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Insfitutc Nacional de Higiene y Salud Pablica.

Los diagnosticos de laboratorio sobre la infeccion amebiana en nues-
tro pais no son del todo satisfactorios debide, principalmente, a la falta
de personal entrenado cuidadosamente en esta clase de trahbajo.

Si esta falta de perscnal entrenade se hace ostensible en paises co-
mo Estados Unidos, segiin Jo ponen de manifiesto Wilfred Fl. Kellog y
Elizabeth A, Scott, en su articule titulade: "The labotatcry diagnosis of
amebiasis” y como lo expresa también Dobell, se hace mucho mas osten-
sible entre nosctros, yva que, se ve con gran frecuencia hacer diagnésti-
cos de Entamoeba histolytica frente a una deposicion muco-sanguinolen-
ta pioveniente de un sindrome disenteriforme, en el que, en realidad el
agente causal no es la Entamoeba histolytica, sino un bacilo disentérico
o una salmonella,

Ahora bien. jlos coadros de disenteria producidos por la Entamoeba
histelytica son frecuentes entre nosotros?

La pregunta gque nos foimulamos, hace tres afios ha servido de pau-
ta a este trabaio, gue tHene comeo Gnica finalidad, la de poder dar a quie-
nes se interesen, ciertcs datos que credémos son de gran utilidad para lle-
gar a un diagndstico seguro.

Muchas veces en una muestra de heces se encuentran parasitos que
por una u otraé razon, no es posible identificar en fresco; en estos casos,
mas vale no emitir concepto que aventurarse a darle un nombre al
azar.

5i uma muestia de heces es dudosa, debe practicarse un nuevo exa-
men sobre una segunda, y si es posible sobre una tercera muestra, para
ratificar o rectilicar el resultado del primer examen.

El hecho de gque una muestra sea negativa, no nos autoriza para ase-
gurar que el sujeto no es portador de parésitos, ya que muchos de éstos
aparecen en las heces en ciclos irregulares, en consecuencia, una mues-
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tra negativa en un primer examen, puede ser positiva en el segunde o ter-
cero, por lo cual, es recomendable cuando se sospecha la existencia de
parasitos intestinales en un sujeto, practicar examenes periddicos.

El examen en fresco debe ser completado con el examen por colo-
racién, por cuanto éste nos permitird llegar a la identificacién de varios
protozoos intestinales, por el reconocimiento de sus diferentes estructu-
ras citolégicas. Si en el examen en fresco hubo una duda sobre si se
trata de tal o cual parasito, el examen por coloracién nos permitira, es-
tablecer el diagndstico seguro del parasito en cuestion.

Al lado del examen en fresco y por coloracitén, el cultivo presta
gran ayuda en la identificacidon de ciertos parasitos, porque como pueden
ser estos muy escasos, al no ser vistos en el examen en fresco, lo mismo
gue en el examen por coloracién, encontrandose en condiciongs Optimas
en el medio de cultivo, desarrollan y permiten su identificacion. -

EXAMEN DIRECTO
A, COLECCION DE MUESTRAS Y OPORTIINIDAD DE EXAMEN

Se ha dicho vy discutide mucho sobre la vitalidad de la Entamoeba
histolytica, considerandosela tan fragil. que algunos autores recomiendan
practicar el examen de heces, si es posible "a la cabecera del lecho del
paciente’.

En realidad, los estudios realizados por diverscs investigadores y por
nosotros, sobre la viabilidad de la Entamoeba histolytica y de la Enta-
moeba coli, nos permiten afirmar gque es innecesaric realizar el examen
de la muestra de heces en estas condiciones, ya que. se puede llegar al
diagnéstico de estos protozocs, algunas horas después de emitidas las
materias fecales. .

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, recomendamos practicar
¢l examen de la muestra de heces dentro de las cinco primeras horas que
han seguido a sn emisién, lo que no descarta de ningin mode, la posibi-
lidad de realizar este examen en un lapso de tiempo mds corto.

Si insistimos en el hecho de gue tal examen pueda llevarse a cabo
satisfactoriamente algunas horas después, es porque en nuestro medio se
ha arraigado el criterio de la poca vitalidad en el exterior de la Entamoe~
ba histolytica, prejuicio que nos parece necesario desterrar, para evitar
ya sea la penosa tarea del laboratorista, de tener que transportar su ma-
terial de chservacion a casa del paciente, o la no menos desagradable del

paciente de trasladarse al laboratorio para que en él pueda practicarse el
eXAmen.
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Recomendamos gue la muestra recién emitida sea colocada en una
caja de cartén parafinado gue reune de un lado, la ventaja de su facil
transporte, v de otro, la de su impermeabilidad. A falta de ella, la mues-~
tra puede ser remitida al laboraterio en cuelguler vasija o recipiente apro-
piado.

