanto mais opacas serdo as
preparacdes. Em clima quente e imido, sfo suficientes 7 a 10 dias
para que uma gbta espéssa de sangue resulte inadequada para o
exame, apds a coloragfio. O esfregaco, porém, pode ter uma
aparéncia bastante boa.

Para mostrar 0 que aconteceria se as gbtas espéssas fossem
“fixadas,” basta pingar alcool metilico puro na metade inferior de
uma gdta espéssa em posicio perpendicular e depois submeté-la A
técnica comum de coloragdo para gdtas espéssas.

Gotas espéssas. A coloragio original da gbta espéssa consistia
em cobrir com azul de metileno diluido uma gdta espéssa bastante
erande. Como priticamente nfio havia visibilidade na parte central,
pensou-se que se o sanguc fésse bem mexido o exame seria mais
facil. Seguiu-se longo periodo em que se considerou imprescindivel
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a desfibrinacfo, embora com um pouco menos de sangue na gdta se
pudesse conseguir o resultado desejado. Desde essa época, o
corante Giemsa tem sido priticamente o tnico usado e torrou-se
hdbito a diluicido de 1 gota para I cc de dgua destilada. As liminas
de gbtas espéssas eram postas sObre bastSes de vidro e o corante
Giemsa diluido era colocado sbbre elas, deixando-se o mesmo
durante uma hora, apds o que estavam prontas para O exXame.
Quantidades maiores de liminas eram coradas apoiadas vertical-
mente sBbre os bordos ou sbbre as extremidades, em cubas de
coloraciio retangulares ou verticais.

Em 1929, Barber ¢ Komp colocaram a gita espéssa numa
extremidade das Iiminas e as separaram por meio de um pedago
de papeldo bastante grosso, de 2,5 cm quadrade, colocado no outro
extremo. Esse processo permitia corar simultineamente lotes de
25 ¢ mesmo 50 liminas, colocadas verticalmente numa cuba de
coloragdo. Foi assim que surgiu a pratica de colocar a gdta espéssa
na extremidade da ldmina. Se no lote houvesse uma sé lamina
com infecgio falciparum bem intensa, os parasitos poderiam ser
transferidos ocasionalmente 3s liminas adjacentes. A lavagem
cuidadosa ou o0 emprégo de um detergente pode evitar isso.

Em seguida & descoberta de Pampana, da agfio desemoglo-
binizante das solugdes isotbnicas de azul de metileno, Field desen-
volveu seu método de coloragio ripida para gbta espéssa, tdo
extensivamente usado na Segunda Guerra Mundial. Esse método
consiste na Imersdo, por 1 a 3 segundos, em solucio A (uma
mistura de azol de metileno ¢ fosfatos), seguida de breve lavagem
em 4gua destilada e de imersdo em solugio B (uma mistura de
eosina ¢ fosfatos). A rapidez do método ndo permite a completa
desemoglobinizagio, mas mostra tanto os leucecitos como os para-
sitos com coloracio clara e brilhante. Uma modificagdo dessa
coloragdo foi desenvolvida mais tarde na India e € conhecida como
coloracio 1.S.B,

Entre 1920 e 1930, uma firma de Londres fabricou uma placa
para coloragio, ligeiramente recurvada, de tal maneira que, colo-
cando-se emborcada, na sua curvatura, uma l&mina, ficava por
baixo da mesma um egpago que néo excedia de 3 mm de profundi-
dade, no qual se punha o corante. Em virtude do péso molecular
da hemoglobina, a posicio invertida da gbta espéssa facilitava sua
desemoglobinizacfio total. A imersfo durante um segundo no azul
de metileno fosfatado preservava, em grande parte, os elementos
celulares do sangue, sem interferir na desemoglobinizagio. Quando
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o Giemsa diluido era colocado sob a lamina invertida na placa
recurvada ou no dorso de uma cuba esmaltada retangular, como se
vé& no Diagrama 12-E (pég. 46), verificava-se que &sse tratamento
permitia excelente coloragio apds a exposi¢io de apenas 6 a 10
minutos & solugio de Giemsa.

Na coloragdo combinada de gbta espéssa e esfregaco, é preciso
“fixar” separadamente o esfregago com dlcool metilico, antes de
corar a lamina com uma das técnicas antes mencionadas,

Os esfregagos de sangue, quando isolados, podem ser corados
com Giemsa depois de fixados, ou com os corantes May-Griinwald,
Wright ou Leishman, com os quais se obtém a fixagdo aplicando-se
antes o corante sem dilvir e depois o diluente.!

9, TRATAMENTOQ PREVIO DAS
GOTAS ESPESSAS

Toda vez que as gitas espéssas demoram a chegar 3s mfos de
pessoa capaz de usar adequadamente o corante Giemsa, ¢ neces-
sdrio “tratd-las” préviamente. Primeiro, mergutham-se as Iiminas
durante um segundo em solugio de azul de metileno fosfatado ou
simplesmente derrama-se essa solugdo sobre o sangue (Diagrama
11, fig. 4). Segundo, deve-se prolongar a lavagem em 4dgua
tamponada por mais tempo do que na téenica completa de colora-
¢fio, mas somente até que a margem da gdta espéssa se torne azul-
acinzentado. Nio tente lavar até que a cdr vermelha desaparega de
todo da gdta. Terceiro, escorrem-se as ldminas e deixam-se as
mesmas secar em calor brando ou ao sol, para evitar o crescimento
de fungos. Quarto, as liminas sfo enroladas em pacotes de 15 ou
menos ¢ do lado externo deve-se escrever a identificagdo do con-
telido usando-se 1dpis macio. Deve-se escrever sempre nos bordos
do pacote e nifio nas superficies planas das liminas. Quinto, as
1Aminas devem ser guardadas em lugar séco até que possam ser
finalmente coradas com solucio de Giemsa recém-preparada. Uma
vez que ndo é possivel outra desemoglobinizagiio, ndio hi necessi-
dade de vird-las de bbrco. E suficiente deixd-las 5 a 10 minutos
na solu¢io de Giemsa. Determinar com a experiéncia o tempo
minimo necessario.

! Ver Apéndice 9, ColoracZo do esfregago de sangue, pigs, 100-102,
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O Diagrama 11 mostra como tratar um pequeno lote de laminas
em casa do colaborador. Quando o nimero de Kiminas é grande,
530 necessdrias apenas as medidas A e B do Diagrama 12. Mover
as liminas delicadamente de um lado para outro na segunda agua
tamponada até restar apenas um trago de cOr avermelhada.

As liminas mal coradas podem ser coradas de ndvo de vérios
modos, 4s vézes com considerdval sucesso. Contude, nfo se inven-
tou ainda técnica que d& sempre resultados satisfatdrios.

Existem, agora, no mercado frascos conta-gdtas pldsticos de 30
a 150 cc de capacidade (ver Apéndice 12, pag. 105). Em tais
frascos, o Giemsa fica bem mais protegido contra a umidade do
que em qualquer outro recipiente que requeira uma pipeta separada
para retirar o nimero de gtas necessirias. Portanto, pode-se
equipar o pessoal de avaliagdo para corar as ldminas ne campo e
os colaboradores necessitam fazer apenas o tratamento prévio das
laminas. Tudo quanto se requer para equipar o pessoal de avalia-
¢io, além do que ja foi recomendado, é um pequenc suprimento
adicional de dgua tamponada e uma superficie limpa e com uma
depressiio, como se vé no Diagrama 12-E. Td&das as 1aminas toma-
das pelo pessoal de avaliaciio podem ser coradas no campo, depois
de acumuladas em quantidade convenienfe, todos os dias ou em
dias alternados. Essa medida proporcionard aos microscopistas
as melhores preparacfes possiveis para o exame.

Comentério. A quantidade de pd corante necesséria € apenas
uma média e esta pode variar de acérdo com os resultados deseja-
dos. Por exemplo, se um Giemsa di bons resultados quando dis-
solvide em certa proporgio de glicerina e dlcool, essas quantidades
devem ser usadas. Quando a solucfo alcodlica é mnito forte e os
leucocitos ficam corados em demasia, poder@o ser suficiente 5 ou
6 potas em 10 cc do dilvente. Contudo, é melhor diluir o corante
com mais lcool-glicering, a fim de manter a propor¢io universal,
de uma gdta da solugfo alcodlica para 1 cc de dgua tamponada.

Semelhantemente, com relagdo as solucdes tamponadas, devem
ser feitas tentativas para achar a propor¢io ideal de sais que pro-
porcione Stimos resultados. Prepara-se uma série de solugdes com
diferentes quantidades de fosfato de sddio e fosfato de potéssio,
nas seguintes proporcdes: 2:5, 4:5, 6:5, 8:5 ¢ 10:5. Cora-se certo
numero de preparagdes do mesmo sangue com o mesmo Giemsa,
usando-se a solugBo tamponada feita com 1 gr de cada uma dessas



DIAGRAMA N

Figura 1

Figura 2

Figura 6

Figura 9

DIAGRAMA 11

TRATAMENTO PREVIO DA GOTA ESPESSA PELOS
COLABORADORES VOLUNTARIDS

Figura 1

A. Aspecto da gbta espéssa anfes do tratafmento prévio,

B. Equipamento simples usado pelos colaboradores para tratar
préviamente as gétas espéssas com a solucdio fosfatada de azul
de metileno. Consiste huma garrafa bem|limpa contendo 300
cc de dgua destiloda ov dgua de chuva/um pequeno copo e

um pequeno pires.
C. Tubo cilindrico de papel@o para remess

postal que, ao ser

enviado ao colaborador, leva pequenos frascos de solugdo

fosfatada de azul de metileno, sais fam
3 laminas.

Oes e ym pacote de

D. Bloco de félhas de notificagdo e um mago de papel para

enrolor [Gminas.

Figura 2
Coloque os sais nevtralizantes (pé branco) 1
Figura 3

Dissolvidos os sais, encha © copo com essa so

a garrafa de dgua.

lugdo, até trés quar-

tos da altura do copo. A solugdo tamponado pode ser usada até

se tornar turva.

Figura 4
Segure g l&mina formando um éngulo de 20

graus sdbre o pires

e derrame, em seguida, rdpidamente, sébre a l&mina, solucto fosfatada

de azul de metileno (solugdo azul) bastante pd
Um segundo é o suficiente para a agdo da solugd
Figura §

Mergulhe imediafamente a l&mina na sclugad
encontra no copo.
Figura §

Mova a [amina delicadamente de um lado p
tamponada, sdmente oté a margem da gbta espd|
vermelha. Téda vez que a sclugbo se tornar ad
substitva-a por solu¢tio fresca, da garrafa.

Figura 7

Para secar, coloque a lamina inclinada cony

ra cobrir ¢ sangue.
o azul.

> tamponada que se

hra ouwtre nd solugdo
ssa perder a sua cér
entuadamente azul,

ira qualquer objeto

adequade. A figura mostra a [amina tal como sk apresenta apés o

tratamento {bem transparente),

Figura 8

Embrulhe d ldmina em sev boletim de notificq

Figura 9

Coloque os ldminas embrulhadas no tubo ¢
postal, para serem remetidas ao laboratério, us
necessdrio,

gdo.

lindrico de remessa
rndo enchimento, se
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proporgdes para um litro de dgua destilada, Usam-se as proporgbes
que derem os melhores resultados. A proporgio de 6:5 serd, pro-
vivelmente, a preferida.

10. TECNICA DE COLORACAO
DETALHES

As gbtas cspéssas eram, muitas vézes, coradas unicamente com
as solugdes de Giemsa. As ldminas eram colocadas com a face
voltada para cima, sObre bastdes de vidro distanciados 5 cm um
do outro e cuidadosamente nivelados; deitava-se sdbre as Idminas
solugdo fresca de Giemsa na proporcio de 1 gbta para 1 cc de
dgua destilada ou tamponada ¢ deixava-se a mesma agir durante
30-60 minutos. Depois de lavadas com o mesmo diluente, as
ldminas eram sécas ao calor.

Usavam-se cubas de Coplin e cubas retangulares para a colora- -
¢do das laminas com Giemsa e 0s blocos de 1iminas acima men-
cionados eram também corados da mesma maneira,

O tempo de coloragio pode variar com cada lote de corante e
deve-se¢ esperimenti-lo cuidadosamente. A desemoglobinizagio
ndo ¢ tio completa com o método de Field (pag. 48) como com
a técnica de azu! de metileno-Giemsa, mas as cfres nos bordos da
ghta espéssa sdo aproximadamente as mesmas com os dois métodos.

Coloracio das gbtas espéssas de sangue (Walker)
{Diagrama 12)

1. Verifique coidadosamente a identificagio da amostra e veja se
estd correta. Use lipis macio de grafite No. 1 para quaisquer
anotagdes ou corregdes. Nio use lapis gorduroso.

2. Mergulhe a limina por um segundo—nao mais (conte mental-
mente “um, mil e um”) na solugiio fosfatada de aml de
metileno. Para diminvir o nfimero de trocas da dgua tam-
ponada, apds a imersio na solugio fosfatada de azul de
metileno, deve-se tocar ligeiramente a extremidade inferior da
lAminga numa esponja plastica, bem molhada e espremida, a fim
de tirar rapidamente o excesso de azmul.

3. Mergulhe a limina 5 vézes na solugio tamponada (1 gr da
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DIAGRAMA 12
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Sﬂllll}iﬂ DE AZUL DE METILEND
TAMFONADA COM FOSFATO
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BANDEIA CURYA PARA Bllllllﬂiﬂ

BANDEJA ESNALTADA

BANDEJA PARA SECAR LAMINAS
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mistura de fosfatos na propor¢io de 6:5 por litro de dgua
destilada}, a mesma que se usa para diluir 0 Giemsa. Use 2
vidros de boca larga para mais de 10 1iminas e troque a solugo
quando esta se tornar acenfuadamente azul. (Os sais para a
confecgiio de dgua tamponada podem ser adicionados 4 Agua
da torneira quando houver falta momentinea da dgua destilada.)
Coloque as laminas de bdrco s6bre uma placa de coloragio
recurvada e com depressio, de modo que fique sob as mesmas
um vio de 2-3 mm; ou entdo sébre uma cuba esmaltada.
Coloque a solugdo recém-preparada de Giemsa (1 géta para 1
cc de agua tamponada) sob as liminas até que a depressio
fique cheia. Retire as bélhas que se formarem na gita espéssa.
Deixe o corante agir durante 6-10 minutos.

Mergulhe ligeiramente a limina na solugio tamponada para
remover o excesso de Giemsa.

Escorra a limina e seque-a ac calor.

Examine-a com objetiva de imersio.

Preparaciio de vérias solugoes
para o diagnéstico da maléria

Azul de metileno fosfatado

Azul de metileno medicinal 1,0 gm
Fosfato de sédio monoidrdgeno, anidro

(Na,HFPO,) 3,0 gm
Ortofosfato monopotassico (KHzPO,) 1,0 gm

Esses ingredientes devem ser muito bem misturados num gral
séco e depois colocados em frascos bem tapados, em lotes de
1 grama cada um. O contetido de um frasco ¢ dissolvido em
250-350 cc de dgua destilada e filtrado, se necessdrio.

Corante de Giemsa, certificado, liquido, ou

Corante de Giemsa em pd, certificado 0,75 gm
Alcool metilico puro 65,0 cc
Glicerina pura 35,0 cc

Agitar bem numa garrafa com pérolas de vidro, 6-10 vézes por
dia, até ficar bem misturado. Manter sempre a garrafa bem
tapada. Se ndo se tiver & mio o pd de Giemsa, pode-se usar o

pé de Wright, na mesma proporgdo. Nio hd necessidade de
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aquecimento; utiliza-lo por volta do terceiro dia ou logo depois
que os testes didrios com sangue normal indiquem sua qualidade
satisfatéria. Filtrar sdmente se fOr necessdrio, ao reencher a
garrafa plastica.

Agua tamponada

Fosfato de sédio monoidrdgeno, anidro
{Na;HPO,) 6,0 gm
Ortofosfato monopotassico (KH:PO,) 50 gm

Misturar muito bem num gral, I gm da mistura para 1,000 cc
de dgua destilada.

O corante de Field consiste em duas solugdes aquosas:

Solucio A:
Azul de metileno 0,8 gm
Azur 1 = azur A 0,5 gm
dissolver em 500 cc¢ da solugio tamponada 4:5
Solugdo B:
Eosina, amarela s.a, 1,0 gm
dissolver em 500 cc da solugfio tamponada 4:5
Para corar, mergulhe a lidmina por um segundo (1-3 seg.) na
solugdo Aj; lave-a suavemente em seguida em dgua destilada ou
tamponada; mergulhe-a por dois segundos (1-4 seg.) na solugio
B; depois, lave-a suavemente, deixe-a escorrer e seque-a.

