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En técnica hehmintolégica, como es sobrada-
mente conocido, solamente se recurre a la tin-
cion de los ejemplares cuando se trata de anillos
de cestados o de los pequenos trematodos, y
para esto se emplea casi exclusivamente la colo-
racidn por el carmin, con el subsiguiente paso a
traves de los alcoholes, para su deshidratacion y
el montnje en bilsamo del Canada, previa acla-
miento del preparado con xilol.

Tumbién se ha utilizado el carmin asociado
al dcido lactico puro que colora y aclara la
mismo tiempo,

A nuestro modo de ver, estos métodos tienen
la gran desventajn de dar una coloracion uni-
forme, no poseer ninguna selectividad y por
tanto hacer dificil la diferenciacion de los orga-
nos internos del pardsito, ya que todos aparecen
del mismo color, sin mas que la varincion de
intensidad, porlo cual no dan contraste y resulta
dificil y aburrida su utilizacién.

Tan es asi, que en todas los téenices se reco-
mienda llevar muy lejos la coloracion, hasta que
los testicrfos aparezcan en color rojo intenso
a fin de tener la seguridad de que han sido teni-
dos todos los drganos. Esta falta de gradacion
del color v, sobre todo, la carencia de metacro-
masia, nos ])url‘rili tan grave defecto en estos
métodos que, desde el primer momento, dirigi-
mos nuesiros esfuerzos a lograr un método que
permitiera llenar esta laguna y al propio tiempo
facil y hacedero que el del carmin, y
por nhadidura mas rapido y econdmico, aunque

fuern mis

esto no sea un requisito tan fundamental.
Para la  consecucion de estos propositos
aparecian, a nuestro entender, dos caminos fun-

ia Experimental de la U. R. &, 5, yde Helmintol

i de Mosca,

damentales: uno, el seguido por el profesor Abe-
lardo (‘ml][‘gu; olro, el L'mpfi'o de los derivados
del método de coloracion de Romanowsky.

El prolesor Gallego, admirando ln metacro-
masia que se obtiene con el azul de metileno,
principalmente con los azules vigjos v la tionina,
se lamentaba de que estos coloruntes derivados
de ln rosanilina, que tan buenos servicios pres-
taban y prestan a lo téenica bacteriologica, no
pudieran ser utilizados en histologia, ya que por
su gran solubilidad en los elcoholes, son arras-
trndos por éstos durante el proceso de |a deshi-
dratacién del preparado, con lo cual éste que-
da destefiido; y gue aun sometidas a un tra-

tamiento especifico, las preparaciones obteni-
dus, no se conservan mucho tiempo.

Ademas, parece ser, que el profesor Gallego
tenfa cierta dificultad en la vision del color rojo,
daltonisma, eircunstancia gue tumbien influyé
en la orientacion que siguid hasta descubrir sus
métados de coloracion a base de la fuchina fe-
nicadu y el formol, tanto para la coloracion his-
Loldgica, como tambien para la tincidn del Myco-
bacterium tuberculoso, modificacién del método
de Kénrich, asi en los espuios, como en los te-
jidos.

Por mas que no sea nuestro proposito seguir
paso a puso el proceso que permitio & Gallego
llegur u sus procedimientos de coloracidn, hemos
creido conveniente explicar esto, siquiera sen
someramente, a fin de hacernos una idea de lu
génesis de los mismos, ya que nos llevs de la
mano a la justificacién de nuestru predileccion
por ellos en este caso.

Los colores de aniling derivados del trifenil-
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metane, pueden cambiar de color por la trans-
formacién de la rosanilina en pararosaniling,
siendo las sales de la primera, rojus y los de la
segunda, azules. ¥ asi tenemos que el triclorhi=
drato de trilenilmetano, fuchina bésica es un
colorante rojo, el llamado clorhidrato de rosani-
lina, mientras que los clorhidratos de pararosa-
nilina son colorantes azules. Esto pavece ser lo
conseguido por el profesor Gallego haciendo
sctuar sobre la
fuchina, clorhi-
drato de rosani-
lina, el formol,
cuya radical me-
tilo se uniria a
la primera dan-
do lugar o una
violeta, aunque
no se pueda de-
Lerminar porgue
la reacrion en el
tejido es muy compleja y hasta la fechn no se
ha estudiado, este proceso, al menos que nos-

ion es
de tener también en cuenta el dcido fénico, si
bien, nosotros creemaos, que éste mas actia
como mordiente que como verdadero reactiva,

Asi pues, tratando les cortes tenudos por ln
[uchina fenicada diluide, con el formol en solu-
cion, consiguio Gallego transformar la rosaniling
en pararosanili=
na, y por tanto
cambiar el color
de rojo en nzul.