B v C MATERIAL NECESARIO PARA EL EXAMEN DE HECES Y
METODO A SEGUIR

El material con que debe contar el laboraterista se reduce a: a)
Laminas periacbjetos; b} Laminillas cubreobjetos, las gue deben ser
comoe condicion indispensable, transparentes v limpias: ¢) Suvero fisiolé-
gico al 8.5 p. 1000; d) Solucién de lugol; e} Mondadientes con un extre-
mo aplanado.

Frente a una muestra de heces por examinar, se precede de la si-
gquiente manera: 17, Sobre una lamina portaobjetos. se coloca una gota
de suero Hsiolégico v otra de lugol; 2%, Con un palitc mondadientes se
toma una pequefia porcion de la muestra v se hace una emulsion, prime-
ro en la gota de suero fisiclogico v después en la de lugol, Es necesa-
rio que las emulsiones sean lo suficientemente delgadas., como para pex-
mitiz un buen examen, porgue de lo contraric se tropieza con graves difi-
cultades,

Hechas las emulsiones, se coloca encima de cada una, una laminilla
cubre-objetos v se procede a examinar: primero, la preparacion en suero
fisiolégico, v después la preparacién en lagol,

La preparacién con suero fisiologico debe ser examinada minucio~
samente, por lo menos unos 10 minutos y ella nos permitird percatarnocs
de la existencia o ausencia de formas vegetativas o quisticas de los dife-
rentes tipos de amebas, de Ia presencia de leucocitos, macréfagos, blas-
tocystis, todos los cuales tienen importancia en el diagnéstica. {1)

Practicado el examen en la preparacién con suero fisioldgico, se pro-
cede al examen de la preparacion en lugoel, examen que, como el ante-
ricr, debe ser realizado cor suma prolijidad, desde gue éste nos permiti-
rd apreciar ciertas estructuras, sobre todo en lo que se refiere al nicleo
v que son de la mayor importancia en el diagnéstico.

{1} En el presente trabajo solo nos Hmitamos a las amebas, dejande de lado los
flagelados v otra clase de parasifos intestinales.
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D DIAGNOSTHO DIFERENCIAL DE LOS DISTINTOS TIPOS DE
AMEBAS ¥ QUUSTES

Si en la preparacién con suero fisicldgico notamos la presencia de
Formas vegetativas de amebas, nos haremos inmediatamente la pregqunta:
;Frente a qué tipo de ameba nos encontramcs? ;Es Entamoeba histo-
lytica o es Entamoeba coli?  Para resolver esta pregunta, debemos pasar
revista a una serie de caracteres que nos permitirdn Hegar al diagndsti-
co del tipo de ameba, como son: el tamafo, movilidad, protoplasma, pseu-
dopodaos, nacieo,

1. Tamadic. La forma vegetativa de la Entamoeba histolytica

tiene por lo general, de 18 a 25 micras de diametro, pudiendo variar sus
dimensiones entre 15 y 40 micras. Dobell y muchos otros autores han
sefialado que, son distintos tipos o razas de este parasito, los que produ-
cen grandes o pequefios gquistes, y que, estas razas difieren también en
su forma vegetativa.
‘ [.a Entamceba coli en su forma vegetativa, por lo general tiene de
20 a 25 micras, pudiendo variar su dimensién entre 15 y 40 micras. De
tal manera que, e factor tamadio no nos permite en ningén caso estable-
cer un diagnastico diferencial entre la Entamoeba histolytica y la Enta~
moeba coli.

2. Movilidad. Brumpt, Craig. Wenvon, Faustus vy muchos
otros, censideran gue mientras la forma vegetativa de la Entamoeba his-
tolytica es muy movil, la forma vegetativa de la Entamoeba ccli, o no
progresa, 0 lo hace lentamente en una direccidn definida.

De oire lade, E. A. Paviova trabajando con cultivos y heces fres-
¢as, ha hecho una observacion comparativa sobre la locomocién de la
Entamoeba histclytica v de la coli, bajo varias condiciones, con ¢l objeto
de ver si la locomocidén puede servir como diagnéstico diferencial entre
estas dos especies. Facontrd que, la mayor movilidad la presentan am-
bas, cuando el Ph es de 6.5; del mismo modo que, presentan una mayor
movilidad a temperatura del cuerpo que a temperatura del laboratorio.

Ningunc de los dos tipos de Entamoeba, Histolytica o Coli, cuando
fueron recientemente aislados o vistos en cultivos a 3¥'c. mestraron una
marcada dilerenciacién entre ecto y endoplasma, teniendo iugar la loco-
mocién en ambos sin la formacion de pseudépodos hialinos, pseudépo-
dos que dichas especies producen algdn tiempo después de aisladas,

La Entamoceba histolytica retiene su movilidad v pseudépedos por un
periodo de tiempo mas largo que la Entamoeba coli, a causa de lo cual,
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la formacién de estas excrecencias ectoplasmicas son comunmente atri-
buidas a la Entamoeba histolytica.