Corante de Wright, certificado, liguido, ou

Corante de Wright em pd, certificado 0,15-0,18 gm
Alcool metilico puro 100 ml

Agitar bem numa garrafa com pérolas de vidro e conservar
num frasco pequeno, bem tapado. Filtrar se necessdrio.
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11. MICROSCOPIOS

Trés tipos de microscopios sdo empregados nos programas de
erradicacio da maléria:

1. O microscdpio composto (monocular ou binocular);
2. O microscpio estereoscdpico;
3. A lente de mio ou lupa, com aumento de 2x a 10x,

A lupa, antes considerada instrumento de entomologia, é extre-
mamente Util para examinar virias partes do microscdpio com-
posto, tais como parafusos espanados, cremalheiras e engrenagens
danificadas; ou para procurar particnlas de dleo endurecidas e
impurezas nas superficics lisas ou de vidro. O microscopio
esterecscopico, instrumento corrente em qualquer campanha de
malaria, deve também ser usado quando s¢ desejar aumento maior,
E indispensavel ainda uma lupa de 5x para examinar objetivas
através das quais nfo se esteja vendo com clareza.

Os microscopios compostos
sdo dotados de corpos monocu-
lares ou binoculares. Alguns
fabricantes também equipam
éste ultimo com um tubo
monocular.

O Diagrama 13 mestra que
o corpo moneocular consiste
nom tnico tubo (canhfo).
Desde hi muito € de habito,
por questio de confbrto, in-
clinar o microscdpio monocular
em sua base para permitir a
inclinacio da ocular de modo
semelhante ac dos microscopios
binoculares. No caso de se
dispor somente de microscépios
rmonoculares, é aconselhivel
dotar o aparelho com tubo
monoecular  inclinade. Se o
aumento déste fér de 1,5x,
deve-se usar ocular de aumento
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proporcionalmente menor.

O microscopio binocular de
corpo inclinado (Diagrama
14) permite ao observador
usar o aparelho por perfodos
prolongados sem se fatigar
tanto quanto com o aparelho
monocular. O mesmo diagrama
mostra que € necessirioc um
numero considerdvel de equipa-
mento Otico para levar a
imagem a ambos os olhos. Nio
s6 a luz total que alcanga a
limina através do espelho e
condensador é dividida em
duas, mas também cada lente
ou prisma, no sistema bino-
cular reduz a intensidade da luz
que alcanca cada 6lho, Estd
claro, pois, que o volume de
luz que proporciona bons resul-
tados no microscopio monocu-
lar pode ser insuficiente para
o aparelho binocular.

Por oufro lado, enquanto
um simples movimento do parafuso micrométrico ¢ suficiente para
dar a nitidez mixima no aparelho monocular, no aparetho binocular
é necessario ajustar primeiro o tubo mével com ¢ tubo fixo, para
igualar a imagem nas oculares. Quando ésses ajustes sdo feitos de
modo adequado, obtém-se grau de nitidez que ndo & possivel no
aparelho monocular. Além disso, a fadiga é grandemente reduzida.
O uso do microscépio binocular é dificultado pelo péso extra da
peca binocular, que tem a tendéncia, depois de certo tempo, a
deslizar, desfocando o aparclho.

Alguns aparelhos binoculares, muitos dos quais de fabricaco
européia, podem aumentar mais a imagem. O aumenio désses
aparelhos, gravados em seus corpos, sdo de 1,25x, 1,5%, 1,6x ¢
mesmo 2,5%. Se n3o houver marcacio no corpo do aparelho,
pode-se considerar que seu aumento é de 1x.

Nio ha distingfio entre as caracteristicas restantes dos micros-
cdpios monocular e binocular. Ambos t€ém um revélver (peca

DIAGRAMA U
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giratéria) de 3 ou 4 aberturas, nas guais sio colocadas as obje-
tivas usuais. A platina deve ter s6bre si mesma ou incorporada a
ela um tipo de prendedor de I4minas (carro mecinico ou “char-
riot”} que possa mover-se mecinica e precisamente para tris e
para a frente e de um lado para outro. J4 que todo trabalbo sbre
maliria requer busca sistemdtica, ndo se pode estar seguro se os
mesmos campos sdo examinados repetidamente, a menos que se
use uma platina mecdnica.

A superficie superior da lente de cima do condensador “Abbe”,
pode ser vista através da abertura na platina. Quando em posigdo,
essa lente deve ficar o mais préximo possivel da superficie inferior
da lamina. A funcio do condensador é concentrar ao méiximo, na
parte superior da limina, t6da a Iuz refletida pelo espelho plano
através da grande abertura inferior do condensador. O espelho,
fixado diretamente sob o condensador, serve para refletir raios de
luz relativamente paralelos, da fonte de luz para o condensador.
Para se obter o maximo de eficiéncia do condensador, deve-se
usar somente o espelho plano; o espelho cdncavo 56 € usado em
operagdes nas quais se retira 0 condensador. As partes do micros-
copio que ficam abaixo da limina fazem parte do sistema de
iluminacfo; as de cima tém a ver com o aumento e a resolucio.

O aumento total obtido com o microscépio composto, quando
se utiliza a objetiva de imersfio (geralmente de 90x a 100x), pode
variar de 450x a 1.500x, dependendo das oculares empregadas,
A experiéncia tem demonstrado que a clareza de detalhes ou
nitidez pode diminuir quando se ultrapassa o ponto &timo de
aumento com a ocular.

As objetivas que geralmente acompanham os microscépios sdo:
a de pequenc aumento, de 10x; a média, de 43x; e a de imersio,
geralmente de 100x. A objetiva de pequeno aumento pode ser
usada para verificar a preparacio de sangue no que se refere & sua
disposicao na limina, aspecto geral, coloragio, bem como a dis-
tribuiciio dos leucocitos. A objetiva de 43x tem pouco uso em
servicos de maliria e deve ser porisso eliminada. Pode ser substi-
tuida no revélver por um tipo de objetiva demarcadora, usada para
marcar com um circulo os elementos microscopicos, para exame
posterior. O aumento total € determinado multiplicando-se os
aumentos dos elementos Sticos envolvidos, isto é, o aumento da
ocular, do tubo binocular (se houver) e da objetiva. Quando ainda
na fase de treinamento, os técnicos poderdo obter melhores deta-
lhes com um aumento intermedidrio entre 600x e 800x. Depois
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de adquirida certa experiéncia, verificardo que um aumento de
500x acelera a velocidade de seus trabalhos, porque o volume
maior de luz compensa a perda de detalhes derivada da diminuicio
da imagem. Podem-se, tamnbém, usar oculares de 5x em tubo de
aumento superior a 1x. Outros aumentos das oculares sfio: 4,3x,
6x, 6,3x, 6,4x, 7x, 7,5%, 8x ¢ 10x. A (ltima & muito alta para o
uso ordindrio com a objetiva de imersgo,

Nos dltimos anos, tem-se tratado tddas as superficies das lentes ¢
prismas expostas 2o ar com um “revestimento™ que compensa a
desigualdade de comprimento de onda das céres do espectro e
reduz substancialmente a dispersdo da luz. As lentes e prismas
assim tratados podem funcionar adequadamente com muito menos
luz do que os néo tratados. As superficies assim revestidas, quando
vistas com luz incidente, podem ser distinguidas pela cdr azul
violeta. Esse tratamento nos microscépios modernos esti-se difun-
dindo cada vez mais. (Ver secdo 12, Iluminagfo.)

Em climas quentes ¢ Gmidos ¢ imperative que os microscdpios
sejam guardados, durante a noite, em armdrio provido de limpa-
das elétricas ou de outro sistema dec aquecimento que mantenha
a temperatura entre 29° a 35° centigrados. A queda da temperatura
abaixo désse ponto, ainda que esta continue superior 3 do meio
ambicnte, pode favorecer a formacio de fungos. Esse acondiciona-
mento simples evitard, portanto, o desenvolvimento dos micélios
dos fungos nas superficies das lentes e prismas. E preferivel ndo
guardar cimn suas respectivas caixas os microscdpios usados didria-
mente. O pd da madeira costuma depositar-se nas superficies dos
prismas ¢ nas partes superiores das objetivas de imersio, preju-
dicando a nitidez. Essa poeira pode ser, porém, removida com
~alguns jatos de ar de uma seringa de borracha comum.2

As vézes, quando a temperatura da parte s6lida do binocular
desce durante a noite, ou por ter o aparelho estado fora de uso, e
fica considerdvelmente menor que a do corpo humano, a nitidez,
embora boa a principio, pode tornar-se repentinamente confusa.
E que o calor do rosto do examinador aquece o ar que fica em
volta dos prismas, no corpo binocular, ¢ provoca siibita condensa-
¢io de umidade nas superficies frias. Essa condensagio desaparece
tdo logo as temperaturas do ar e das supetficies se igualam.

Nos trdpicos € outras zonas sujeitas a calor intenso, as oculares

* Pelicula anti-reflexo.
* Ver Apéndice 19, pag. 113,
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inclinadas oferecem a desvantagem de receberem a gordura prove-
niente das pestanas Umidas de suor. O hébito de lavar freqiiente-
mente o rosto com dgua e sabfio corrigird, em parte, essa dificul-
dade. A limpeza constante das superficies expostas das lentes das
oculares deve ser feita com pequenos pedagos de papel absorvente
do tipo “Yes”. '

12. ILUMINACAO

Os corpos microscdpicos presentes nas ldminas sio encontrados
e examinados com luz direta do espelho, através do condensador.
Essa luz passa através da preparacgiio até chegar s oculares, que
convertem os raios de luz em imagem reconhecivel, Essa luz é
chamada luz “transmitida”, ac passo que a luz que permite o
reccnhecimento das faixas brancas dos palpos de um mosquito,
com o simples microscépio estereoscdpico, se chama luz “incidente”
ou ‘“direta”. Os pigmentos sdlidos e de vérias cbres do espectro
aparecem com as mesmas cOres na Iuz direta; com luz transmitida,
porém, por serem soOlidos, obstruem a passagem da luz e pro-
jetam-se em tons cinzentos ou negros.

A luz branca ¢é constituida por tddas as cores do espectro, como
pode ser demonstrado com um prisma. Cada cbr tem diferente
comprimento de onda, Quando a luz branca encontra uma super-
ficie de vidro, certa propor¢io de raios ¢ refletida pela superficie
lisa, mas n3o como luz branca; cada cOr € refletida em &dngulo
diferente, de acérdo com o comprimento individual das ondas. O
efeito pode ser comparado com uma camada de pequenas bélhas
ou espuma numa superficic de 4gna através da qual se deseja ver.
A luz que passa através da dgua & obstrnida por essa espuma. Sua
presenca torna necessario muito mais luz para observar o que estd
debaixo da superficie. O revestimento das lentes com uma pelicula
anti-reflexo reduz a um minimo o reflexo confuso dos diferentes
comprimentos de onda e permite trabalhar com uvma fonte de luz
menor da que ¢ necessdrio quando as lentes ndo sfo revestidas. A
economia de eletricidade compensa o gasto com o revestimento das
lentes.

Os microscépios binoculares, com seus prismas €, muitas vézes,
com lentes adicionais, requerem uma quantidade enorme de luz,
em comparagio com os microscopios monoculares. A luz total
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obtida divide-se entre as duas oculares; porisso, para o micros-
cdpio binocular é mecessédrio pelo menos o dobro da luz que o
monocular requer. Assim, o revestimento no binocular é grande
vantagem.

Parece que nfio hd em medicina nenhuma outra pesquisa que
demande tfio alto grau de microscopia como o reconhecimento dos
pequenos parasitos da maldria numa gbta espéssa desemoglo-
binizada. Em geral, as pequenissimas bactérias e outros organismos,
depois de corados, mostram-se € facilmente sc identificam num
fundo de cbr contrastante. Para o diagnéstico da maldria, o fundo
tem que ser t3o claro e limpo quanto possivel, para que contra o
mesmo realcem os mintsculos corpos, de 0,5 a 2,0 micras de
diimetro, corados de vermelho e azul.

Em compensagio, no esfregago de sangue, os glébulos vermelhos,
achatados numa camada vinica sbbre a superficie lisa da l&mina, o
gue aumenta seu tamanho, podem ser identificados e examinados
em detalhe com um minimo de luz, Por essa razdo, o esfregago
nunca deve ser utilizado na avaliagéo da quantidade adequada de
Iuz e da qualidade da imagem. Para &sse fim, deve-se ter & mio
uma gdta espéssa bem preparada e bem corada.

O campo microscépico—campo de imersio—deve estar sempre
uniformemente luminado com luz branca, ligeiramente azulada.
O microscopio, a limpada e os filtros devem ser dispostos de modo
a se obter o méximo de luz possivel; em segnida, a luz pode ser
diminuida A vontade do microscopista, com o auxilio do diafragma
(iris} do condensador.

Houve tempo em que somente a luz do dia era considerada ideal
para o microscdpic da época, ¢ monocular. Colocavam-se mesas
junto is janelas gue davam para o norte e regulava-se o espelho
de modo a fazé-lo refletir a luz das nuvens brancas, Em tais
condigdes, a luz do dia ainda é vma fonte de iluminagio boa para
o microscdpio monocular, embora inconstante. Para o microscopio
binocular, somente a eletricidade proporciona luz uniforme e
constante. Cumpre nfio esquecer, porém, que a luz elétrica ¢, com
freqii€ncia, bastante amarelada.

Existem virios tipos de limpadas para microscopia excelentes
para a pesquisa da maldria, porém hi algumas que ndo servem.
Deve-se ter em mente que muitas das l4mpadas de alta qualidade
para microscopio sio especificamente destinadas a microfotografia
€ nado servem para os programas de erradicagfio da maldria, onde
se empregam aparelhos mais simples.

Nio se deve, portanto, cogitar de aparelhos de iluminagdo que
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dependem de lampadas de tipo especial; sé os que empregam
limpadas de fAcil obtengao no mercado local devem ser considera-
dos. Sempre que possivel, devem-se converter as limpadas de
soquetes especiais em comuns. Nio se deve comprar microscOpio
com iluminagio prépria; mas quando ji existe microscopio désse
tipo pode-se adaptar ac mesmo un sistema de espelho ¢ condensa-~
dor.

Assim como nfo é possivel fazer incidir a luz solar diretamente
sobre o microscdpio, devido aos seus reflexos, néo s¢ podem tam-
bém usar limpadas de vidro transparente. Se a ldmpada do apare-
Iho for désse tipo, deve-se usar, obrigatoriamente, um filtro de
vidro fésco, junto a 1dmpada ou diretamente sob o condensador do
microscoépio. Quando a Iuz é de pouca intensidade, € preferivel
usar vidro fOsco mais fino; se a luz é mais forte, emprega-se vidro
fésco mais grosso. Fregilientemente, o vidro f6sco é tdo grosso que
a luz que chega ao microscépio ¢ insuficiente. Muitas vézes, o filtro
de vidro fosco vem combinade com um filtro azul, mas essa com-
binacio pode reduzir demais a luz.

E neccessario usar um filtro azul para obter um fundo branco
ligeiramente azulado, indispensivel & observagfio minuciosa dos
leucocitos, parasitos e plaquetas. Freqgiientemente, os filtros azuis
usados sob a platina sfio tAo azuis que diminuem a intensidade da
luz; combinados com um filtro de vidro fésco reduzem demais a
luz.

As lampadas de 110v geram calor na propor¢io do nimero de
suas velas, de modo que se recomenda o uso de transformadores e
lampadas especiais de baixa voltagem. Contudo, 0 aquecimento
provocado pelas limpadas de 100 watts ou de menor voltagem pode
ser tolerado com ventilagio adequada. As limpadas desprovidas
de quebra-luz nfo podem ser usadas por causa dos reflexos nos
olhos do operador ou das pessoas que estdo perto.

O que precede refere-se apenas ds objetivas de imerséo, ji que
muitos aparelhos de iluminaciio servem muito bem para patologia,
exames de fezes, urina, etc., embora nfo produzam luz suficiente
para as pesquisas de maldria.

Bom exemplo de iluminacdo adequada para e microscdpio
monocular é a limpada {6sca comum, do tipo chamado “luz do
dia”, de 60 watts; sc a voltagem & boa, a de 40 watts é preferivel
4 de 60. Colocada em soquete de porcelana e adequadamente
tapada por trés lados, essa limpada proporciona uma quantidade
abundante de luz branca azulada, sem necessidade de filtros.