Pero lo mis

otros sepamaes. Por otra parte, en lu reac

interesante de
este método, es
que la colora-
cidgn obtenida
por la transfor-
macién de la fuchina en violeta, do una gran
metacromasia y lo gue es todavia més intere-
sante, se obliene por este proceder una colora-
cion fija, un color insoluble en alcohol y que por
ende permite su empleo en la téenica histoldgica
que exige para la deshidratacion el paso por la
serie de alcoholes, sin que en este tiempo des-
aparezca la coloracion, cual ocurre con el em-
pleo de los colores de anilina, (uzul de metileno,
tionina) tan ricos en gama cromdtica.

Platynosomn,— Método de A. Gallegs

Platynosoma s, p.—Método de Giemsn.

ISR M T

Ademads, las prepuraciones logradus por este
método son bastante resistentes a la accion del
tiempo, lo que permite conservar prolongada-
mente el material de estudio,

El método fundamental de Gallego o Fuchina-
Formol (fuchina acética-formol acético) y el me-
todo de coloracién de las fibras eldsticas y de Ja
mucing, solos o con tincion complementaria del

fondo con la solucion de eosina o lu de picro-
indigo ~carmin,
son las que he-
mos empleado.

Método  fun-
damental. Fo-
china-lormof,—
Hemeos operado
siempre con
nuestros  platy-
Nnosomns }' con
Dicrocoelium
lanceatum, los
cuales se conservaban en el liquido de Barba-
gallo (formalina comercial, 3-5 ¢. ¢.; cloruro de
sodio, O'75 gramos y agua destilada, 100 ¢, ¢)),
con l(’ ('“lll ((?I\:\i(ll‘.l'[’lblllnoﬁ Ieﬂiif.ﬂllg (‘.i [):‘1111(’F
tiempo de fijacion en formol al 1O " .

Los parasitos se trasladan a un pocillo que
contiene la solucion acuosa de {uchina fenicadn
de Ziehl (agua destilada, 10 e. c.; fuchina de
Ziehl, X gotas), donde permanecen por lo me
nos 1O-15 mi-
nutos, hasta que
bien
teiidos los dife-

lI|H|H.'2’.C(HI

rentes Organos,
lo cual se con-
trola al micros-
copio.

Lavado abun-
dunte en agua.

Virofijacion en la solucion de formol al 1 por
100, hasta que los cortes adquieran un color
violeta, (agua desiilada, 10 ¢. c.; formol, [T go-
1as).

Lavado en ugun, deshidratacion en alcohal de
05" y nbsoluto,

Acluramiento en xilol fenicado al 5 por 100,
o en esencia de trementina fenicads al 2 por
100, o en otra esencia aclarante.

Montaje en balsamo del Canada.
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Comao se trata de parasitos completos y no de
cortes es conveniente después de la inclusion
ejercer una presion suave pero intensa sobre el
cubre a fin de conseguir ln mayor finura posible
de la preparacién y por lo tanto mayor transpa-
rencla.

Para utilizar la eosina o el picro-indigo-car-
min en solucion, se emplea en la tincidn Ia
fuchina acética (fuchina fenicada de Ziehl, X go-
tas; dcido acético, | pota; agua destilada, 10
c. c.) y la virofijacion en formol acético (agua
destilada, 10 ¢, c;; formol, Il gotas; dcido acé-
tico, | gota); después de lo cual se luva y tine
en solucion de eosina al 1 por 100 durante

unos segundos.

Lavado en agua, deshidratacion, uclaramiento
y montaje como el método fundamental.

Se puede sustituir la eosina por la solucion de
picro-indigo-carmin (solucion acuosa al T por
100 de carmin de indigo, 1 parte, y solucion
acuosa saturada de dcido picrico, 2 partes), que
acttta durante un minuto, para la coloracidn de
fondo complementaria.

El mérodo de coloracion de las fibras eldsti-
cas y de la mucina tiene por lundamento la sen-
sibilizacion por el formol-nitrico-férrico, colora-
cion por una solucidn mas concentrada de fu-
china fenicada y virofijucion en la primera de
las soluciones.