Paviova considera que, la importancia de los pseudopodos ectoplas-
mices en el diagnostice diferencial, es solamente relativa v que puede ser
usado solo en conjuncién con otros caracteres,

En realidad, considerar la movilidad como factor basico para esta-
blecer un diagnéstico diferencial, nc nos parece acertado, ya que. tanto
una como otra, poseen caracteres muy similares.

Nesotres hemos tenide oportunidad de ver formas vegetativas de
Entamoeba coli moviles, algunas horas después de emitidas las materias
fecales. De otro lado, en las formas vegetativas de Entamoeba coli en
cultives de 24 y 48 horas de desarrcllo, hemos podido apreciar una mo-
vilidad igual a la que presentan las formas vegetativas de Entamoceba
histolytica, en cultivos de igual tiempo de desarrollo.

Cuando las muestras de heces son viejas, las formas vegetativas de
la Entamoeba histolytica presentan una movilidad muoy reducida, feno-
meno que es igualmente apreciable en las formas vegetativas de la Enta-
moeba coli. '

3. Proroplasma. La mayor parte de los autores consideran que
en las formas vegetativas de la Entamoeba histolytica se pueden apre-
ciar perfectamente dos elementes: ectoplasma v endeplasma.

El ectoplasma es claro, de aspecto vidrioso, especialmente cuando
el organismo estd en movimiento, mientras que, el endoplasma es mas
granuloso y muy refringente en su estructura, pudiendo contener gidbu-
los rojcs. no asi bacterias ni vacuolas, presentandose estas tliimas solo
en las formas degeneradas. En cambio, en la Entamoeba coli, el cito-
plasma aparece descolorido y mas refringente gue en el de la Entamoe-
ba histolytica; el endoplasma es de apariencia granulosa, presentando va-
cuolas, las que pueden contener bacterias, cristales, células vegetales y
otros materiales, mas no glébulos rojos.

Tanto la Entamoeba histolytica como la Entamceba coli, segin lo
hemos podido observar, presentan ecto y endoplasma perfectamente vi-
sible (Fig. N* 1). Por lo tanto, considerar que la Entamoeba coli no
presenta ectoplasma bien diferenciado, o que éste, es muy poco visible,
nos parece demasiado radical, ya que en una como en la otra, la forma-
cién de pseudépodos se debe al ectoplasma, y, al hablar de la movili-
dad, insistimos en el hecho de que son igualmente moéviles, pudiendo no-
tarse en las formas en movimiento de la Entamoceba coli, la presencia de
un ectoplasma hialino, semcjante al que presentan las formas moviles de
la Entamoeba histolytica. {Fig. Nos. 1 v 2).
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El endoplasma si presenta caracteres que deben ser tomados muy en
cuenta.

Mieniras que en la Entamoeba histolyiica el endoplasma es granu-
{osc, fino, en la Entamoeba coli es muy vacuolado, dandeo el aspecto de
una verdadera esponja, carfcter éste de gran importancia v que {lama la
atencién desde el primer momento.

De otro lado, se ingste en el hecho de que las formas vegetativas
de jz Entamoeba histolytica pueden contener glébulos rojos, mientras que,
las de la E, coli no, toméandose en consecuencia la presencia ¢ ausencia
de glabuios rojos en el protoplasma de la ameba como un caracter funda-
mertal de diferenciacién.

Pero. los trabajos de Dobell (1036} quien demostrd la ingestion de
gloébulos rojos in vitro, por ciertas razas de Entamoeba coli, las cuales
desarrollaban en cultivo, ha puesto en duda la veracidad de este fenéme-
1o como un carbcter de disgnéstico distintive,

Ya Lynch {1934) habia considerado a la Entamoeba coli con capa-
cidad para la ingestién de glébulos rojos, pero las cpiniones ofrecidas por
¢él. no fueron lo suficientemente concluyentes para dejar este hecho es-
tablecido,

S bien es cierto que la ingestion de glébulos rojos por I Eantamoe-
ba coli en los tubos de cultivo, como lo demostrara Dobell, constituyen un
heche sugestive, no podia ser tomade como definitive, en vista de gue el
comportamiento de los micro-organismos in vitro, es muy diferente al que
presentan in vivo, por lo tanto, se requeria una confirmacion mas feha-
ciente de este hecho, que lo encontramos en los trabajos de Ernest E.
Tizzer (1938} gquien en un caso de obstruccidn intestinal, que presentara
una deposicion muco-sanguinolenta, pudo observar la presencia de ame-
bas, las cuales habian ingerido glébulos rojos.