O microscépio binocular necessita de uma ldmpada de cérca de
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150 watts, mas como a intensidade do azul e da opacidade dessa
limpada é o mesmo que o de uma de 60 watts, torna-se necessrio
acrescentar-the um filtro azul. Qualquer lidmpada de 150 watts
produz calor demais, porisso, nfio é de uso prético. Os sistemas
de iluminacio que necessitam de uma série de fittros tdm, em geral,
uma ldmpada especial de vidro transparente como fonte de luz e
nfio devem ser usados. O modélo antigo alemio A H.T, Cat. No,
6958, usado para observagiio em campo escuro, € excelente para
tal fim. As limpadas transparentes de 200 watts com seus suportes
de filtros, niio tém utilidade em campanha de maliria, mas a
limpada de 100 watts, No. 6958-E, fOsca, & bastante satisfatéria.
Uma lampada de 100 waits, f6sca, colocada por trds de um frasco
de Florence de 250-300 cc, cheio de dgua, ¢ o suficiente, sc a dgua
for levemente tinta de azul. Adiciona-se 4 4gua do frasco um
nimero suficiente de gdtas de solucio de “luz do dia, artificial”
(9 cc de solugio de sulfato de cobre a 209 <+ 1 c¢c de anilina azul
a 0,6% ), para se obter um fundo branco ligeiramente azulado. O
excesso de azul € pior do que a insuficiéncia, porque reduz grande-
mente aluz. Troca-se a dgua quando necessdrio. Ligeira turvagio
pode, as vézes, ser removida com algumas gétas de dcido acético
ou amoénia em solucio forte.

A fonte de Iuz deve ser rodeada por qualquer material opaco,
exceto no lugar onde os raios sfo dirigidos contra o espelho do
microscépio. O aparclho de iluminagio do tipo “Chalet” (da
American Optical No. 361, sem vidro azul ou fdsco) pode con-
trolar o reflexo e manter suspensa uma limpada de 60 ou 100
watts. O frasco com 4gua azulada pode ser mantido na posigio
propria, entre a lampada e o espelho, por meio de blocos de
madeira.

As instalagbes que acabamos de descrever podem ser facilmente
improvisadas com papeldo escuro (papel isolante), uma base ou
soquete de porcelana e trés metros de fio. Como se vé no Diagrama
15, a posigiio da parte mais brilhante da 1dmpada, do centro do
frasco esférico que atua como lente e do espelho e as respectivas
alturas de cada um em relagfio ao outro siio de grande importincia
para se obter 6timos resultados. Podem-se usar alguns blocos de
madeira de 1-2 cm de espessura, para se obter a altura desejada
da limpada e do frasco.

Um fotdmetro que mega o niimero de velas por pé quadrado que
chegam aos olhos do microscopista € muito 1itil para ajudar o
estndante a obter o miximo de iluminaciio. O fotémetro “Photo-
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DIAGRAMA 15
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volt”, de exposi¢iio fotoelétrica, é instrumento valioso tanto para
determinar a ileminagio adequada ao microscépio como para
demonstrar precisamente a quantidade de luz que atinge os othos
(ver Apéndice 21, pag. 115).
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O mesmo principio visto no Diagrama 15 pode ser aplicado a
uma lampada de confecglo caseira, representada i esquerda do
Diagrama 16. O diagrama representa, na escala, um quebra-luz
mentado por meio de grampos para papéis. Usam-se duas aber-
turas quando dois trabalhadores se sentam um em frente ao outro.

As limpadas foscas de 100 watts variam considerdvelmente,
nio sd em tamanho e formato (especialmente comprimento) como
também na quantidade de luz que emitem e no gran de deterioragio
pelo uso. Algumas marcas inferiores ficam tio escuras na superficie
interna de vidro f6sco, que perdem 30% de sua eficiéncia. Quando
a voltagem da réde € 10 ou mais velts inferior & voltagem especi-
ficada na limpada, pode ser necessirio um regulador de voltagem
para se obter 0 méiximo de luz.

O daltonismo, conforme o grau, diminui a eficiéncia do micros-
copista. Seria conveniente os candidatos submeterem-se a um teste
de percepelio de cores, para o que as placas pseudoisocrométicas
H-R-R sdo excelentes.

13. TECNICA DO EXAME MICROSCOPICO

Para evitar &rros e perda de tempo, o microscopista deve acos-
tumar-se a tomar sempre as segnintes precaugdes, de pouca im-
portincia na aparéncia mas essenciais na realidade, antes de empre-
ender a pesquisa de parasitos:

1. Colocar uma pequena gbta de dleo de imersdio préximo da
borda da gbta espéssa.

2. Verificar e registrar na f6lha de trabalho a identificagio da
lamina, bem como quaisquer aspectos incomuns que encontre.

3. Colocar a ldmina entre as presilhas da platina mecéanica ¢
verificar se ficou firmemente présa & barra mével da platina. Se
isto ndo for feito, corpos suspeitos ou duvidosos podem-se perder
antes de serem permanentemente localizados por um circulo feito
com o marcador apropriado.?

4. Examinar ligeiramente t6da a gbta espéssa com a objetiva de
10x até encontrar drea apropriada, onde o$ leucocitos sejam
numerosos e aparentemente bem corados. Se for dificil localizar tal
area, espalhar uma camada fina de Slco sObre t6da a édrea corada

! Ver Apéndice 16, pags, 108-109,
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e examinar outra vez, sistematicamente, com a objetiva de 10x.

5. Uma vez localizada uma 4rea aceitivel, colocar outra gbta
de 6leo no centro da drea iluminada. Girar o revélver, colocando
a objetiva de 100x em posiciio. Inclinar a cabeca para um lado e
usar o parafuso macrométrico para abaixar a objetiva no dleo até
que sua extremidade toque de leve o vidro.

6. Aproximar os olhos da abertura da ocular e, ainda com o
auxilio do parafuse macrométrico, levantar o corpo do aparclho
até que os leucocitos se tornem visiveis. Levar para o centro do
campo e focalizar bem com o parafuso micrométrico um leucocito
polimorfonuclear bem corado e, de preferéncia, com plaquetas ao
lado. Girar o parafuso micrométrico ripidamente, quase com
violéncia, para trds e para diante, no espago de 50 divisGes do
eixo, sem perder de vista 0 campo. Se com é&sses movimentos
parecer que os leucocitos se estiio movendo radialmente por pouco
que seja, em qualquer diregfio, parar, reajustar o espelho ou sua
altura ou a distincia da fonte de luz, até que os leucocitos subam
e desgam sem desvios nesses amplos movimentos da objetiva.

Os espacos entre os leucocitos devem ser claros, com um ligeiro
tom azulado. Normalmente, a luz torna-se menos amarcla e mais
abundante depois dos ajustes. Caso contrario, é necessario repeti-
los até obter 0 miximo de iluminacgao.

7. Limpar cuidadosamente as superficies superiores das oculares
com um pequeno pedago de papel “Yes” ou cutro tecido fino. O
pd que se deposita na parte externa das lentes inferiores das ocula-
res deve ser removido com um jato de ar. Na partc interna dessas
lentes, o pd deposita-se mais lentamente. Ajustar as oculares i
distincia interpupilar exata, préviamente determinada na escala,
como, por exemplo, 68. Mover o tubo Unico da ocular ajustivel
para baixo e para cima, até conseguir a mesma nitidez em ambos
os olhos.

8. Examinar os elementos do sangue normal descritos na segfio
3, pags. 10-13. Anotar qualquer alteragio da cor ou da aparéncia
usual.

9. Sdmente quando os elementos normais do sangue zparecem
em suas cdres proprias, pode-se esperar que qualquer parasito
presente tenha também suas cfres proprias. Assim, se os ndcleos
dos leucocitos forem muito vermelhos em certa area da amostra,
é improvavel que se veja cor azul no citoplasma dos parasitos. Por
outro lado, se os leucocitos forcm muito azois, nfio é provivel que
a cromatina do parasito apresente ¢ér vermelha suficiente. Con-
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tudo, ndo se deve deixar de considerar que ocasionalmente, onde
a coloragio dos elementos celulares é palida ou deficiente, os para-
sitos podem continuar se destacando clara e distintamente por
virias semanas.

10. Aprender a reconbecer tio depressa quanto possivel a
aparéncia e a ¢br do pigmento malirico, porque muitos corpos
suspeitos, do tamanho de um pequeno linfocito ou maiores, podem
ser imediatamente desprezados como possivels parasitos, por ndo
apresentarem pigmento algum.

11. Durante tddas essas operagdes, observar sistemiticamente
se as células e outros elementos cuja coloragio se examine aparecem
ou nio com imagens completas, boas e claras, isto €, se a nitidez
varia de excelente para boa. Caso contririo, a causa deve ser
removida antes de se continuar o exame.

Uma vez bem aprendidos os processos acima, é tempo de
cxaminar a ldmina. J4 que € costume pesquisar no minimo 100
campos da gbta cspéssa antes de se dar ¢ sangue como negativo,
€ aconselhivel aprender com precisdo o que constitui um campo
microscdpico pritico.

Uma vez que poucos campos microscopicos aparecem inteira-
mente planos com a objetiva de imersio, seria muito demorado
examinar minuciosamente todos os elementos na drea iluminada.
Qualguer elemento que requeira exame cuidadoso deve ser levado
para o centro do campo, onde a nitidez ¢ a maxima. Na busca de
parasitos, o campo microscépico deve ser definido como a parte da
drea iluminada que se encontra tio nitidamente em foco quanto
qualquer corpo localizado no centro exato. Isto ndo corresponde, as
vézes, a mais do que dois térgos da 4rea iluminada.

Avaliada a utilidade do centro exato do campo, qualquer cle-
mento em discussio pode ser levado para ali, de modo que sao
supéifluos os ponteiros ou as linhas em cruz das oculares,

Comegando-se num dos bordos da gbta espéssa, move-se a
lamina em zignezague sob a objetiva, tio depressa quanto permita
o exame adequado dessa drea central. Cada nova 4drea das mesmas
dimens&es que se examina é considerada um campo microscopico.

Para compensar as variagSes da capacidade de trabalho dos
observadores, o exame de uma amostra deve ser regulado pelo
niimero de campos pesquisados ¢ no pelo numero de minutos, A
produciio de microscopistas principiantes trabalhando sob a orien-
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tagiio de um supervisor tem variado entre 39 e 215 campos exa-
minados durante o mesmo periodo de tempo. Uma gbta espéssa
de 3 a 4 cm? pode conter 500 a 800 campos microscépicos. E
6bvio que o exame total da preparagio s6 deve ser feito em cir-
cunstincias muito especiais, como em experiéncias com infecgdo
e drogas. Quando os sintomas dec um paciente febril siio devidos
A maldria, encontram-se facilmente os parasitos, isto &, muitos em
cada campo. Quando sfo raros, pede-se registri-los pelo nimero
encontrado em 100 campos microscdpicos, como, por exemplo,
37/100 ou simplesmente 37 V (no caso de vivax).

Se o observador estiver examinando quase difiriamente 1dminas
com preparagGes similares, a identificacio da cromatina serd auto-
matica. Mas se j4 hd alguns dias nio usa o microscopio, vale a
pena identificar primeiro um bom nimero de parasitos comprova-
dos, a fim de adquirir nogiio exata da densidade especifica e
caracteristica com que a cromatina geralmente se apresenta. O
diagndstico de um Unico parasito na preparagio deve ser feito com
cautela; cumpre encontrar pclo menos trés parasitos. Nfo sc pro-
curam mais formas especificas do parasito, mas tantos parasitos
definidos quantos possam ser encontrados, para verificar o tamanho
do menor, do maior e da maioria (ver Apéndice 4, pigs. 95-96).
Recomenda-se examinar pelo menos 50 campos de uma boa
lamina positiva para que nio passe desapercebida a evidéncia de
uma infecgio secundaria.

Quando se deseja investigar qualquer aspecto incomum de para-
sito na gbta espéssa, pode-se tirar ¢ examinar um esfregaco, A
procura de formas que possam cxplicar a aparéncia pouco fre-
qiiente, como, por exemplo, as formas primarias dos esquizontes e
pré-esquizontes, semelhantes a pneuméticos de automdvel, tanto
do vivax como do malariae. E pouco prudente tentar o diagndstico
da espécie com apenas dois ou trés parasitos no esfregaco.

14. REGISTRO E NOTIFICACAQ
DO5 RESULTADOS

Nos servigos que se dedicam exclusivamente & malaria, ¢ perda
de tempo escrever Plasmodium, Plas. ou mesmo P. antes da espécie.
Simbolos ou abreviaturas adequadas tomam menos espago e dio
menos trabalho; exemplo: F, Fg, V, M.
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Combinando-se essas abreviaturas com o uso inteligente de
nimeros aproximados, distribuidos sob quatro rubricas apenas,
pode-se registrar o quadro exato dos achados no sangue.

Assim, recomenda-se eliminar a abreviatura P. e 2 palavra “posi-
tivo”, que por si mesmas significam muito pouco. A palavra
“negativo” ¢ ainda aceita como indicag¢do de que nenhum parasito
foi encontrado em 100 campos da gbta espéssa. Quando o boletim
tem espago para sc indicar o nimero total das ldminas examinadas
¢ as liminas positivas s@o registradas por meio de referéncia
numérica, nfio & necessirio escrever “neg” apds cada exame nega-
tivo. Basta colocar um ponto ou sinal convencional para indicar
que a ldmina foi examinada.

A infeccdo pelo falciparum divide-se em trés fases:

1. Anéis, somente =F
2. Anéis e gametocitos =F-+g
3. Gametocitos, sdmente =Fg

Nenhuma outra explicagio ¢ necesséria.

Quanto z0s gametocitos das ouiras trés espéeies, ndo hd neces-
sidade de qualquer mengiio especial, bastando lembrar ao observa-
dor que os mesmos podem persistir através de varios ciclos, surgindo
ao microscdpio exemplares velhos e esmaecidos. Ao contririo do
falciparum, nio requerem medicamento especial para retird-los da
circulagdo, Tddas as diferentes formas do ciclo de desenvolvimento
podem ser observadas na circulagiio periférica, a qualquer tempo,
durantc as 48 a 72 horas de duragdo do ciclo, mas desaparecem
quando o paciente toma um medicamento esquizonticida.

O tGnico registro requerido para tddas as formas do vivax € V;
M para malariae; ¢ Ov para ovale, espécie ainda nfo encontrada
no Hemisfério Ocidental.

O importante € indicar o nimero aproximado de parasitos pre-
sentes. Nio porque os niimeros elevados indiquem infeccdes novas
ou recentes e 0s baixos indiguem infecefes mais antigas, mas t30
somente porque o diagnostico das espécies é, provivelmente, mais
correto quando feito com os nimeros altos do que com os baixos.
A revisiio da limina torna-se importante no caso de haver poucos
parasitos,

Os nilmeros sdo mais ou menos os seguintes (os valores numéri-
cos assinalados com ++4 ¢ -4+ sfo meras aproximacdes) :
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Quando a média de parasitos € de 1 por campo = +
2 a 20 por campo = ++
21 a 200 por campo = +++
mais que 200 por campo = ++++
Quando o nimero de parasitos realmente encontra-  +

dos em 100 campos varia entre 40-60 2

Qualquer niimero inferior a 40 em 100 campos deve ser escrito
por extenso; exemplo: 33

Quando distribuidas em quatro colunas, essas aproximacdes ou
numeros reais podem ser usadas para o diagnostico exato de qual
quer combinagio das espécies; exemplo:

FlF|V|M
+ |14 ] o | o
N B R

s |37+t ]} -

3

Numa limina registrada como negativa, admite-se que o servigo
de revisfic encontre no méximo trés parasitos ¢m cada 100 campos
re-examinados, Essa é a margem de érro admissivel. Até ésse
limite, manda-se ao examinador apenas uma notificagdo do achado,
em vez da papeleta de “diagnéstico errado” que se lhe envia
quando o resultado por éle apresentado ¢ incorreto.
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15. ROTEIRO GERAL PARA O EXAME
DE LAMINAS CORADAS

Ajuste 0 banco na altura que lhe proporciona mais comodi-
dade.