Los parasitos sacados del liquido de Barba-
gallo se llevan a la sensibilizacion en el formol-
nitrico-ferrico (ngun desiilada 10 c. c.; formol, Il
gotas; acido nitrico, T gota; percloruro de hie-
rro liquido diluido en agua al 10 por 100, [
gota); donde se tienen de uno a dos minutos.

La coloracion se efectia directamente de la
sensibilizacion, es decir, sin lavar, en solucion
de fuchina al 7*5 por 100 (agua destilada, 10
¢. ¢.; fuchina fenicada de Ziehl, XV gotas; dcido
acélico, [ gota), durante diez a quince minutos,
controlando la coloracion al microscopio como
se dijo en el método fundamental, despues de
lo cual se lavae y se hace la virolijacién en el
formol-nitrico-férrico citndo, donde se tienen el
tiempo necesario para gue adquieran un color

violeta.

Lovado en agua, deshidratacién, aclaramiento
y montaje en bilsamo como en el método fun-
damental.

También se puede dar una coloracion comple-

mentatia por la eosina o el picro-indigo-carmin,
como para el método de la fuchina acética, con
lo que se consiguen dos variantes del método.

Como en nuestros ensavos hemos obtenido
mejores resultados con los métodos propios, es
decir, sin emplear coloracion complementaria
por las soluciones de eosina o de picro-indigo-
carmin, & estos nos referiremos exclusivamente.

El cuerpo del pardsito queda tefido en un
violeta claro, que permite por su transparencia
ver en el interior los diferentes drganos, a cuya
coloracidn hace fondo, sobre el cual resaltan

bien lus distintas formaciones.

Los ventosas bucal y ventral aparecen en un
color violeta-rojizo mas ncusade en los bordes
y més clara en el fondo de las mismas. Este co
lor es mas 0 menos diferenciado del rojo, segin
al punto a que se haya levado la virefijucion
por el formal o el formol-nitrico=férrico.

Los testiculos aparecer de un color rojo in-
tenso, rojo-sangre, formados por un tejido ve-
sicular esponjoso.

El ovario es de un calor rojo algo mas claro
que el de los testiculos, de los cuales se dife-
rencia también por tener una estructura mas
compacts.

El cuerpo de Mehlis aparece de un color rojo-
violeta muy claro, que se diferencia mal, resaltn
poce sobre el fondo violeta-claro del plasma,
por lo cual se hace dilicil encontrarle.

Las osos dobles del ciego se nos presentan
como sombreadas de violeta oscuro, por tener
mucho mas intensamente tenidas sus puredes
laterales que las superior e inferior, por lo cual
uparecen como dos trazos violeta, mds tenido
el lado exterior,

Las glandulas formadoras de la materia nuiri-

cin del huevo o vitelarins, quedan tenidas de
un color violeta muy oscuro, resaltando admi-
rublemente sobre el fondo violeta claro del pa-
rénguima.

Las circunvoluciones uterinas se nos prasen-
tan, por este método, de una coloracion muy va-
rinda que, empezando por un color canele cloro,
pasa por el moreno, para terminar en un color
casi negro, en las asas mas proximas a la aber-
turn genital, pareciendo que |u intensidad de la
coleracion estd bajo In dependencia del estado
de maduracion del huevo, También es de tener
en cuenta que dichas asas uterinas tienen colo-
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racion propia, que les da el color naturel del
luevo.

Con la coloracion complementaria por el pi-
cro-indigo-carmin, las circunvoluciones uterinas
aparecen en un color verde que va desde el ver-
de claro hasta el verde prado oscuro.

El parénquima es verdoso; ciegos violeta,
conteniendo en su interior, frecuentemente, for-
maciones que se tifien en color violeta oscuro,
probablemente residuos de materiales nutritivos.
Las ventosas bucal y ventral, los testiculos, el
ovario y las glandulas viteldgenas, estan colo-
readas en violeta oscuro o rojo violeta, sila vi-
rofijacién fué deficiente.

En consecuencia, los métados del profesor
A. Gullego, a base de la fuchina fenicada y el
formol, dan unos resuliados excelentes en la co-
lorucion de los pequenos trematodos de la ove-
ia, y es de desear se extienda su aplicacion pera
el estudio de estos parasitos.

Dichos métodos no han sulrido medificacion
por nuestra parte, a no ser que Se considare co-
mo tal la prolongacion del tiempo de actuacion
de los reactivos, tnica dilerencia que se puede
observar con las técnicas descritas por el profe-
sor Gallego, debido a que se tratn de prepara-
ciones que tienen un grosor mucho mayor del
que suelen tener los cortes histologicos con que
solia operar el sabio profesor,

Métodos derivados del Romanowsky.