El estudio detenida del parasito, su desarrollo en los medios de cul-
tivo, las inoculaciones en animales, etc., permitieron demostrar gque se
trataba de una Eantamoeba coli y no de una Entamoeba histolytica, como
pudo haberse pensado. De lo cual se desprende que, la presencia de
globilos rojos en ¢l interive de una ameba, no nos autoriza para etigue-
tarla como histolytica, sin antes haber hecho un estudio morfolagico de-
tenido, puesto que ambas son capaces de ingerir glébulos rejos. {Fig.

N 3)

4. Pseuddpodos. Se alirma que mientras en la Entamoeba his-
tolytica los pseudépodos formados rapidamente por el ectoplasma pue-
den ser largos, en forma de dedos de guante, o cortos, después de lo cual
¢l endoplasma progresa dentro de él, realizidndose en esta forma el mo-
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vimiento del parasito, en la Entamoeba coli los pseudépodos se forman
lentamente, siendo a menudo retirados sin que la ameba se haya trasla-
dado. )
Tal aseveracién no nos parece ser incuestionable, puesto que una y
otra, emiten pseuddpodos rapidamente, los que se forman merced al ec-
toplasma hialino. En ambas especies, una vez formado el pseudépede,
el endoplasma granulcso se desplaza en su interior para volver a emitir

ctro pseudopoedo, realizandose en esa forma el movimiento del parasito.
(Fig. Nes. | v 2}.

5. Nicleo. En las preparaciones con suero fisiclégico, usual-
mente el nicleo, tanto de la Entamoeba histolytica como el de la Enta-
moeba coli es invisible, pero algunas veces no obstante, puede ser visto
en la E. histolytica como un anillo formado por pequefios granulcs muy
relringentes con kariosoma central, mientras que en la Entamoeba coli el
anillo se presenta formado por gruesos granulos muy refringentes con ka-
rioscma excéntrico.

Es la preparaciéon con lugol la que nos permite en fresco hacer un
estudio mas detallado acerca del nicleo. En la Entamoeba histolytica
(preparacién con lugel) se aprecia el nicleo como un fino anille forma-
do por pequefios granulos muy refringentes de color amarillo canario,
presentando un kariosoma también relringente en posicién central o sub-
central. En la Entamoeba coli, el nucleo se presenta igualmente como
un anillo, pero formade por gruesos granulos de cromatina. presentando
un kariosoma grueso, la mayor parte de las veces excéntrico.

Debemos tener presente que en ciertas ocasiones el kariosoma en la
Entamoeba coli se presenta en posicién sub-central y hasta central. En
estos casos el examen en fresco no nos permite llegar 2 un diagnéstico,
siendc necesario recurrir al examen por coloracién.

Formas prequisticas. Asi en la Entamoeba histolytica como en la
Entamoeba coli, la forma pre-quistica es un estadio de transicién entre
la forma vegetativa v la forma quistica, afectando una forma redonda o
ligeramente ovoide, por lo general carente de movimiento o presentan-
do la emisién de pequefios pseudépodos.

La forma pre-quistica presentz un solo nicleo que tiene las carac-
teristicas propias del tipo a que pertenece. Algunas veces se encuen-
tran cuerpos cromidiales en el interior del endoplasma, semejantes a los
que presentan los quistes.

En estas formas el diagnostice diferencial se basa en el nucleo, cu-
vos caracteres hemos sefialado antericrmente,
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Quistes. En las preparaciones con suero [isiologico los quistes de
la Entamoeba histolytica se presentan de forma redondeada, muy re-
fringentes, pudiendo su tamafic variar segin la raza o tipo de éste pa-
casite.  Puede notarse también la presencia de cuerpos cromidiales, so-
bre todo en Jos quistes inmaduros uni y bi-nucleados. Los cuerpes cro-
midiales se presentan como barras de bordes netos, muy refringentes,
siendo su nimero variable.

Es en ia preparacién con lugol, en la que se pueden apreciar niti-
damente los micleos, con los caracteres que sefialamos anteriormente pa-
ra las formas vegetativas, debiéndose indicar que en los quistes cuadrinu-~
cleados, los nicleos son més peguefios y por lo tanto, dificiles de dife-
renciar. Las masas de glicbgeno que generalmente se presentan en los
quistes inmaduros, uni y bi-nucleados, se aprecian de coler bruno.

Los quistes de Entamoeba coli se presentan unas veces de forma
esférica, otras de ferma oval, pudiendo afectar las formas mas capricho-
sas. Otro tanto podemos decir en lo que se refiere al tamafio, pues, al
lade de quistes pequefios pueden encontrarse ofros de mavores dimen-
siones. En las preparaciones con svero fisicldaico, es posible apreciar
la presencia de cuerpos cromidiales en los quistes inmaduros de 1 a 4
micleos, los que afectan formas Hidormes, en bastén, ¢ barras gruesas
de bordes dentellados. {Su estudio en detalle lo haremos al ocuparnos
del capitulo de coloracion}.