Limpe tddas as marcas de dedos, pé ou 6leo de todo o
microscdpio com um pano macio ou lengo de papel. Veri-
fique se a platina mecAnica se move liviemente em ambas
as direcbes. Se ndo se mover, retire-a e limpe-a tanto na
parte inferior como na parte superior. NAO USE OLEO.
Use vaselina em tédas as superficies méveis.

Verifique a solucgio no frasco, a qual deve ser transparente
¢ niao muito azulada.

Feche o diafragma (iris) ligeiramente, quando usar a obje-
tiva 10x; abra-0 quando utilizar a objetiva 100x.

Use a mio esquerda para a focalizagiio constante do para-
fuso micrométrico e a mio direita para mudar os campos
por meio dos botdes da platina mecinica. A focalizagfio
constante & uma necessidade nas gotas espéssas.

Reveja os aspectos do sangue (ver pag. 10) para facilitar
a avaliacfio da qualidade do corante e o reconhecimento de
parasitos, se existirem.

Quando completar o exame de cada limina, remova todo o
Oleo e marcacGes de ldpis de céra, esfregando-a suavemente
com um pano umedecido em tolueno. Para um grande
nimero de ldminas, é preferivel usar um vidro de boca
larga de 60 ml cheio de tolueno. Retire primeiramente o
excesso de dleo na 1imina com papel tipo “Yes”; mergulhe
a limina no vidro com tolueno e depois limpe-a suavemente
com um pedaco de papel “Yes”, séco.

Findo o expediente, retire a @ltima lamina e gire a objctiva
10x até que ecla fique diretamente sdbre o condensador.
Abaixe a objetiva até tocar na trava automdtica. Remova
o 6leo da objetiva 100x.

Mova a platina mecénica até ficar na posigdo central.
Cubra o aparclho com o protetor de pd e coloque-o de nivo
em seu lugar numerado, no armério-estufa,
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16. LAMINAS DE MICROSCOPIA

Ag laminas sfo objetos tio comuns e conhecidos que a maioria
das pessoas parece acreditar que se trata de pecas de vidro de
comprimento, largura, espessura ¢ qualidade uniforme. Tal néo
acontece, porém. Liminas de diferentes fabricantes, bem como de
diferentes paifses, variam ligeiramente na espessura,! comprimento
e largura.® Antes de se farer uma encomenda de ldminas para
microscdpio, deve-sc considerar cuidadosamente a maneira como
serdo utilizadas. Estarfio sujeitas a lavagem e secagen com fortes
esfregdes? Serdo enviadas a lugares distantes, de diferentes
maneiras? Serdo armazenadas e depois distribvidas? Pode ser
necessdrio transportar as amostras de sangue a longas distincias,
em jipe, cavalo, barco ou mesmo a pé. Essas amostras podem ter
custado alguns niqueis, mas também podem ter custado somas
considerdveis. Passarfio por varias mfios antes de screm finalmente
examinadas, revisadas e arquivadas para futura referéncia. As
Iiminas precisam, pois, ter resisténcia para permanecerem intactas
apds suportar tddas essas operagdes. Tomados em consideragio
todos ésses pontos, € pouco provivel que se dé maior importéncia
ao preco que a qualidade.

Quando =6 se dispde de uma grande quantidade de laminas ja
usadas, deve-se examinar uma por uma. As que apresentarem
mesmo um principio de oxidagiio devem ser descartadas e as
restantes separadas em grupos idénticos de cdr, espessura, compri-
mento e largura. Esses grupos podem entio ser lavados e empaco-
tados de acérdo com as instrugdes que aparecem abaixo.

Uma das melbores laminas gue se podem encontrar sfo as
“Micro-slides”, Red Label, Special, AH.T. No. 7030, nZo cor-
rosivas. Sdo bastante uniformces e resistentes. Sua espessura é de
1,10-1,30 mm. Tém os bordos polidos e cantos ligeiramente arre-
dondados; os bordos longos sdo ligeiramente biselados, o que reduz
grandemente o risco de a pessoa se cortar ao limpa-las., As liminas
“clfnicas” No. 7030-C sfo idénticas, faltando-lhes apenas o bise-
lado.

10,8-1,3 mm. Mega 10 1iminas para obter a cspessura média.
277 %27, 76x26,76x25, 7T5x25e74 x 24 mm.
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Existem no mercado virias marcas de laminas “pre-cleaned”
(préviamente limpas). Se se ajustarem as especificagdes acima, se
demonstrarem ser suficientemente limpas para com a coloragio
Giemsa ¢ se forem livres de gordura, pode-se experimentd-las.
Talvez seja possivel limpa-las com élcool a 90% e utilizd-las, mas
sA0 caras.

A limina denominada “seguranga” (safety grip), de bordos
irregulares, é também delgada (menos de 1 mm de espessura}.
E duvidoso que essas ldminas se limpem tio bem quanto as de
bordos polidos.

As 18minas novas, que nunca foram usadas, mas que ficaram
guardadas durante meses, embora em condigdes favoraveis, podem
apresentar distintos graus de oxidacio. E preferivel nfio usar essas
liminas em diagnoésticos de maldria embora sirvam para outros
trabalhos.

As laminas novas sfo, em geral, recebidas em caixas de papeldo
contendo 72 [iminas, nas quais sobra ainda um pequeno espago.
Enchendo-se ésse cspago com certo ntimero de liminas limpas—
em geral, 3 a 8-—a caixa torpa-se um volume satisfatério e comodo
para transporte ou armazenagem. Para a remessa pelo correio,
essas caixas devem ser reforgadas com uma camada Unica de
papeldo ondulado e embrulthadas em papel forte. Tddas as caixas
vazias devem ser guardadas para ésse fim,

Limpeza das l&minas de microscopia

A colorac@o de parasitos da maldria e outros no sangue é, na
realidade, uma reagio quimica muito delicada, que se altera facil-
mente em contacto com dcidos ou dlcalis diluidos, sabGes, desinfe-
tantes e matérias absorventes, tais como sdro ou suor séco. Qual-
quer vestigio de gordura ou éleo dificulta a penetragiio do corante
e constitui a causa mais comum de o sangue se desprender da
ldmina em pequenos flocos na ocasifio da coloragio.

Por essa razdio, até agora ainda ndo se encontrou forma de
simplificar a limpeza de liminas. No ¢ suficiente polir muito bem
suas superficies; é necessario esfregi-las sempre, firmemente, com
um pano limpo, até que nada fique aderido ao vidro. Na realidade,
a pressdo feita para atingir ésse fim é tanta que alguns aprendizes
quebram, com freqiiéncia, muitas liminas, quando estio apren-
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DIAGRAMA 17

CURA BECTAKEULAR PARN $QLORAGHD

dendo a limpa-las corretamente. A boa limpeza das liminas tam-
bém reduz o ndmero de elementos que podem aparecer em qual-
quer preparacdo sangiiinca e causar confusio.

E quase universal a crenga de que as ldminas novas, de uma
caixa recém-aberta, sio as que prestam melhor servico. Tal niio
acontece, porém, pois as ldminas novas so, muitas vézes, conta-
minadas por matérias quimicas durante o processo de polimento,
as quais sdo rarameénte removidas pela lavagem ou imersio pro-
Iongada das ldminas em agua limpa, antes de serem estas compri-
midas umas contra as outras para expelir o exccsso de dgua.

As cubas de coloracio que mantém as 14minas separadas uma
das outras durante o processe de lavagem, imers@io e enxaguadara
§80 indispensdveis (Diagrama 17). FEssas cubas tém uma tampa
que se ajusta frouxamente ¢ encaixes para manter as lAminas
separadas (A H.T. 9194). Cada pesquisador devera ter pelo menos
quatro dessas cubas, Uma s& tampa pode servir para as quatro,
empilhadas umas sObre as outras.

Quando o nimero de [iminas a serem lavadas € grande, as cubas
de coloragdo tornam-se pouco praticas, donde a necessidade de
serem distribuidas numa bacia vazia de modo que a dgua alcance
todas as superficies (Diagrama 18).

DIAGRAMA 18
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Liminas novas. As liminas novas sio tratadas mediante sua
coloragao em cubas de vidro que as mantenham separadas umas
das outras e imersas pclo menos 12 a 24 horas em liquido para
limpar vidro, preparado da scguinte maneira:

Bicromato de potéssio 60 gm
Acido sulflrico (concentrado,

95-98% H.5Q0,) 300 cc
Agua 400 cc

(Adicione o acido & agua muito lentamente mantendo, se possivel,
o frasco sob dgua corrente para resfria-lo).

O liquido para limpar vidro deve ser conservado em vidro de
tampa esmerilhada claramente marcado “PERIGO—<vite contacto
com as MmAaos ou roupas”.

A soluciio deve ser recolocada no vidro por meio de um funil
de vidro; e as liminas, ainda na cuba, devem ser muito bem lavadas
em Agua corrente ou, se nio houver igua corrente, em repetidas
trocas de dgua, até que todos os vestigios de dcido tenham desa-
parecido. Se houver dgua destilada em abundéincia, enxdgiie final-
mente as ldminas com cla e depois enxugue-as fazendo pressiio
firme dos dedos no sentido longitudinal. Essas ladminas sdo coloca-~
das uma a uma s6bre um papeldo, mesa ou banco limpos, para
permitir a secagem completa dos bordos, Recentemente, duas
remessas de liminas novas pareciam ter uma fina camada de céra
que resistiu & passagem por 4cido relativamente fraco. Solugbes
dcidas mais fortes ndo produziram nenhum efeito. Apds a lavagem,
foram postas durante a noite numa solucio detergente ¢ o resultado
foi o completo desaparecimento do revestimento de céra. Se duas
ou trés tentativas sé com o detergente demonstrarem quoe as 1iminas
ficam realmente limpas, deve-se entdo desprczar o processo da pas-
sagem no acido.

Se essa operagio for executada de maneira adequada, ndo ha
necessidade de outra imersio em 4leool de boa qualidade para
eliminar completamente a gordura. Quando se usa dlcool, € neces-
sdrio secar as ldminas antes de coloca-las no mesmo. Depois de
s€cas, as laminas sdo firmemente empacotadas em blocos de 10,
15 ou 20 (se forem finas), ficando assim prontas para uso. B
conveniente marcar a data em que o pacote fol feito, pois, con-
forme a umidade ¢ a contaminacgéo do ar pela cxaustio de gases de
motor, as liminas conservadas em pacotes durante virios meses
necessitam de lavagem antes do uso.
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Laéminas usadas. To&das as laminas, apds o primeiro exame,
retém certa quantidade de éleo de imersfo. Desejando-se pre-
servar a ldmina para outras verificagbes, pingam-se sGbre ela algu-
mas gotas de tolueno de boa qualidade, e coloca-se a limina numa
estante de madeira, para secar. Processo melhor € usar um vidro
de bdca larga de 60 cc, cheio de tolueno, para remover o dleo que
ndo pode ser retirado pela absorpgio ativa do lenco de papel. As
liminas sfo embrulhadas em papel cebola de 11 x 21 cm, ¢ sua
identificagdo € escrita com lipis préto no envoltério. As gotas
espéssas coradas e cobertas com 6leo estragam-se tipidamente
quando deixadas espalhadas sdbre a mesa de microscopia ou
expostas A luz solar,

Para lavar as 1iminas, é preciso uma vasilha de vidro, esmalte
ou plastico (Diagrama 18) de pelos menos 10 cm de profundidade,
que se encherd até a metade com uma selucdo forte (5%) de
sabfio ou detergente (32 % ), dentro da qual se colocarfio as lami-
nas. Qualquer produto de limpeza para laboratdrio, tal como o
AH.T. No. 3298, ¢ menos prejudicial para as mios de que os
detergentes comerciais de concentracio normal. Nunca se devem
deixar as [iminas em vasilhas rasas, como bandcjas ou cubas chatas,
que sdo quase sempre postas de lado e esquecidas, até gque a eva-
poragdo lenta da dgua ou da solugdo acaba corroendo a superticie da
l&mina e deixando-a irremediivelmente marcada. Nunca se devem
deixar as liminas mais de 3 dias em &gua pura, porque depois désse
tempo a dgua se torna viscosa, formando-sc na suwa superficic uma
espuma desagraddvel. As laminas que se encontram em solugéo
detergente ou de sabdo podem ser transferidas, ao fim de 2 ou 3
dias, para um recipiente maior e mais fundo. Se, ainda Umidas,
essas laminas forcm passadas entre o dedo polegar e o indicador,
a maior parte do sangue corado e do oleo ficard no primeiro
recipiente. Tais lAminas podem ser reunidas numa soluciio fraca
de detergente para armazenamento, mas para que fiquem bem
limpas ¢ necessrio separd-las uma por uma ou entdo manipuli-las
nas cubas de coloragiio acima mencionadas.

As cubas devem ser colocadas sob dgua corrente dyrante meia
hora ou sua dgua deve ser trocada 20 vézes. As laminas novas
podem ser colocadas em é4gua corrente, passadas levemente entre
os dedos e enxaguadas em Agua correpte por mais Y2 hora.

Depois que as ldminas usadas foram expostas ao 6leo, € is vézes
muito dificil livra-las da gordura. Uma vez retiradas da dgua e
deixadas secar complefamente devem ser colocadas em dlcool a
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90-95%, enxutas com um pano limpo e empacotadas. O ilcool
pode ser usado varias vézes se for filtrado cada vez que retornar a
garrafa estoque.

Comentario. Tudo isso pode parecer muito trabalhoso, mas
a pessoa se convence da necessidade absoluta dessa meticulosidade
ao ver um lote de lAminas preparadas por um ajudante descui-
dado, nas quais, feita a coloragfio, fica apenas um anel de sangue
da amostra, colhida, as vézes, de uma pessoa que cntdo s¢ encontra
a mais de 100 quilémetros de distincia.

A pritica bacierioldgica de flambar as I4minas antes do uso néo
¢ necessaria ¢ pode, além disso, tornd-las mais quebradigas e mais
sujeitas a corrosdo. A fervura é igualmente desnecesséria.

As ldminas limpas podem ser guardadas em frascos de boca larga
de 5 cm de largura por 10 de altura, submersas em dlcool de
90-95 por cento. Quando tenham que ser usadas mais tarde,
enxugid-las com panos limpos, especiais para vidro, ¢ empacota-las,

Importancia da limpeza das toalhas para a vidraria. Para
se obter a condigiio de escrupulosa limpeza da vidraria, deve-ze
dispor de uma quantidade suficiente de toalhas de tecido de algodio
que nio desprenda muita fibra. A fazenda nfio deve ser nem
muito grossa nem muito fina e é necessdrio lavi-la repetidas vézes
para remover a goma que contém. O tecido, semelhante ao morim,
€ cortado em pedagos de 40 x 60 cms e suas bordas sdo dobradas.
Essas toalhas nfio devem ser usadas para nerhum outro fim que
néo seja a secagem da vidraria; nunca se deve usd-las para enxugar
as mios ou o rosto ou para Hmpar a mesa de microscopia ou a pia.

Esses panos, quande usados dnicamente para a vidraria, rara-
mente ficam manchados. Contudo, devem ser freqiientemente
lavados, uma vez que as mios transpiram constantemente, em
grau maior ou menor, dependendo do clima, e o suor ¢ absorvido
pela fazenda.

As toalhas sujas sdo mergulhadas em dgua e s3o bem ensaboadas
com sabdo de boa qualidade. Pode-se, também, imergi-las numa
solugio forte de detergente e deixd-las na mesma 15 a 30 minutos
ou toda a noite. Depois de revolvé-las bem e esfregi-las com forga
nos lugares onde existir manchas, enxagud-las, trocando virias
vezes a dgua, até que todos os tragos de sabo ou detergente te-
nham desaparecido. Quando houver abundincia de dgna destilada,
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DIAGRAMA 19

LAMINAS OE TAMANHOS DIFERENTES

DIFERENTES TIPS DE S4RDDS

LAMINAS SELECIONADAS, PRONTAS PARA EMEALAGEM

¢ aconselhavel enxagud-las finalmente nessa dgua. Nunca se deve
usar goma; as toalhas lavadas em lavanderias comerciais devem
ser sempre enxaguadas antes do uso. Nio precisam ser passadas
a ferro, a nio ser quando se quer apressar a secagem.

Empacotamento de liminas depois de lavadas e sécas.

Depois de lavadas ¢ sécas, as ldminas usadas devem ser separa-
das em grupos de igual tamanho (comprimento, largura e espes-
sura) e cdr, antes de serem firmemente empacotadas em blocos
de 5, 10 ou 15 14minas. Se ésses blocos contivercm laminas ndo
uniformes, o papel que os envolve logo sc rasga. O Diagrama 19
mostra a diferenca entre um bloco de 1dminas selecionadas ¢ um
de laminas nfo selecionadas.