En las preparaciones con lugol se pueden apreciar nitidamente los
niclees, gwe generalmente son §, pudiendo enconloorse quistes con 16 6
32. Los nacleos presentan caracteres semejantes a log de las formas
vegetativas, feniendo presente que en los guistes con grsn numero de
nucleos, éstos son mas pequefios v por lo tanto mas dificiles de dife-
renciar.

En los quistes inmaduros, generalmente de 1 a 4 nicleos se puede
distinguir las masas de glicoégeno feflidas de un colcr brunc a causa del
vode, Sien la muestra en fresco se constata la presencia de quistes con
2 6 4 nucleos, el examen debera ser muy meticulose, porgue de lo con-
traxio se puede cometer un grave error, diagnosticandose guistes de coli
cuando se trata de histolvtica o vice-versa.

E. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL CON LOS LEUCOUITOS,
MACROFAGOS Y BLASTQCYSTIS

No es infrecuente observar muestras de heces muco-sanguinolentas,
en las gue se nota la presencia de macrdfagos v leucocitos en abundan-
cia, y acerca de las que con relativa frecuencia se hace el diagnéstico
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de amebas, error muy lamentable por cierto debido generalmente a la fal-
ta de experiencia del laboratorista.

Si en las formas vegetativas de amebas es posible ver (prepara-
ciones ccn lugol) un niicleo con nucleclo central (histolytica) o excén-
trico {(coli), en los macrofagos o leucocitos se aprecia este elemento
con las caracteristicas propias del tipo a que pertenece: nicleo volumino-
s0 en los macréfagos o dividido en segmentos en lcs polinucleares, sin
que pueda apreciarse en ninguno de estos tipos el nficleo en rueda que
presentan las amebas. {Fig. N¢ 20},

Otro elemento que frecuentemente se presta a confusién, sobre todo
con las formas quisticas es el Blastocystis hominis {Brumpt). FEl Blas-
tocystis hominis se presenta en las heces, bajo la forma de elementos glo-
bosos, de un diametro que varia entre 2 a 15 micras, formado por una
capsula incolora, mucilaginosa, mas o menos espesa, segtn los casos,
presentando una gran vacuola central que no se colorea con el yodo vy
posee uno o muchos nucleos con grueso kariosoma. (Fig. N* 19).

En los medios usuales de cultivo para amebas o flagelados intesti-
nales, les Blastocystis ‘desarrollan con gran facilidad, adquiriendo for-
mas variadas, que semejan muchas veces amebas en division. En los cul-
tivos también pueden encontrarse Blasiccystis de 30 a 35 micras de dia-
metro.

Entre nosotros el 75.39% de las muestras de heces presentan Blas-
tocystis de donde se desprende la gran importancia que tiene su recono-
cimiento para establecer un diagndstico diferencial.

DIAGNOSTICO PCOR COLORACION
A, METODO EMPLEADO

Cemo técnica de coloracién, hemos empleado la hematcxilina férri-
ca de Heidenhain.

Material:
Fijador: Liquido de Schaudinn.

Sol. satur. de bicloruro de Hg. . . . . . 2 vol.
Alcohol de 95 . . . . . . . .. ... 1 vol
Ac. acético glacial, para 95 cc. . . . . . 5 cec.

Se mezclan dos voliimenes de una solucion saturada de bicloruro de
mercurio y un volumen de alcohol de 95°. Esta mezcla puede guardar-
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se como stock, adicionandosele en el momento de usar, acide acético
glacial en la proporcion de 5 ¢.¢. para 93 ¢.c. de mezcla.

Mordiente:
Alumbre de hierro . . . . . . . . . . 4 grs.
Aguadestilada . . . . . . .. . ... 100 cc.

Para preparar la solucidn de alumbre de hierre {sulfato doble de
amonio y sesquiéxido de fierro} es indispensable emplear los cristales
de color violeta claro, no debiéndose usar cristales pequefios o alumbre
de hierro en polve, sino, cristales grandes que se conservan perfectamen-
te en bocales de boca ancha, En el momente de hacer la solucién, se
pulveriza en un mortero la cantidad necesaria. obteniéndose asi la diso-
lucion inmediata; el liquido resultante debe ser absolutamente limpio. {Es-
ta solucion debe ser hecha en frio).

La preparacién de grandes cantidades resulta inoficiosa por no con-
servarse bien,

Colerante:

Sol. alcoh. de hematox. al 10x 100 , . . 10 c.c.
Aguadestiiada . . . . .. .. ... ... 9 cc

Se obtiene preparando una solucién de hematoxilina al 10 x 100 en
alcohol de 90°, de la cual se toman 10 c.c. y se le agrega 90 c.c. de agua
destilada. La solucién de hematoxilina asi preparada. se le coloca en
un Frasco de color obscuro, guardandola al abrigo de la luz. {Cuanto mas
tiempo tenga la solucitn de hematoxilina tanto mejor).

FTECNICA DE COLORACION

Extensidn, Lo primero que deberd hacerse es extender la mues-
tra, para lo cual, si ésta es pastosa, se procede de la siguiente manera:
Se pone una buena cantidad sobre una lamina v se la emulsifica con sue-
re fisiclogico. De alli se saca un poco gue se extiende sobre otra lami-
na o laminilla. Esta altima tiene la ventaja del facil manipulec v dei
emplea de pequefias cantidades de reactivos, lo que ha servido para que
su uso se hava generalizade mucho en EE. UU. v sobre todo en Ingla-
ierra,
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La extensién se hace valiéndcse de una pinza curva teniendo cuida-
do que sea delgada y uniforme. S5i la muestra es mucosa, muco-sangui-
nolenta o liquida, se procede directamente a hacer la extensidén con la pin-
zZa curva mencionada.

2° Fijacion. Hecha la extensién sobre la laminilla, ésta se co-
loca de tal manera que el Frotis flote sobre €] fijador {liquido de Schau-
dinn} durante un minute, luego se la invierte permaneciendo en el fi-
jador pcr espacio de 10 minutos.

3* Alkohol de 30°........ 10 minutos.

4*  Alcohol de 700.. ... __. 12 horas. (El alcohol de 70° se lo em-
plea como conservador, pudiendo dejarse en &l las laminillas un tiempo
mas largo,

5°  Hidratacicn.

Alechol de 50 . . 5
Alcohol de 300 . | . e .. 5
Alccholde 10¢. . . . . ... 5§
Agua destilada . . . 5

minutos
'
.

,s

6" Mordiente. Se colocan las preparaciones en alumbre de hierro
al 4 » 100 durante 24 horas.

7* Lavar con agua destilada de 1 a 2 minutos,

8¢ (oforear en la solucidn de hematoxilina férrica durante 24 ho-
ras.

9* lLezwar con agua destilada de 2 a 5 minutos.

1 Diferenciacidn. La diferenciacidon se hace con una solu-
cién de alumbre de hierro, diferente de Ia que sirvié para mordiente,
La concentracion puede ser la misma o mas débil, al 2 x 100. La dife-~
renciacion se deberda hacer con control microscépico, pudiendo éste va-
riar dentro de limites muy amplios segin las partes que se quieran po-
ner en evidencia. Fsta es la gran ventaja del método de Heidenhain.
El, permite al vhservador poder diferenciar los méas finos detalles citolo-
gicos, pero expone al inexperto a graves errores de interpretacion. En
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efecto, los resultades obtenidos varian segin la duracién de la coloracién
v de la diferenciacién, lo que habra de tenerse muy presente para no sa-
car conclusiones errdneas de una diferenciacion incompleta o muy prolon-
gada, por eso, en una misma preparacién ne todos los nticleos tendrén la
misma coloracidon; unos estaran muy diferenciades v les ofrcs poco,

En una preparacién bien hecha, las estructuras celulares resaltan en
regro intenso sobre un fondo incolors o poco celoreado. La coloracion
es muy enérgica y precisa.

11" Lavar en agua de caflo a chorro continuo 10 a 15 minutos.
12¢  Deshidratacién:

Alechol de 10+ . . . . |,
- B 4
v . 70v L.
e ., 830 .
" .93 .
.. absolute . . . . . . . 1

minufos

< Uhoa W W Lh b

13 Xidol . . . .. L. oL 10
14" Montaje. En balsamo de Canada o en resina de Damar.

El método de coloracion por medio de la hematoxilina férrica de Hei-
denhain, es el méas importante entie todas las técnicas citoldgicas para
la coloracién de protozoos en fretis.  Parece haber reemplazado todos los
métodos con colorantes derivades de la anilina, porque dan resultados
menos estables.

B. DIAGNQSTICO DIFERENCIAL ENTRE LOS DIFERENTES
TIPGS DF AMEBAS

Cliroplasma. Fl citoplasma en la forma vegetativa de la Entamoeba
histclytica se presenta de un color plomizo, de aspecto finamente granu-
loso, libre de bacterias, pudiendo contener glébulos rojos, los que se pre-
sentan de un color negro (Fig. MNos. 5 v 6}, pero cuando en este parasi-
to se han producido fendmenos degeperativos, el citoplasma se torna va-
cuclado, pudiendo ser confundido con ofras especies existentes en el in-
iestino humano.
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En la Entamoeba coli el protoplasma normalmente presenta gran
cantidad de vacuwolas y bacierias (Fig. Nos. 2 y 4) no siendo extrafio
encontrar incluso glébulos rejos, como lo expusimos en el capitulo ante-

rior. (Fig. N¢ 3},

Nrucleo. Membrana nuclear. Esta, en la forma vegetativa de
la Entamoeba histolytica se aprecia como un fino anillo de color negro
intenso, presentando sobre su cara interna pequefios y numerosos granu-
los de cromatina intensamente tefidos {de negro) vy regularmente dis-
puestos . (Fig. Nos. 5 y 6).