Nfo ¢ recomendavel guardar as liminas nas caixas de madeira
convencionais, com capacidade para 25, 50 ou 100 unidades,
porque as laminas ficam expostas & poeira cada vez que se abre a
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caixa. A movimentacio desta produz pé de madeira ou mesmo pd
de vidro ¢ as caixas maiores, além de volumosas, requerem refdrgo
extra para transporte ou remessa postal. Cada laboratério central
deve ter uma a trés caixas dessas para guardar liminas de pronta
referéneia para observagio e treinamento.?

Manipulacan, armazenamento e
transporte de laminas

Uma vantagem da moderna embalagem de mercadorias € que o
conteiido de um pacote € arrumado de tal maneira que serve de
reféreo para o invdlucro; isto ¢, as caixas de papelio, relativa-
mente frageis, tornam-se firmes gracas ao apoio que lhes da o
conteddo. Com exce¢io da cmbalagem de aparelhos pequenos e
extremamente delicados, as caixas de madeira ou metal com seus
acolchoamentos macios foram inteiramente substituidas pela em-
balagem de caixas de papeldo bem compactas, gue cconomizam
péso e espago.

Tao logo estejam completamente sécas, as laminas recém-
preparadas devem ser postas em pacotes compactos e firmes, de
8 a 15 liminas, no maxime, come se vé no Diagrama 20.

Qualquer papel de copia, fino e resistente, como o papel cebola,
pode ser cortado, preferivelmente com guithotina de imprensa, na
medida de 11 x 21 cm e guardado entre pedagos de papeldo forte
das mcsmas dimensdes. Colocam-se 50 félhas dessas entre dois
pedagos de papelio e comprime-se ¢ pacote com um eldstico, para
que as félhas sc mantenham planas ¢ perfeitas. Quando se des-
tinatem a pacotes individuais de 5 liminas ou mcnos, as folhas
devem ter 12 cm de comprimento.

Coloca-se o nimero préviamente determinado de liminas uni-
formes no sentido da menor dimensfio do papel, deixando-se para
cada lado a mesma margem de papel. Enrola-se o papel sdbre trés
lIados do bloco de laminas, scgurando-se firmemente a parte distal
do papel, de modo que o embrulho possa scr terminado rolando-se
o bloco de 14minas como uma $6 vnidade cm direcio 2 parte livre
do papel. Em seguida, dobram-se cuidadosamente as pontas do
papel, comprimindo-se as mesmas contra as extremidades do
pacote. VE-se agora a importincia dos bordos iguais, pois que o

* Ver Apéndice 11, pags. 103-104,
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pacote compacto e bem ajustado pode manter-se de pé sdbre uma
ponta.

Qualquer tentativa de introduzir papel entre as Iaminas contraria
o principio da embalagem. O método de envolver as ldminas em
papel higiénico resulta em pacotes frouxos, comparados com o que
acaba de ser descrito. Além disso, é um papel dificil de manusear.
As laminas que contém esfregagos de sangue resistirio melbor o
transporte quando empacotadas segundo o método aqui recomen-
dado, que reduz ac minimo ¢ atrito entre elas.

Tbda a identificacfio necessédria pode ser escrita com ldpis macio
num dos lados do pacote correspondentes aos bordos das liminas,
evitando-se assim ter que abri-lo para identificagio. Os pacotes de
liminas recém-limpas devem trazer também a data em que foram
limpas. Guardam-se ésses blocos ou pacotes de laminas nas caixas
de papeldo em que foram recebidas, utilizando-se para isso a caixa
aberta ou sna metade inferior ¢ a tampa. Pequenas férmas de
férno, de 18 x 28 x 3,5 cm, podem ser usadas para guardar tantos
pacotes de liminas quantos comportem, levando-se em considera-
¢iio o péso e a facilidade de manuseio.

A caixa de papeldo para liminas, cheia de pacotes, ¢ a embala-
gem mais compacta e cdmoda para manuscio ¢ transporte. E

DIAGRAMA 20
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DIAGRAMA 21

necessdrio apenas colocar um papeldo ondulado bem cortado
cobrindo todos os seus lados fortemente atado com um barbante,
antes de embrulhi-la em papel resistente.

Pacotes avulsos ou quantidades de liminas que nfio sejam sufi-
cientes para encher uma dessas caixas podem ser embalados sepa-
radamente empregando-se tiras de papeldo na largura apropriada.
Para cortar o papelio ondulado, usa-se uma limina de barbear do
tipo “Gem”, adaptada num caboe, ou, de preferéncia, um cortador
de papel de tipo pesade. HA no mercado tiras ji cortadas em
larguras que variam de 2,5 a 7,5, em aumentos sucessivos de 0,5
cm. As canaletas devem ficar em posigio transversal ¢ o compri-
mento nfio deve exceder 60 cm. Os pedagos sfio cortados de
actrdo com o bloco ou blocos de liminas. As tiras sio colocadas
alternadamente em cada eixo longitudinal e amarradas em sepa-
rado, até cobrir todo o conteiido (Diagrama 21). O volume é, em
seguida, e¢mbruthado em papel. Esses pacotes podem resistir a
uma queda de grande altura sébre metais, pedras ou cimento.
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Embalagem comum para o envio de apenas uma ou duas Jaminas
€ a caixa de madeira reversivel AH.T. 7056. Remetidas aos pares
ou em séties, necessitam apenas ser embrulhadas em papel. Entre-
tanto, parz maior seguranca ¢ melhor colocar uma camada de
papelao protegendo cada um de seus lados, antes de embrulhé-las
em papel resistente.

Deve-se ter sempre em mente que a amostra de sangue na
limina representa conmsiderivel gasto de tempo e esférgo, bem
como, as vézes, uma viagem da pessoa que a tomou. Deve-se
fazer todo o possivel para evitar o desperdicio désse trabalho por
perda ou guebra da limina.

As caixas de papelio de Adams A-1615, para embalagem de
2-4 liminas, sdo titeis para o pessoal de campo, pois protegem as
laminas contra mdscas, etc., enquanto nic sécas e guardadas em
pacotes provisorios.

As bandejas Adams A-1605 para 20 liminas permitem distribuir
e recolher ripidamente as lAminas para estude ou treinamento.

A excelente caixa para 25 ldminas feita de polistireno por
LaPine Co. (A. H. Thomas No. 7059-B) serve para o manuseio
ripido de liminas de treinamento. H4 mais espago entre as
ldminas do que nas caixas comuns de baquelite e o polistireno €
menos quebradigo.,

As caixas de madeira comuns para liminas, com ranhuras para
25, 50 ou 100, sfio mais fiteis para o armazenamento de 1&dminas
de demonstragiio e de material especial do que para use no campo,
onde as lAminas ficam expostas a pocira, umidade e mdscas, até
que todas sejam usadas.

As lamiras positivas e de outro material excepcional de parti-
cular interésse devem ser guardadas de maneira uniforme e clara-
mente rotuladas, do modo a se identificarem sem dificuldade os
individuos ou grupos a que pertengarn.

Encontram-se na praga recipientes de papelio tubulares de
12 x 3 cm com tampa de rdsca e base metdlicas. Nesses reci-
pientes cabe um pacote de 15 liminas ou dois de 7, com as respec-
tivas fichas bem dobradas.

Bsse mesmo recipiente pode ser usado para ldminas e¢ vidros
destinados aos colaboradores localizades em regifes tfo distantes
que as 1dminas com sangue nfio podem chegar ao laboratério em
menos de 5 dias. Leva um pacote de 3 l8minas limpas, 3 fichas
dobradas e dois vidros pequenos, de 4,5 x 1,2 cm, bem arrolhados
(ver Diagrama 22). Um dos vidros contém 5 cc de solugfo
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fosfatada de azul de metileno e o outro, sais em quantidade suficiente
(0,2 gm) para serem dissolvidos numa garrafa tipo Coea-Cola ou
de cerveja, cheila de dgua destitada ou de chuva, para fazer dgua
tamponada.

DIAGRAMA 22

Embalagem para conservar em congelador. Depois de
muito bem sécas, as gbtas espéssas nio coradas sio cuidadosa-
mente embruthadas em papel cebola, formando-se pacotes de 15
unidades no méximo. As pontas dobradas sfio coladas com fita
plastica de 1 cm de largura cortada em pedagos de 2,5 cm de
comprimento.

Em seguida, o pacote é embrulhado em papel de aluminio de
22 x 11 cm, cujas sobras laterais se fecham contra o pacote, bem
comprimidas,

A descrigao do contetido € dactilografada em papel branco forte
e colocada sébre os bordos das léminas, antes de se envolver o
volume em papel impermedvel de 28 x 12 cm, de tal modo que a
identificagio possa ser vista através désse papel. As pontas dobra-
das séio também fixadas por pequenos pedagos de fita pldstica,
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Servicos de laboratbrio






17. SERVICOS DE LABORATORIO

A finalidade de um laboratério de diagndstico da malaria €
examinar proficientemente o maior nimero de amostras de sangue,
dentro do menor prazo possivel. Cabe-lhe, além disso, a responsa-
bilidade de tudo quanto diga respeito a €sse trabalho especializado.

Cumpre ter-se sempre em mente que o exame de uma amostra
de sangue para pesquisa de parasitos € em verdade uma prova bem
pouco satisfatéria quando os parasitos presentes sio muito poucos.
Portanto, deve ser adotado um tipo de exame minimo, como, por
exemplo, 100 campos microscopicos por amostra, de modo que
niio se perca tempo com exames de sangues negativos,

Para que um servigo de laboratério funcione satisfatoriamente,
é importante que todo o pessoal de supervisio saiba cxatamente o
que se espera dos microscopistas e quais sfo as suas limitaces.
Os chefes imediatos devem receber instrugho téenica suficiente para
que possam descobrir pequenos desvios dos métodos de laboratério
prescritos e corrigi-los antes que afetem a qualidade geral do traba-
lho. Um exemplo disso € o caso do trabalhador que pede ou usa
algum produto contido num frasco sem rétulo, talvez dado a €le
por um servente ou qualquer outra pessoa inexperiente.

E necessdrio determinar préviamente os principios e préticas e
padronizar todos os procedimentos, sempre que possivel. As
modificacbes que derem melhores resultados podem ser comprova-
das no laboratério central e adotadas imediatamente depois de
consideradas satisfatorias. FEssa rigida uniformidade permite a
répida inspecgiio do equipamento ¢ dos métodos e o facil inter-
cimbio de pessoal para periodos provisérios de observagao, estudo
ou substituigio.

Pessoal

Chefe do servigco de lahoratério. Deve-se dar preferéncia
a um médico para &sse pdsto e escolhé-lo mais por sua capacidade
e energia que pelos titulos e cursos que possua.

Esse chefe de laboratério deve devotar seu primeiro més 4 pratica
dos procedimentos do laboratério; deve inspecionar minuciosa-
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mente os locais, instalagbes, microscopios, lentes e todo e qualquer
equipamento de cada laboratério sob sua supervisdo, verificando,
nessa oportunidade, as limitacdes dos mesmos. Deve exigir o maior
grau de limpeza ¢ entender e resolver qualquer dificuldade que se
apresente. Deve também investigar qualquer deficiéncia dos
métodos ou de material e corrigi-la devidamente. Deve scr a pessoa
chave na contratacio de colaboradores,

Tecnico-chefe, Neste caso também é mais importante a
capacidade e a energia que os diplomas e os titulos. Esse funcio-

nério é responsavel pelo laboratdrio central e por todos os diagnds-
ticos. E éle quem confirma tédas as liminas positivas e ocasional-
mente uma negativa, e supervisiona todos os registros e relatdrios.

Microscopistas. O nimero de microscopistas depende do
volume de trabalho mensal, na base didria de um minimo de 75
exames de gbta espéssa por microscopista, mais o pessoal adicional
necessdrio 4 substituigiio désses funciondrios nos perfodos de
férias e de excesso de trabalho. Todo microscopista em periodo
de treinamento deve passar pela prova de reconhecimento das

cdres.

Serventes. Esse pessoal deve ser bem instruido sbbre as pre-
caugdes especiais que devemn ser tomadas nessa espéeie de traba-
lho. Aos que mostrarem interésse espontineo, deve-se dar a opor-
tunidade de trabalhar com o microsc6pio tao logo estejam farniliari-
zados com a rotina.

Pessoal de escritorio. Esse pessoal € constituido por escritu-
rarios, arquivistas e secretrios, segundo os métodos usados em

cada servico e © volume de trabalho,

Treinamento de pessoal

O treinamento de pessoal nfio deve limitar-se a um curso prepara-
tério oficial; deve ser um processo continuo, O estudante necessita
pelo menos de 6 meses de estagio no exame rotineiro de liminas,
para se familiarizar com os vérios aspectos do sangue. O labora-
tério central pode funcionar como centro de treinamento onde
técnicos procedentes de distritos afastados e de laboratérios particu-
lares se revezem depois de aprender os procedimentos e critérios
modernos.
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Durante ésse treinamento, deve-se dar maior atengfio & gbta
espéssa ¢ nio ao esfregaco. Deve-se dissuadir o estudante de
mencionar os térmos cldssicos e antiquados como accolé, faixa,
“infecgfes mistas” e outros., Cumpre-lhe aprender a terminologia
atual e o diagnéstico preciso. Nesse diagndstico estiio incluidas as
trés fases distintas do P. falciparisn. Em lugar de anotar “infec-
¢Oes mistas”, deve indicar claramente as espécies dominantes e
subordinadas, por meio de abreviagdes (ver secio 14, pig. 63).
Uma vez que todas as espécies, exceto o falciparum, apresentam
as virias fases de desenvolvimento no sangue periférico, em qual-
quer ocasido que se tire a amostra, e uma vez que seus gametocitos
ndo persistem depois que as formas assexuadas desaparecem, é
desnecessdrio mencionar a presenca de trofozoitos, esquizontes e
gametocitos, quando &stes podem ser indicados apenas com as
letras V e M (para vivax e malariae).

Ao principiante, deve-se dar somente o melhor material de
estudo possivel, até que os diagndsticos das espécies sejam perfeita-
mente conhecidos. A qualidade das Iiminas pode ser entiio gradual-
mente reduzida até atingir o nivel da amostra de pior qualidade
procedente do campo.

Qualquer tentativa de combinar os aspectos do esfregage com
diagnéstico de gita espéssa redunda em confusfio e nfio deve ser
permitida. A instrugiio deve ser continua até que o estudante
tenha completa confianga na gbta cspéssa sem a ajuda de outra
base de diagnéstico. Para muiios, o exame minucioso de vérias
infecgBes é de grande valia, pois proporciona uma base solida para

“compreender que os parasitos sdo dindmicos, se desenvolvem e
reagem ao meioc como qualquer outro animal, podendo variar
grandemente em aspecto, mas que o comportamento da infeccdo
em conjunto tem caracteristicas bem definidas.

18. EQUIPAMENTO

Necessidades minimas: quantidade
e qualidade, operaciio e manutencio

Para a montagem de um laboratério satisfatério, utilizar-se-io,
naturalmente, prédios, salas ou outros cdmodos disponiveis. Na
prética, muitas vézes se reserva espago para trabalho entomoldgico
de laboratério. Sempre que possivel, o laboratério de diagnéstico
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deve estar separado de tddas as outras atividades, por causa da
naturcza do trabalho o porque € preferfivel um ambiente mais
trangiiilo.

A medida que a prevaléncia da malaria diminui, decresce tam-
bém a quantidade de sangues positivos e isso arrefece o intersse
dos microscopistas, pois o trabalho se torna cada vez mais
mondtono. Dentro do possivel, deve-se fazer tudo para o confbrto
daqueles que estio empenhados nesse trabalho tdo cansativo.

E essencial que o laboratério disponha de sala grande, bem
ventilada e bem iluminada. Em localidades quentes ¢ (imidas, um
ventilador elétrico, preferivelmente colocado no f6rro, contribui
para o sucesso dos trabalhos técnicos, além de proporcionar mais
conforto &s pessoas que o executam. E desnecessdrio dizer que
todo o local deve ser adequadamente telado. Enquanto 8sse
melhoramento nfoc estiver instalado, cumpre proteger o material e
instituir e obedecer rigorosamente tddas as medidas de combate s
mdscas. Nos climas imidos, deve-se providenciar desde o principio
um armiério aquecido, de tamanho adequado para guardar, durante
a noite, todos os microscépios em uso. Esse armirio deve ser
equipado com ldmpadas elétricas ou qualquer outro sistema de
aquecimento para manter uma temperatura constante, que nfo
exceda 35°C. Isto evitard com eficiéncia o crescimento de fungos
nas lentes e prismas.

As mesas ¢ os bancos devem ser de construgio sélida, grandes ¢
suficientemente numerosos. As quinas das mesas devem ser arre-
dondadas, a fim de proteger o antcbraco das pessoas que trabalham
com microscopios; sua superficie deve ser negra, sem brilho. A
altura deve ser de 75 a 85 cm ¢ a largura minima de 80 ecm; com
estas especificagBes, serd possivel a utilizagio da maioria dos tipos
de iluminadores.

Nio € essencial nem desejavel dispor de mobilia especial de
laboratdrio. Uma mesa de fabricaco caseira, estivel e sélida, com
travessio cdmodo para descanso dos pés, costuma ser preferivel as
mesas de microscopia desenhadas especialmente para uso de
faboratério.

Além da mesa com travessfio para os pés e amplo espago para
os joelhos, deve-se ter o cuidado de arranjar cadeiras, banquetas
ou outros tipos de assento que possam ser ajustados & estatura da
pessoa que os utiliza, tais como banquetas de pianc ou cadeiras
giratérias; podem-se usar também almofadas. A finalidade ¢
proporcionar posigdo correta, de modo que o microscopista ndo
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s¢ canse mais depressa que o normal. Geralmente, ésse problema
pode ser resolvido mediante a aquisigio de banquetas de diferentes
alturas,

E indispensdvel dispor de uma ou mais pias com 4gua corrente,
A que a limpeza das liminas e de t8da a vidraria usada na colora-
gio é de extrema importincia. E aconselhdvel contar com um
armdrio, prético, & prova de pd, para guardar a vidraria, vidros de
corante ¢ outros reativos, bem como arquivos de secretaria e
registro,

Pode ser necessirio uma peguena mesa, independente e firme,
no caso de se dispor de uma balan¢a de boa qualidade, afim de
evitar danos resultantes de movimentos constantes.

Deve-se ter sempre #dgua destilada em quantidade suficiente.
Talvez seja necessdrio coletar dgua de chuva de maneira adequada
e puardi-la em recipientes grandes de vidro. O moderno destilador
elétrico produz em abundincia dgua destilada de excelente quali-
dade. Os desmineralizadores (cartridge de ionizadores) produzem
dgua destilada inteiramente adequada para a coloragio de sangue,
de maneira mais simples que o destilador.

Abaixo se apresenta lista de equipamento bdsico para um
microscopista. A quantidade deve ser aumentada de acdrdo com
o nimero dos mesmos. :

Lista de material para um so6 microscopista

{Multiplicar pelo ntimero de microscopistas e
estudantes em trabatho.)

1 microscépio binocular, limpo, com oculares apropriadas ao fator
de multiplicagio dado para o seu corpo binocular, por exemplo:

Fator Ccular
1,6x 4,5x
1,5x 5x
1,25x 6x
I1x = nenhum fator 7%, 7,5%, 8x (maximo)

1 carro mecinico sdlido e de fécil funcionamento.

1 protetor pldstico contra o pé.

1 foco de luz abundante de c6r branca ligelramente azulada.
Tluminadores embutidos dotados de lampadas especiais transpa-
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rentes de menos de 25 watts de capacidade sfo inadequados.
Deve haver filiros de vidro fsco e filtros azuis tanto para o
microscopio como para o foco de luz. A micro-lanterna “Chalet”
da American Optical, sem filtros de vidro f6sco e azul, pode ser
combinada com o frasco de Florence, cheio de dgua azulada e
proporcionari excelente fonte de luz se for usada uma ldmpada
“Chalet” comum, de 100 watts de vidro fésco. A parte superior
achatada da lanterna serve de fonte de calor para secar 1iminas
{AH.T. No. 6958-E). Uma lampada de fabricagio caseira
proporciona os mesmos resultados (Diagrama 16, pag. 59).

1 unidade de aguecimento que dé uma temperatura até 35°C
instalada em um armdério para proteger os prismas ¢ as lentes
internas do microscopio contra o fungo nos climas quentes.
Para ésse fim, deve-se dispor de um termdmetro de méxima e
minima (ver Apéndice 20, pig. 114).

1 pequene frasco para dleo de imersio da mais baixa viscosidade,
tipo Cargille A ou dlco Crown (em geral, os frascos de 20 cc
dotados de bastio de vidro para retirar o 6leo sao melhores que
os oferccidos pelas companhias de dtica),

2 toalhas para vidraria que nio soltem fibras em demasia, de
40 x 60 cm.

4 cubas retangulares de coloragiio de 7 x 9 x 5 cm (ver Diagrama
17, pag. 69).

2 lépis pretos macios (No. 1).

1 pacote com 50 f6thas de papel cebola da melhor qualidade de
11 x 21 cm (conservado entre papelio forte do mesmo tamanho).

1 estilete ponteagudo tipo *Bard-Parker,” colocado em rélha.

1 folha de lixa 00 ou 000 para manter a ponta do estilete brilhante,
limpa e afiada.

1 pacote de gaze, um rélo pequenc de gaze ou atadura ¢ se nfo
houver &sse material, um rélo pequeno de algoddo absorvente de
boa qualidade (fibra longa).

Material para coloracio:

1 relégio com divisdo de 1 minuto até 2 horas, com campainha
de repeticio continua até ser travada.

1 vidro de bdca larga de 120 cc, com mistura de solucio fosfatada
de azul de metileno.
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2 pequenos copos plisticos

de forma cilindrica e nio conica

para dgua tamponada para lavagem.

1 frasco de 30 cc (ou frasco conta-gétas pldstico) cheio de corante
Giemsa bom.

1 tubo graduado de 10-25 cc (de preferéncia plistico). (Tubos
de ensaio com graduaciio de 5, 10, 15 cc também servem.)

1 placa recurvada de coloragio ou equivalente, com depressio de
2-3 mm, ou uma cuba esmaltada retangular (ver Diagrama 12-D
¢ E, pig. 46),

1 garrafa de vidro ou de plastico de 500, 750 ou 1.000 cc dc
capacidade.

1 garrafa com mistura de sais de fosfato na propor¢do prévia-
mente determinada, como, por excmplo, 4:5; e 6 tubos peque-
nos, com rolhas, que possam conter 0,5, 0,75 ou 1,0 g dessa
mistura.

Blocos para a secagem de l&minas de vérios tamanhos, feitos com
madeira dura, de boa qualidade, bem séca, com ecspessura de
2 a2,5 cm, Os cortes transversais devem ter 7 mm de profundi-
dade, com inclinacio de 110° e ser separados 13 mm um do
outro. Os cortes devem ser suficientemente largos—1,5 mm no
minimo—para comportar laminas grossas. Um bloco de 2,5 x
20 cm comporta poucas liminas, enquanto que um de 15 x 22
cm pode comportar 100 liminas.

1 pacote de toathas de papel.

1 caixa plastica para 25 laminas, onde guardar gbtas espéssas para
demonstracéo.

1 1amina de barbear tipo “Gem”.

2 folhas de papelao de embalagem comum (ondulado); vérios
artigos para transporte, secagem € embalagem de laminas (bar-
bante, papel de embrulho marron).
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Artigos complementares para
laboratdrio de zona ou central

1 objetiva de imersfio em Oleo, suplementar, e 10 pares de oculares
7% ou 7,5x, se forem usados microscdpios destituidos de oculares
intermediarios.

1 objetiva demarcadora ajustivel para marcar elementos micros-
copicos, uma para cada microscopio (ver Apéndice 16, pig. 108).

12-24 frascos de Florence de 250-300 cc.

1 teste pseudoisocromitico-AQO para visdo das cores.

50 blocos de madeira de 1 cm ¢ 2 cm de espessura, de 6 ¢ 8 cm
quadrado (25 de cada espessura}.

Rolhas avulsas para todos os tipos de frascos,

36 frascos conta-gstas plasticos (ver Apéndice 12, pag. 105).

1 frasco conta-gdtas de 30-60 cc para colocar tolueno puro, para
cada trés estudantes.

1 vasilha oblonga, esmaltada, de 35 x 25 x 8 cm, para cada trés
estudantes, ou 12 placas plasticas recurvadas.

14 litro de dleo Cargille ou Crown (da menor densidade).

Giemsa—30 cc de solugdo mae da mais alta gualidade, compro-
vada; ou 4 vidros de 5 g cada de um lote de pé de Giemsa com-
provada, como, por exemplo, da National Aniline NGe 18.

3 vidros de 400 g de Alcool metilico puro da melhor qualidade,
livre de acetona.

1 quilo de glicerina pura, da melhor qualidade.

200 g de pérolas de vidro de 5 ou 6 mm de difimetro.

Sais para igua tamponada:

8 vidros de 100 g de Na,HPO,, anidro.

400 g de pd fino ou cristals de KHoPO,.

10 gramas de azul de metileno medicinal ou do melhor que houver.

1 frasco de 2 litros de capacidade, de polictileno se possivel, con-
tendo 4dcido cxémico (bicromato de potissio e 4cido sulfirico).

1 funil esmaltado ou de vidro de 7,5 cm, para recolher na garrafa
o 4cido crémico das cubas retangulares de coloracio.

3 litros de alcool a 90-95% para a limpeza de ldminas.

Bacias esmaltadas ou pldsticas para solugio detergente para receber
1dminas usadas.

1-2 baldes esmaltados ou plasticos.
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10.

0s dez ““pecados mortais™
na microscopia da géta espéssa

POUCA NITIDEZ
1ILUMINAGAO INADEQUADA

NAO MOVER O PARAFUSO MICROMETRICO CONS-
TANTEMENTE

INICIAR © TRABALHO ENQUAMTO OS5 LEUCOCITOS
PARECEM MOVER-SE RADIALMENTE

NAO FAMILIARIZAR-SE COM O ASPECTO DOS LEUCO-
CITOS, PLAQUETAS E GLOBULOS VERMELHOS
JOVENS, AZULADOS, JA QUE BSTES SAO ENCONTRA-
DOS EM CADA PREPARAGAO A SER EXAMINADA

PERDER TEMPO OBSERVANDO IMAGENS DUVIDOSAS
OU CAMPOS MAL CORADOS

USAR O ESPELHO CONCAYQ

USAR LAMINAS, FRASCOS OU GARRAFAS SEM ETIQUE-
TAS OU ROTULOS DE IDENTIFICAGAQ

NAO PROTEGER CONTRA A AGUA, DE QUALQUER
MANEIRA, AS SOLUGDES ALCOOLICAS DE CORANTE

NAO DEIXAR A OBJETIVA 10X NA POSICAO DE TRA-
BALHO, QUANDO TRANSPORTAR OU GUARDAR O
MICROSCOPIO
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Apéndice 1

MICROSCOPIA DA ERRADICAGAO DA MALARIA

PREPARAGAD £ COLORAGAD
DA
GOTA ESPESSA

$E ©5 PARASITOS ESTAO
PRESENTES NO
CAMPO DE EXAME

QUANTOS

nA
ERRADICAGAD
DA MALARIA

COMO FOl REBISTRADD
F | Fe
ve | 1a

ar
w

O diagrama acima contém os pontos essenciais descritos no
manual para o moderno diagndstico da maliria baseado numa
gbta espéssa bem feita e bem corada.

Num programa de erradicacic da maldria, & imperativo re-
examinar certa propor¢do do nimero de ldminas preparadas;
exemplo: tddas as ldminas positivas ¢ um nfimero varidvel de
liminas negativas. Isso implica a limpeza e armazenamento de
tédas as liminas depois do primeiro exame.
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Antes, quando um sangue era dado como “positivo”, a primeira
pergunta que se fazia, era: “Qual a espécie?”; hoje, a pergunta é:
“Quantos parasitos?”’, pois, se sio numerosos, ¢ muito mais
provivel ser certo o diagndstico da espécie, ao passo que se ©
nimero de parasitos é escasso, o diagnéstico pode ser incerto,
sendo em geral prolongado o reexame. Deve-se dar maior atengio
as infecges com parasitos escassos, pois a descoberta de um tnico
caso, em certa 4rea, hoje, pode ser mais importante do que o
encontro de 40 ou 100 casos 20 anos atris.

O diagrama também tenta mostrar, pelo uso de abreviagdes,
como podem ser registrados, de um modo simples e completo, todos
os achados do sangue.



Apéndice 2

COMPORTAMENTO DOS GAMETOCITOS
DE P. FALCIPARUM

CAs0 — DIAS ~ SEMANAS ————
1 (154 HT, T oo~ |--]-[9¢{-q" 1|128| 438|210
2 137: 614340 (0} 0)-]" Df-1-1"1"1" o |42l 720} 0
3 591 wlofofoey-q-4-{-[-[-{- || 2 |98 228148 ) 4 |30 0
4 62' vl iy - el-1-1-1-1 82 |372| 84|12} 2|15 0

LiFRAS - NOMERD ZE SAMETOCITOS POR 100 CAMPOS DE 687N ESPISSA

Trés a cinco semanas antes das observagbes acima, realizadas
em 1949, quatro meninos tomaram quantidades desconhecidas de
proguanil e quinino, provavelmente até que sua febre desapare-
cesse. O primeiro menino foi encontrado durante uma inspegéo
escolar de rotina e os outros foram localizados mais tarde, numa
mesma familia.

Cada uma das criancas recebeu 10 mg de isopentaquina nos dois
primeiros dias, apds ter sido retirada a amostra de sangue (indicado
nas primeiras colunas pelos “x” mindsculos).

No 12° dia, 0 Caso No. 1 apresentou sintomas ¢ raros anéis
foram encontrados em seu sangne. O Caso No. 4 apresentou +F.
No 13° dia, todos é&les receberam quantidades adequadas de
amodiaquina, em dose fdnica.

Nio foram vistos mais anéis nos 7 exames semanais subse-
qiientes.

Por éste grifico, deduzir-se-4 que:

1. Os gametocitos raramente aparecem até a segunda
semana de parasitemia;

2. Eles desaparecem espontincamente depois de 5-7
semanas; ou

3. Eles desaparecem dentro de 72 horas apds a ingestfo
de medicamento do tipo primaquina.

Pelo exposto, ver-se-a que em 4reas de transmissdo reduzida é
mais importante dar quantidades adequadas de drogas esquizontici-
das, no primeiro dia do tratamento, do que dar droga especifica
contra os gametocitos, mais tarde.
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Apéndice 3

GLOBULOS VERMELHOS EM FORMATOQ
DPE PNEUMATICO

A)-Hemdcia agrmal, de frente e de perfil

B]-Hemdcia nova ampliada, na qual a parta
central 8 extremamente delgada. 0 parasito esté
representado como o parte contral da hemécla
em A] v ocopa semente a periferia em B,

A aparéncia contorcida dos parasitos bem desenvolvidos de P.
vivax ¢ P. malariae, devido ao tipo de célula em que se encontram,
justifica uma palavra de explicacio.

O diagrama esquemdtico acima tenta mostrar o tamanho ¢ a
forma, tanto de frente como de perfil, dos glébulos vermelhos nor-
mais (A). A destruicio de muitos glébulos vermelhos, em conse-
qiiéncia de repetidas esquizogonias, causa anemia que, ao se tornar
mais acentuada, resulta no desenvolvimento incompleto de glébulos
vermelhos que chegam & circulagio em nimeros crescentes. Néo
raro, as células vermelhas, maiores que de costume (B), mostram
acentuada constrigiio na parte central, em contraste com as células
normais. Em vez de se assemelharem a discos bicOncavos espessos,
lembram mais a cimaras de ar. Os gldbulos vermelhos jovens,
arulados, sGo também encontrados em formatos similares.

Evidentemente, as membranas opostas da célula ficam tfo juntas
que a hemoglobina ¢ outros componentes do sangue sdo forgados
em direcio 4 periferia. O aspecto resultante, que depende da
quantidade de material do parasito presente, € mais ou menos 0
que estd representado pela sombra em {B).

O estudante devera entender que a distorgiio do parasito pelo
formato da célula que o contém ndo representa comportamento
caracteristico do P. vivax ou do P. malariae. :
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Apéndice 4
DIAGRAMA PARA O REGISTRO DE PARASITOS

NO. APROX,
A PARASITOS ESPECIE TAMANHG DE
LINFOCITO PEQUEND

LAMINA BE
IDENTIFICACRD O

D MENOR 2 MAIS NUMERDSOQS 0 MAIOR

O diagrama acima € usado para auxiliar o estudante a aprender
as vérias formas de desenvolvimento do parasito que possam estar
presentes na mesma gdta espéssa. Para uso do estudante, sdo
fornecidos exemplares mimeografados (Diagrama A), sendo que
para cada sangue desconhecido deve ser preenchido um désses
exemplares, até que o estudante saiba representar o crescimento
visto em cada ldmina de estudo examinada.