En la Entamoeba coli es gruesa. de color negro intenso, presentando
en su cara interna gruesas y poco numerosas masas de croinatina inten-
samente teflidas v dispuestas de manera icreqular, (Fig. Nos. 3,4, 7 v 8).

Kariosoma. En tanto que en la Entamoeba histolytica se vé co-
mo un pequeno punfc de cromatina teflido de negro, ocupando una po-
sicién central o sub-central en el nicleo, en la Entamoeba coli se presen-
ta como un grueso punto de color negro, ocupando una posiciéon la ma-
yor parte de las veces excéntricas con respecto al nicleo.

Entre el kariosoma y la membrana nuclear en la Entamoeba histo-
lytica muchas veces se aprecian trazas de la red de linina, a manera de
finas fibrillas que semejan los radios de una rueda de carreta con el que
muoy bien se le ha comparado. (Fig. Ncs. 5 y 6).

En la Entamoeba coli, entre el kariosoma y la membrana también
se aprecian trazas de la red de linina a manera de radies, pero dando
en conjunto al nicleo, el aspecto de una rueda rota. (Fig. N* 7).

Algunas veces se nota que el kariosoma en la Entamceba coli. lejos
de presentarse como hemos dicho excéntrico se presenta en posicién sub-
central y hasta central (Fig. Nos. 3 v 4).

En estos casos, los caracteres correspondientes a la membrana nu-
clear, que dijimos es gruesa, las masas de cromatina también gruesas v
poco numerosas, y, el kariosoma voluminoso, son los que permiten hacer
el diagnostico.

Formas pre-quisticas. Las formas pre-quisticas tanto de la Enta-
moeba histolytica como las de la Entamoeba coli, muestran caracteres
semejantes a los que presentan las formas vegetativas, en lo que al proto-
plasma y nicleo se refiere, y, de los que no nos ocuparemos por haber-
lo hecho anteriormente.

No es raro apreciar la presencia de cuerpos cromidiales en el cito-
plasma, cuyos caracteres son semejantes a los de los gquistes. De dichos
cuerpos nos ocuparemos detalladamente al tratar de estos dltimos.
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Chuistes. Los quistes de la Entamoeba histolytica son caracieris-
ticos en su merfologia, presentindose el protoplasma de un color gris-azu-
lado, mientras la estructura nuclear v la de los cuerpos cromidiales se
tifien intensamente en negro. Bl tamafio de los quistes varia segn las
razas de este parasito. Generalmente son de forma esférica, pero pue-
den ser ovoides y rara vez de contornos irregulares. El ndmero de ndg-
cleos varia de 1 a 4. no obstante, se han descrito casos de quistes de En-
tamoeba histolytica con & y 8 nucleos. En los quistes uni v bi-nuclea-
dos, la estructura de los nicleos es semejante a la de las formas vegeta-
tivas: membrana nuclear muy fina, con pequefios ¥ numeiosos granu-~
fos de cromatina dispuestos reqularmente, kariosoma fino en posicién cen~
tral o sub-central y entre éste v la membrana nuclear, delicadas fibrillas
de la red de liniva. TEn los quistes cuadrinucleados, los ndcleos son mas
pequefios v por le tanto dificiles de diferenciar, pero los caracteres se-
flalados anteriormente respecto de la membrana nuclear, kariosoma, etc..
ayudan enormemente en esta labor.

Los quistes inmaduros v especialmente los uni v bi-nucleados, pre-
sentan cuerpos cromidiales que generalmente desaparecen en los quistes
maduros. Las masas cromidiales se presentan como barras de color ne-
gro o de forma fusiforme, de extremidades redondeadas, siendo su nime~
ro variable, ya que, al lado de qmstes con un cuerpo cmmxd;ai pueden
haber otros con 2 & mas. (Fig. Nos. 17 v 18).

Los quistes de Entamoeba coli presentan un citoplasma granuloso
de color gris azulado, mientras la estructura nuclear y los cuerpos cro-
midiales se tifien de negro intensamente.

El tamafio de los quistes es muy variable, Jos hay grandes y chicos.
Otro tanto podemos decir de la forma, pues hay esféricos, ovales v de
contornos muy irregulares. E} ntwero de nicleos por lo general varia.
de 1 a 8§ aungue se encuentran asimismo Guistes con 16 v hasta 32 ni-
cleos.