Q exemplar mimeografado, de 18 x 5 cm, dividido em trés
partes iguais, contém um circulo de 8 mm de didmetro, na porgio
superior do quadro central, representando o tamanho de um
pequeno linfocito, A identificaciio da espécie € escrita no pequeno
retingulo ao alto do primeiro quadro. Terminado o cxame,
coloca-se logo abaixo do retingulo o niimero aproximado de para-
sitos presentes e o diagndstico da espécie. )

O examinador move vagarosamente a gbta espéssa—-dependendo
do niimero de parasitos presentes—até que 30 a 300 parasitos
tenham sido inspecionados cuidadosamente. Entfio, apds apagar
a limpada do microscopio, desenha de memdria, de modo esque-
mitico e grosseiro, quatro esbocos representando: (a) o menor
parasito encontrado (no primeiro quadro); (b) dois exemplares
da fase mais numercsa (no segundo quadro); (c) a maior das
formas em crescimento vista (no terceiro quadro). Esbocar
somente as formas assexuadas em crescimento. Se se desejar anotar
a presenca de gametocitos maduros, pode-se fazer um desenho em
miniatura de um déles, no canto superior direito do terceiro quadro.
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Definitivarente, NA0o é necessdrio fazer desenhos artisticos de

parasitos individuais.

Os parasitos devem ser cuidadosamente

delineados em propor¢io ao circulo que representa o peqieno
linfocito. Demonstrado o tamanho, representa-se a posigiio ¢ a
forma do fragmento ou fragmentos da cromatina. Dois ou trés
pequenos circulos podem ser colocados para representar a presenga

de pigmentos.

Para que o estudante possa adquirir certo conceite de tamanho
no microscopio, deve-se-The dar oportunidade de ver pelo menos

um sangue parasitado, em
cimara licida. Bsse apare-
lho, quando propriamente
ajustado, projeta no papel,
por meio de prismas, qual-
gquer elemento visto no
campo microscépico. E
relativamente facil tragar os
contornos do pequeno linfo-
cito e dos parasitos nas
imediagdes.

Os Diagramas 6-8 (ver pigs. 23, 25, 26) foram feitos dessa

maneira.




Apéndice b
MODELO

CARTOLINA—.

PARELAD DYR0 EM FGRMA DE "L"

Os modelos ou padrdes—por qualquer nome que sejam conheci-
dos—sf0 indispensdveis para ensinar como fazer gdtas espéssas
boas ¢ uniformes, além de uma faixa de sangue na qual & escrita
a identificacdo com um lépis macio.

Uma pasta de cartolina comum, firme e forte € cortada na largura
de 15,2 cms e depois recortada para fazer trés pequenos pedagos
de 9,5 cms x 15,2 cms cada um. Corta-se, de um papelao duro e
forte——dos usados em fichirios—um “L” medindo 4,5 cms no
brago menor € 9 cms no brago maior, tendo ¢ada brago a largura
de 1 em. O “L” é entdio colado a 2,5 cms da extremidade do
papeldo acima referido, como se vé& na figura, e deixado secar bem.

Coloca-se, entdo, nesse “L”, uma 1dmina de vidro ¢ marcam-se
0s seus contornos externos com wma linha fina. A 2 cms da extre-
midade esquerda da ldmina, coloca-se uma linha vertical de 1,5
cm, eqilidistante dos bordos da lamina. Dependendo do tamanho
desejado para a gbta espéssa forma-se um quadrado ou retangulo,
como mostra o diagrama; e, 3 mm adiante, desenha-se um retingulo
mais largo, consistente em tamanho com o ntmero de lefras ou
nimeros de identificaciio a serem empregados, ou bastante grande
para conter as iniciais do paciente e a data.

Com ésses dois esbogos claramente marcados, o principiante
coloca uma 14mina limpa no &ngulo do “L” e verifica onde o sangue
deve tocar para ficar 3 esquerda do centro do retingulo, marcando
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os limites da gbta espéssa. Tanto quanto possa, com a amostra
colhida, éle espalha ento, rapidamente, o sangue dentro dos limites
daquele desenho. A identificagio é depois escrita na ctiqueta de
sangue.

Os esbogos devem ser claros e vivos; ndo se trata de um desenho
com o qual a [imina final deva se parecer, mas de um esquema
para s¢ obter amostras uniformes na mesma posigio na limina.

Apéndice 6
0 FENOMENO DA COLORACAO DE SCHUFFNER

Nos esfregagos de sangue bem corados de P. vivax e P. ovale, 0s
glébulos vermelhos parasitados apresentam grénulos avermelhados
que se conhecem como granulagio de Schiiffner. Nas ptas espés-
sas, ignalmente bem coradas, ¢ freqiiente ver-se ao redor do para-
sito wm halo rosado do formato do pglébulo hospedeiro. Isso é
conhecide como coloragio de Schiiffner, pois que os grinulos
definidos raramente sfo distingufveis, a menos que sejam corados
com a técnica salina de Shute.

Nas gdtas espéssas nfo se conhecem elementos semelhantes que
acompanhem os parasitos de P. malarige.

As vézes, vé-se no sangue parasitado pelos anéis de falciparum
um halo rosado ou sombra do glébulo vermelho hospedeiro. Essas
gotas espéssas estdo, em geral, mal coradas, isto é, a coloragio foi
excessiva, insuficiente ou itregular.

De qualquer forma, o diagndstico é sempre baseado na agrega-
¢do das formas em desenvolvimento que aparccem simultinea-
mente, € ndo na aparéncia do globulo corado.



Apéndice 7

TESTE RAPIDO DA QUALIDADE DO
CORANTE GIEMSA LIQUIDO

Para &sse teste, tudo quanto se necessita & papel de filtro circular
No. 2, de 10-12 cm, marca Whatman {usar o No. 1 se for o
tinico encontrado) e um frasco conta-gbtas com dlcocl metilico
puro.

Colocam-se no centro do papel de filtro uma ou duas gdtas da
solugio de Giemsa concentrada; e, em seguida, duas ou trés gtas
de 4lcocl metilico puro na mancha escura, que comega a se estender
vagarosamente,

Disso resultam trés circulos concéntricos de 5-7 cm, a saber:

1. Um circulo estreito externo, de cor vermelha ou rosa—
eosina.

2. Um circulo central largo, de cOr azul-violeta—azur de
metileno.

3., Um circulo interno estreito, de cor azul-brilhante—
azul de metileno.

Os corantes deteriorados nunca apresentam todos os trés circulos.

Apéndice 8
TECNICA DA COLORACAO SALINA DE SHUTE

En 1955, Shute, acidentalmente, diluiu certo corante Giemsa
com soluciio salina normal (0,85% ) para a coloracio de esfrega-
gos e ficou surpréso com a exceléncia da coloracfo dos parasitos,
bem como da granulagdo, quando presente. Logo depois, obteve
resultados semelhantes na gbta espéssa.

O efeito desemoglobinizante é aparentemente muito mais dras-
tico do que quando sfo usadas as solugdes tamponadas; e a técnica
parece dar melhores resultados com as l4minas que permanecem
descoradas por longo perfodo. Os globulos vermelhos jovens,
azulados, nfio sdo tdo proeminentes; os campos ficam em geral
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mais limpos e os parasitos sfo mais facilmente localizados. A colo-
ragio, que dura 30 minutos ou mais, salienta a granulacio de
Schiiffner de modo claro e distinto.

Aquéles que nio estio familiarizados com é&sse tipo de coloragio
deveriam investigar imediatamente as possibilidades de seu uso nas
condictes locais. Talvez se encontrem pequenas modificacdes para
reduzir o tempo de coloraciio e a quantidade de Giemsa usada.
Evidentemente, o principio tem grandes vantagens.

As instrugbes dadas no livro* de Shute sfio as seguintes:

O corante é preparado nas seguintes proporges:

6 cc de corante Giemsa para cada 100 cc de NaCl [pH
7,01 a 0,85%.

Corar na posi¢io invertida {de bbdrco), em lotes de 25-
50; ou em cubas de coloragio, durante 30-60 minutos.

Lavar em Agua de torneira, escorrer ¢ secar.

Usar o corante tantas vézes quantas os resultados per-
mitam.

Nio é prético preparar porgdes sécas de cloreto de s6dio e sais
para Agua tamponada, uma vez que déstes dltimos sfio necessdrias
quantidades muito pequenas. Foram obtidas as seguintes leituras
de pH adicionando-se fosfato monoidrégeno di-sédico a 1% a
500 cc de solugio salina normal:

0,85 cc—7,2
0,65 cc—7,1
0,4 cc—7,0

Apéndice 9
COLORACAO DO ESFREGACO DE SANGUE

Os esfregacos de sangue sio bastante tteis para demonstrar 0s
aspectos especiais dos parasitos da maldria ¢ das hemdcias hospe-
deiras. Servem também para demonstrar hematologia anormal,
parasitos na medula &ssea, em pele esfoliada, em cortes ciriirgicos
de placenta e cérebro, em bago ¢ figado. Qualquer dos dois méto-
dos abaixo pode ser adequado para a coloragio désses esfrega-
gos:

* Laboratory Technique for the Study of Malaria. Percy G. Shute and
Marjorie E. Maryon. J. and A. Churchill Ltd., London, 1960.
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A, Fixagdo com Aalcool metilico pure e coloraciio com corante
Giemsa em Agua tamponada.

B. Coloragio com corante Wright ou Leishman diluido em
agua tamponada adequada,

O primeiro método & o mais comum, porém o tltimo di resultados
hematolégicos melhores.

Talvez seja necessirio usar dgua tamponada especial na propor-
gio de 3:5 a 5:5 em vez da proporgiio comum de 6:5 para se
corar as granulagdes de Schiiffner,

A dgua neutralizada é preparada adicionando-se 20 a 40 gbtas de
solugio de fenol vermelho a 100-300 ml de dgua destilada. Adi-
ciona-se carbonato de litio (0,2% ), gita a gdta, até que se consiga
uma cOr rosa-violeta e esta permaneca depois de a solugfio ser bem
agitada. A cOr deve permanecer constante durante cérca de 20
minutos. Se ela desbota muito depressa, deve-se adicionar mais
carbonato de litio. O pH varia entre 6,6 e 7,4 ¢ a cdr que der bons
resultados com certo lote de corante Wright ¢ a desejada, indepen-
dentemente de scu pH.

Método A

Fixar o esfregago com élcool metilico puro.

Colocar as lHiminas s0bre bastdes de vidro postos horizontal-

mente e separados 5 cm um do outro.

3. Cobrir as l4minas com corante Giemsa ndvo, preparado na
base de 1 gita de Giemsa para cada cc de agua tamponada
a4:5.

4. Corar durante 30-60 minutos.

5. Retirar o corante usando bastante dgua tamponada a 4:5.

6. Deixar escorrer ou retirar o cxcesso de dgua com papel
absorvente,

7. Secar em calor brando.

Ll

Método B

1. Colocar as 1&minas sébre bastdes de vidro postos horizontal-
mente.

2. Cobrir as 1minas com corante de Wright ou Leishman, puro.

Adicionar 1-2 volumes de dgua neutralizada.

4. Misturar com movimentos snaves dos bastdes de vidro. Nio
soprar.

W



5. Retirar o corante depois de 20-30 minutos usando bastante
quantidade do mesmo diluente.

6. Deixar escorrer ou retirar o excesso de 4gua com papel
absorvente,

7. Sccar em calor brando.

Os glébulos vermelhos corados com qualquer um désses dois
métodos apresentam uma cor laranja-amarelado.

Quando € indicada a tomada de esfregagos, deve-se preferir a
limina cscantonada de Clay-Adams No. A-1463, para distender
os mesmos (ver diagrama}.

UAMINAS COM AS MARGENS LIVRES

Apéndice 10
RECOLORACAO DE GOTAS ESPESSAS

Algumas gbtas espéssas se descoram mais rapidamente que
outras. Mesmo em preparagbes recém-coradas, aconselha-se o
cxaminador a observar o bordo da g6ta espéssa para conseguir O
melhor contraste de ¢br. O insucesso da tentativa de cozrar bem a
parte central da géta espéssa pode muito bem ser devido ao seca-
mento vagaroso daquela parte, por sua espessura ou por ser alta
a umidade no lugar. A absorgio de CO; do ar é continua durante
0 tempo em que o sangue estad dmido e pode ser uma das causas
da falta da cor vermelha no centro de muitas gtas espéssas. Outros
fatores, tais como limpeza das 1dminas, qualidade do corante, dgua
tamponada adequada e, em especial, a reacio do meio de montagem,
devem também ser considerados.
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Liminas individuais ou grupos de 1dminas e até mesmo t6da a
colegio de ldminas de ensino tém-se tornado imiteis em trés meses
ou menos. Evidentemente, s& Shute pode preparar gétas espéssas
que as vézes duram decénios.

A recoloragio nem sempre ¢& satisfatéria. Somente quando a
coloragiio das preparagdes é excelente desde o principio podem-se
esperar bons resultados. Em geral, as gdtas espéssas mais cui-
dadosamente protegidas contra a Iuz tém menor possibilidade de
descoloragiio.

O principio da recoloracio baseia-se na coloragiic com solugdes
diluidas dos corantes, durante um tempo relativamente longo,
usando-se a 4gua tamponada com menos sal dibisico. Talvez seja
necessirio experimentar as 4guas tamponadas nas proporcdes de
3:5, 2:5, 1:5 e possivelmente 0,1% de fosfato de potéssio, antes
de se obter resultado satisfatério. Tem-se obtido consideravel
sucesso com um bom pé de Leishman preparado como o Giemsa
(ver pig. 47), diluido na proporg¢io de 1 gota para 3-4 cc de dgua
tamponada selecionada, deixando-se a preparagdo agir por tantos
periodos de 10 minutos quantos forem necessérios para que ndo
se note mais nenhuma melhora na aparéncia microscépica. Se as
laminas forem colocadas, com a face voltada para cima, sbbre
bastdes de vidro e cobertas com o corante diluido, observa-se que
as partes da preparacio que se encontram mais descoradas ou
muito vermelhas descoram o liquido corante exposto diretamente
sObre elas, da mesma maneira como aparecem na gota espéssa.
Deve-se adicionar corante névo e continuar a coloragdo até que
nenhuma descoloraco seja observada.

A descoloragio dos esfregagos ndo & problema, visto que muitos
déles conservam suas cdres durante anos. Contudo, necessita-se de
um método para recorar as dreas de campos especiais descorados
pelo uso durante horas em demonstragfes.

Apindice 11
COLECAO DE LAMINAS PARA TREINAMENTO

Enquanto as infecgbes de maléria sfio ainda bem numerosas,
deveriam ser feitos planos com o fim de arquivar colegdes de gbtas
espéssas coradas. Essas l4minas poderiam ser usadas no treina-
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mento dos microscopistas atuais ¢, com o auxilio da recoloragio,
poderiam continuar a ser usadas para o treino de microscopistas
que serfio necessarios durante a fase de vigilincia de 3 anos.

Uma boa colegfio de 1iminas deve consistir em lotes de 10-25
gotas espéssas com 2 esfregagos do mesmo sangue tomado na
mesma ocasifio. Essas ldminas sfio identificadas de maneira a nio
revelar a espécie presente; sio prontamente coradas ¢ guardadas no
escuro, em pacotes, até serem necessitadas, Uma semana antes
do uso, sObre a mesmas devem ser aplicadas 1iminulas limpas
No. 1, montadas com uma das mais novas resinas dissolvida em
xilol. O “euparal vert” retarda a descoloragio mas é muito mais
dificil de remover para a recoloragio.

Devem ser feitos lotes de sangue contendo parasitos raros e
também numerosos de cada uma das trés fases do P. falciparum,
bem como de lotes de sangue tomados em trés diferentes ocasides
no ciclo do P. vivax e do P. malariae. Nos casos em que a droga
anti-malérica ainda ndo tenha sido dada, pode-se, is vézes, adiar
o tratamento por mais 24 horas para que se tenha tempo de retirar
uma segunda gbta de sangue, para ser colocada ao lado da pri-
meira. Devia-se incluir na colecSo um lote de liminas contendo
sangue normal ¢ outro de liminas com sangue tirado logo depois
que todos os parasitos tivessem desaparecido.