En lcs guistes inmaduros, la estructuta de los nicleos es semejante
a la de las formas vegetativas: membrana nuclear gruesa, con gruesas
masas de cromatina irregularmente repartidas, kariosoma voluminose y
excéntrico v entre éste v la membrana nuclear, delicadas fibrillas de la
red de linina.

En los quistes bi-nucleados, los nicleos son mas pequefics, por lo
tanto dificiles de delinir, pero, los caracteres sefialados antericrmente res-
pecto de la membrana nuclear. kariosoma, etc., facilitan el diagnostice.

Usualmente, los guistes inmadures de 1 a 4 nicleos presentan cuer~
pos cromidiales que afectan formas filiformes, en bastén, o barras grue-
sas de bordes dentellados. formas muy caracteristicas de esta clase de
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quistes y de gran importancia para e} dipgnéstica. Bl namero de cuer-
pos cromidiales en el interior del quiste varia grandemente, pues, puede
encontrarse | @ mas. (Fig. Nos. 9, 10, 1}, 12, 13, 14, 15 v 16).

Las mazas de glicdgeno gue generalmente se presentan en los guis-~
tes inmaduros de 1 a 4 nicleos se aprecian como una vacuola en el ci-
toplasma. ‘

C. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL CON LOS LEUCQOQCITOS.
MACROFAGOS Y BLASTOCYSTIS

El diagnostico diferencial entre amebas, {Histolytica o coli) leuco~
citos y macréfagos en las preparaciones coloreadas es sencillo: en las ame-
bas se aprecia el nicleo con los caracteres que hemos sebalado anterior-
mente en detalle: en los macrdlagos o leucocitos se aprecia igualmente
este elemento, pero con los caracteres propios del tipo a que pertene~
cen, sin gue sea posible en ningtin caso chservar el clasico nicleo en
rueda, propio de la clase de amebas que es materia de este trabajo.

En lo que atafle a los Blastocystis, es igualmente sencillo poder dife~
renciarlos, va gue se ven como elethernitos globosos formados por una cap~
sula tedida de negro, presentando de frecho en trecho en la periferia
une o varios nicleos con grueso kariosoma v una gran vacuola central,
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EXPLICACION DEL CUADRO Nv |

Microfotegrafia de una forma wvegetativa de E. coli ¢n movimiento. {Pre-
paracidon con lugol}.

Fotografia de dibujo tomado en cédmara licida de una forma vegetativa de
E. coli, coloreada con hematoxilina férrica.

Microfotografia de una forma vegetativa de E. coli mostrande gléhulos ro-
tos en el protoplasma. {Coloracitn: Hemetoxilina férrical.

Fotografia de un dibujo tomado en camara licida de una forma vegetativa
de E. coli. en la que se apracian con nitidez las estructuras nucleares. (Co-
loracidn: Hematoxilina férrica).

Microfotografia de una forma vegetativa de E. histolvtica. (Coloracién: He-
matoxilina férrica}.

Fotogralfia de dibujo tomado en camara Iicida correspondiente a la micro-
fotografia N+ 3.

Microfotografia de una forma vegetutiva de E. coli, {Coloracitn: Hema-
toxilina férricml.

Fotogralia de dibujo tomado en camava licida corcespondiente a la micro-
fotografia Ne 7.

Microfotografia de un quiste de E. coli en el gue se puoeden apreciar cuer-
pos cromidiales de forma Fhliforme. {Coloracion: Hematoxilina Frrica).

Fotografia de dibujo tomade en camara lGoida correspondiente a la microfo-

tografia NY 9 v en la que se puede ver con mas claridad las barras de cro-
matina.

Microfotografia de un guiste de E. coli #n 2] gue se pueden aprecinr cuer-
pos cromidinles de forma filiforme. {Coloracion: Hematoxilina #érrical.

Fotografia de dibujo tomado en camara licida correspondiente a la micro-
fotogratia Nv 1L

Microfotografia de un quiste cuadrinucieado de E, coli en ¢l que se pue-
den apreciar cuerpos cromidiales en forma de barras irregulares. (Colora-
cign: Hematoxilima férrical.

Fotogralin de dibujo tomado en camara hicida correspondiente a la micro-
fotografia Nv 13,

Microfotografia de un gquiste binucleado de E. coli. en el que se pueden

apreciar cuerpos cromidiales en forma de barras irregulares. (Coloracion:
Hematoxilina férrica).
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Fotografiz de dibujo tomado en cémara licida correspondiente a la micro-
fotogratia WNe 15,

Microfotografia tomada de un quiste de E. histolytica presentande una ba-
rra de cromating de aspecto fusiforme. (Coloracion: Hematoxilina férrical,

Fotografia de dibujo tomado en cdmara licida correspondiente a ia micro.
fotografia Ne 17,

Microfotogratfia tomada en fresco de un Blastocystis hominis,

Microfotografia tomada en fresco de una muestra de heces en la que se
aprecia macrdfagos.
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