Podja-se entrar em acdrdo com hospitais ¢ clinicas de pacientes
externos movimentadas, bem como com inspetores ¢ auxiliares de
epidemiologia interessados, para a preparagio de colecdes de
laminas provenientes de enfermos nos quais o exame imediato do
sangue revela urn padrio de infecgiio ainda nio incluido na colecio.
E muito aconselhivel fornecer para ésse fim pacotes de liminas
uniformes, novas ¢ devidamente limpas.

Investiga¢Bes ora em curso sdbre o esmaecimento de liminas
conservadas para fins diddticos levam a crer que as gdtas espéssas
que foram bem coradas pelo método Field podem ser talvez usadas
durante muitos meses antes de ser necessdrio abandoni-las por
esmaecidas. Pelo menos uma parte dos lotes destinados a fins
didaticos devia ser corada pelo método Field, além das que se
preparam pelo método habitual de azul de metileno-Gicmsa.



Apéndice 12

FRASCOS CONTA-GOTAS PLASTICOS

GIEMSA

G NGe-18

-/

Com os frascos conta-gitas pldsticos (variando de 30 a 150 cc
de capacidade) agora disponiveis, o corante Giemsa fica melhor
protegido contra a contaminacio pela umidade do que em qualquer
ontro recipiente que necessite de uma pipeta separada para a
retirada do niimero de gbtas apropriado.

Apéndice 13
LAPIS PARA MARCAR NO SANGUE

Embora o lipis No. 1 ou outros ldpis de grafite macio sejam
recomendados para escrever no sangue, tio logo Este esteja séco,
o lapis “U.S. Dixon 2225 Film Mark” é excelente, pois nfio solta
p6 de grafite, que pode espathar-se pelas partes adjacentes da
gdta espéssa.

Os 14pis gordurosos (dermatograficos) devem ser evitados, uma
vez que a marcagio pode soltar-se durante o processo de coloragdo.

Além disso, se forem usados 14pis gordurosos, azul ou vermelho,
alguns pigmentos dessas cores podem permanecer na Jamina mesmo
depois de removido o 6leo.
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Apéndice 14

“HUMIGRAPH*
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O “Humigraph” é um cartdo com 6 circulos pretos contendo
material capaz de alterar sua cdr do azul para o rosa e vice-versa.
Suas margens sdo de cor acinzentada neutra com a qual é comparada
a cbr dos circulos,

A umidade € lida em percentagem, pelo nimero do circulo cuja
cOr se iguale & da margem. Caso um s¢ja mais azul e o outro
adjacente mais rosa, a leitura serd feita pelo nlmero mais baixo
somado de 5.

O exterior do circule 70 pode mudar a cdr para rosa. Quando
isso ocorre, a umidade é 80% +, o que vem interferir com a seca-
gem répida das gbtas espéssas.
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Apéndice 15

COMO AJUSTAR O PARAFUSO MACROMETRICO

Quando o ajuste macrométrico do microscopio comega a deslizar
em virtude do péso do corpo binocular, a objetiva de imersfio nio
fica em foco quando se retira a mio da cabega do parafuso.

Em certos modelos de microscopios, o ajuste pode ser feito de
maneira simples e imediata, girando-s¢ as cabecas do parafuso
macrométrico em sentidos opostos. Em outros, existem dois
pequenos parafusos no alto do corpo do apareltho, logo acima do
parafuso macrométrico, que poderdo ser apertados com uma
pequena chave de fenda, até que a tens@io seja satisfatéria.

Em outros microscopios, serd necessirio retirar a eremalheira,
desapertar o parafuso A e B, e inserir camadas de f6lha de lata
ol aluminio para controlar o deslizamento.

Pl
i |}
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Apéndice 16

USO DA OBJETIVA DEMARCADORA
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As objetivas demarcadoras, capazes de tragar um circulo tdo
pequeno quanto 0 campo microscopico, devem ser fornecidas, uma
a cada microscopista ou pelo menos uma para cada trés micros-
copistas trabalhando em conjunto. Podem economizar muito tempo
na revisio, quando usadas corretamente. Os elementos duvidosos
existentes na Iimina podem ser circundados para referéncia ao
laboratério central, e &sse laboratdrio pode marcar elementos para
serem enviados ao examinador original. A objetiva demarcadora
¢ usada de modo rotineiro nas infec¢bes com parasitos escassos.

Iniciada a busca de parasitos, o microscopista deve ter um
registro do nimero de campos pesquisados. Se o examinador néo
enconirar parasito nos primeiros 25 campos, compreenderd que,
se houver infecciio, ela deverd conter bem poucos parasitos. Nem
sempre ¢ facil determinar as espécies—cada parasito localizado
auxilia—quando os parasitos sfo em nimero diminuto.

O ntimero do campo em que é encontrado o primeiro parasito
deve ser marcado. O examinador, com os olhos fixos no parasito
no centro do campe, verifica, em primeiro lugar, a firmeza com
que a limina se adapta na platina mecinica. Se ela nfo estiver
firme, deve fazer a corregiio da posiciio da limina sem perder de
vista 0 elemento a demarcar. Finalmente, quando a lidmina estd
firmemente colocada, o examinador usa a objetiva demarcadora
para circundar o elemento, primeiramente com o circulo menor,
depois com um circulo bem maior para o ficil reconhecimento.
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Se, por exemplo, o primeiro parasito for encontrado no 37°
campo, ¢ dois maijs forem encontrados—um no 61° e o outro no
93° campo~—o0s achados serfio registrados assim: 37, 61,93 §. Os
trés “o” colocados verticalmente apds €sses nimeros indicam que
trés parasitos foram circundados e que os circulos podem ser
localizados com a objetiva 10x.

Uma vez encontrados trés parasitos que meregam f€, o examina-
dor deverd encontrar suficientes parasitos para se certificar da
espécie presente, independentemente do nimero de campos pes-
quisados. Se f6r impossivel fazer um diagnostico apds o exame de
300 campos, em virtude de terem sido encontrados, por exemplo,
apenas 7 parasitos, serd permitido colocar apds o diagndstico mais
provavel uma interrogagio; exemplo: F? ou escrever simplesmente

7 p/300 § F, dando assim ao revisor, uma idéia bem definida da
freqiiéncia de parasitos. Em certa ocasiio, quando foi marcado

nm parasito bem desenvolvido, examinaram-se mais 2.000 campos
sem ser encontrado outro parasito,



Apéndice 17
OLEO DE IMERSA0O

O pequeno desenho A representa um corte transversal
de uma objetiva de imersfio em 6leo disposta de modo
a mostrar que ela & composta de seis elementos de dtica
diferentes. O que fica na abertura, do tamanho da
cabeca de um alfinéte, € o que mais freqiiente ¢ ficil-
mente sofre dano por violéncia externa. Vé-se que essa
pequena lente é esférica e tem uma distincia focal
curta. O aumento de 90-100x € tdo grande que ndo se
podera obter nitidez apropriada, a menos que a superficie superior
da lamina com a amostra de sangue seja ligada a objetiva por meio
de uma camada adequada de 6leo com o mesmo indice de refracio
do vidro.

Os desenhos B e C mostram dois tipos de frascos para 6leo de
imersdo dotados de bastio de vidro de ponta bulbosa, para methor
aplicar a quantidade desejada de 6leo. Sendo essas pontas circun-
dadas de ar, é possivel vé-las claramente, Os desenhos Bl e C1
mostram como as pontas desaparecem quando imersas num élco
de indice de refragfio adequado.

Ci

J& que existem no mercado vérias marcas de dleos de imersio
sintéticos, ndo se deverd usar o tradicional 6leo de cedro. Esse dleo
torna-se viscoso bem depressa e seca feito verniz, envolvendo gual-
quer particula de areia ou pd que venha a ter contacto com Ble.
Porisso, era éle o responsével pelo maior desgaste da parte inferior
das platinas mecénicas. Em virtude de sua viscosidade, ¢ muito
dificil remové-lo da lamina apds o exame. O desenho D ilustra um
velho tipo de frasco combinado para dleo e xilol, ainda em uso (o
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frasco piramidal € ainda o melhor). O tubo estreito continha dleo de
cedro, que era retirado por meio de um arame fino, recurvado na
ponta; wina ou duas gitas de xilol eram retiradas do fundo désse tubo
interno & postas em contacto com a objetiva, a fim de remover o
dleo viscoso, Esse frasco dificultava o rdpido manuseio das 14minas
e fol, porisso mesmo, substituido pelos frascos tipos B e C, de béca
larga rosqueada, e pelo frasco tipo F, que contém tolueno, fluido
mais volatil, no qual as liminas podem ser mergulhadas depois de
retirada a maior parte do déleo com o auxilio de papel absorvente
do tipo “Yes”, ou qualquer outro equivalente.

Existem muitos Gleos sintéticos modernos, como o “Crown”, o
“Mersol™, etc., alguns dos guais conhecidos como éleos de cedro
sintéticos, e também os Sleos de “Cargille” e de “Shillaber”, que
vém em duas densidades. Em geral, os 6leos mais grossos diminuem
a produgéo do trabalho. O Anizol ou Benzoato de Metila, solvente
da gordura, tem sido usado como éleo de imersdo, em virtude de
seu indice de refracdo ¢ de sua volatilidade. Esse solvente néo
descora as gitas espéssas e ndo hé objegdo quanto ao seu odor.
Pode ser experimentado, mas n3o € recomendado,

Pode-se preparar um bom dleo de imersdo misturando-se:

Petrolato lquido USP ou BP (pesado)
ou Nujol 82 partes
1-bromonaphthalene 18 partes

O 1-bromonaphthalene poders ser obtido da firma “Matheson,
Coleman and Bell”, East Rutherford, New Jersey, USA.

Para se remover qualquer residuo de éleo que fique na 1dmina
depois de mergulhada em tolueno, coloca-se um pedago de papel
tipo “Yes” ao longo da gdta espéssa, enquanto esta estiver ainda
timida de tolueno.



Apéndice 18

TIPOS DE LAMPADAS PARA MICROSCOPIO

Lampada para microscépio no catdlogo AH.T. No. 6958-E.

\
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Mostra a aparéncia dos tipos de ldmpadas de pressiio que podem
ser usadas em localidades onde nfo haja eletricidade. Tém capaci-
dade de 250 velas ou menos; o calor é intolerdvel com maior
nimero de velas.
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Apéndice 19

SERINGA DE BORRACHA

Esta seringa de borracha, para ouvido, de capacidade de 120 cc,
pode produzir wm forte jato de ar. E eficiente na remogio de
fibras, fiapos de papel e poeira séca que se tenha depositado na
superficie das lentes e prismas.
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Apéndice 20

TERMOMETRO DE MAXIMA E MINIMA

A leitura do termOmetro de mixima ¢ minima, é muito facil. Os
indicadores que mostram o pontc mais alto atingido pelas colunas
de mercirio podem ser postos em contacto com o mercirio por
meio de um pequeno imé, visto ao alto do termdmetro.
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Apéndice 21

FOTOMETRO MARCA “PHOTOVOLT”

O modélo M-200 da “Photovolt Corporation”, 95 Madison Ave.,
New York 16, N. Y., tem uma delicada célula fotoelétrica que, com
o ponteiro colocado em BI, registra fragles de 1 pé/vela, numa
escala de 100 divisdes, que & igual a 2 pés/vela. A leitura pode ser
feita em pés/velas, ou mais simplesmente em nimeros de divisGes
indicados pela agulha, Seria vantajosc centrar o “zero” do apare-
lho no 20 ou 30 da escala, 4rea onde a agulha oscila com mais
facilidade. Um dispositivo especial, que se adapta em qualquer
ocular, permite medir a luz ao nivel dos olhos, Tais leituras tém
em média 1 divisdo mais baixa do que quando ndo & usado o
dispositivo. -

A quantidade de luz num microscépio binocular, estabelecida
pela maioria dos microscopistas, varia de 1,5 a 4 divisGes. E pos-
sivel, geralmente, melhorar a leitura de 4 divisdes pelo ajustamento
adequado de todos os fatdres envolvidos.

Invaridvelmente, os estudantes se esforgam para conseguir uma
leitura numérica mais alta que a do seu vizinho. Ao conseguir isso,
éles melhoram sua prépria iluminago,
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Apiéndice 22

REVISA0 CONTINUA DO
EQUIPAMENTO MICROSCOPICO

A experiéncia tem demonstrado que o meio de manter um alto
gran de limpeza dos microscOpios em qualquer campanha de
maldria, em qualquer pais, é fazer uma inspeciio continua dos
mesmos cada dois ou trs meses, por pessoa competente.

Essa pessoa deve fer, antes de tudo, interésse tanto pela micros-
copia como pelas gotas cspéssas. Além disso, deve estar equipada
com o seguinte material:

Uma objetiva de imersfo, suplementar, em perfeitas condigSes
para comparacio com as objetivas de imersio sob
inspecéo,

Uma colecio selecionada de gdtas espéssas bem feitas e bem
coradas para serem usadas como teste ¢ demonstragiio.

Virios pares de oculares 5x, 6x, efc., para proporcionar um
aumento de 6-800x nas diferentes marcas de micros-
cOpios em uso naguela 4rea.

1 lupa de 5x.

1 seringa de borracha de 120 cc de capacidade.

1 tubo de vaselina.

2 fo6lhas de lixa No. 00 ou 000.

1 jogo de chaves de fenda de diferentes tamanhos.

1 jogo de chaves de fenda bem pequenas, do tipo de relo-
joeiro.

1 alicate pequeno, de preferéncia pontudo.

50 gramas de algodiio absorvente de boa qualidade.
24 palitos de madeira.

1 fotdmetro “Photovelt” (atil mas nfo indispensdvel).
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Trofozoitos

Esquizontes

Esquizontes maduros

Merozoitos

Fase eritrocitica

Fase exoeritrocitica

Gametocitos

Esporozoitos

Qocisto

Hematina

Apéndice 23
DEFINICOES

Todos os parasitos nio divididos. Os
trofozoitos mais jovens sfo chamados
“anéis”, :

Todas as formas assexuadas adultas com
duas ou mais divisSes do nicleo.

Sdo os esquizontes em que 08 merozoitos
estdo completamente formados.

Resultam da segmentagio do esquizonte
do figado ou do esquizonte eritrocitico,
Podem-se encontrar separados do es-
quizonte original ou contidos neste.

Qualquer fase do parasito dentro dos
glébulos vermelhos.

Fases no figado do homem. Pré-eritroci-
tica, quando derivados de esporozoitos
(a tUnica fase formada nas infecctes
P, falciparum); exoeritrocitica, se de-
rivada de outras fases hepaticas.

Formas sexuadas que se desenvolvem e
atingem a maturidade em um tnico glé-
bulo vermelho. Os gametocitos de P.
falciparum so, as vézes, chamados
“bananas” ou “crescentes”.

Formas infectantes para o homem, resul-
tantes da divisdo final do oocisto no
mosquito.

Desenvolve-se do gameto fertilizado, entre
as células de revestimento do estdmago
do mosquito.

Pigmento encontrado em tddas as formas
de parasitos, menos nas fases iniciais;
pode ser também chamado de hema-
zoina,
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DEFINICOES (eont.)

Cromatina Parte nuclear do parasito corada em
vermelho.
Citoplasma Protoplasma do parasito corado em azul,

Periodo de incubacdo Periodo que val entre a picada infectante
do mosquito e o aparccimento de para- -
sitos ou sintomas. Nésse periodo estd
incluida a duracio de fase pré-critro-
citica, mais o nimero de dias neces-
sarios para que os parasitos alcancem
niveis microscOpicos ou sejam capazes
de causar sinfomas.

Paroxismos Manifestagtes ciclicas da maléria aguda
que se seguem A esquizogonia de um
nimero elevado de parasitos de qual-
quer espécie. As mais comuns sio o
calafrio e febre. Um paroxismo pode
durar de 2 a 18 horas.

Acesso Pode incluir um ou varios paroxismos e
pode terminar espontincamente ou
apos a administragio de medicamento;
pode durar de um a muitos dias,

Anemia Perda de glébulos vermelhos por qualquer
causa. Na maldria, resulta da rutura
dos esquizontes maduros na ocasido de
cada esquizogonia. O aumenfo cres-
cente dos elementos eritrociticos cora-
dos em arul na ghta espéssa foi pri-
meiramente notado por Barber como
indicacio de anemia.