Los métodos derivados del Romanowsky,
Giemsa, etc., tienen la gran ventaju de diferen-
ciar las células v tejidos por sus alinidades tin-
torianles hneia los colorantes basicos--azur-—o por
los acidos——eosina-—, cualidad que nesotros
tratdbumos de utilizar en nuestro favor en la
técnica de la coloracién helmintologics. Para ello
nos hemos servido del colorante de Romanows-
l-;y-(:l:emsn, del comercio, diluido a razon de
una gota por cada centimeiro cubico de agua
destilada, previo lavado abundunte para hacer
desapurecer todo vestigio de formol que lleva el
liguido de Burbagullo, haciendo actuar el colo-
rante 24 horas en caja de Petri y tratando los
purasitos por el xilol-acetona, en la forma que
es usual en la histologia para montar los cortes
tratados por el Giemsa.

La utilizacidn de estos métados presenta bas-
tante dificultad, ya que no es ficil obtener la

coloracidn deseada por motivo de tener el para-
site un espesor excesivo. A pesar de ello, hemos
logrado tinciones que nos demuestra ser este
método uno excelente para la tincién de los pe-
quenos trematodos, por dar un buen contraste y
por ende buena diferenciacion en las estructu-
ras internns del parasito.

En las coloraciones bien logradas, los resulta-
dos son plenamente satisfactorios. Ya al ojo des-
nudo v por transparencia se pueden distinguir,
resaltando sobre el fondo rosiaceo del parén-
quima, las ventosas de color violiceo, los tes-
ticulog, el ovario y el cuerpo de Mehlis en azul
oscuro, asi como las circunvoluciones uterinas
que muestran al principio una coloracion ver-

dosa para terminar en caneln oscurao.

Al microscopio y a pequefios aumentos, apa-
recen los testiculos en color azul oscuro, con
estructura esponjosa, bordes bien delimitados y
resaltundo sobre el tono rosaceo del parén-
quima. El ovario se nes presenta también de
color gzul, pero con una estructura compacta,
claramente diferenciable de los testiculos, los
cuales pueden ser también algo violaceos.

Lo mis carncteristico de este método es la
tincién tan excelente gue da al cuerpo de Mehlis
y gue por ser, como en testes y ovario, en color
azul, le hace destacarse muy bien del fondo
parenquimatoso, en tanto que con las otras colo-
raciones se hace dificil su tincién; mejor dicho,
no dil'l una tan rE‘SﬂlUlnIl‘. [i.ll"i(-'ll y PU!' lanto es
dificil su determinacian.

Las ventosas bucal y ventral, faringe, esdlago,
bolsa del cirrus, sncos ceenles del intestino,
toman un color violeta ozulado, tirando mas al
azul en el saco del cirrus y mds al violeta en las

asas cecales.

Las circunvoluciones uterinus aparecen en sus
vueltas primarias tefiidas en diferentes tonalida-
des del verde y en los dltimas con el pigmento
propio de los huevos del canela claro al canela
oscuro y hasta casi negro.

El tratamiento ulterior de las preparaciones
por la acetona, ncetona-xilol, xilol, nos ha per-
mitido obtener preparaciones que en la actuali-
dad se conservan excelentemente a pesar de
tener mas de dos anos.

Na obstante, creemos necesaric un estudio ul-
terior de este método, asi como de otros de los
similares, Kardos-Pappenheim, por ejemplo, y
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otros, a fin de lograr plenamente estas colora-
ciones para la téenica helmintoldgica en la cual
han de prestar tan excelentes servicios, como
los estan rindiendo en protozoologia por ejem-
plo.

En resumen, podemos concluir este trabajo
diciendo, que, como consecuencia de nuesras
experiencias para la tincion de los trematodos,
creemos haber obtenido notables ventajas por
la utilizacion de los métodos del profesor A, Ga-
llego, a base de la fuchina y el formol, emplea-
dos en soluciones y con la téenica citada y de-
tallada anteriormente, que no es otra que la
preconizada por su autor sin mas que alargar el
tiempo de permanencia en los reactivos colo-
rente y virofijador y en el sensibilizante, cuando
este aclia, en gracia a tratarse de pardsitos com-
pletos y por tanto que su espesor supera con
mucho al de los cortes microtomicos para los
cuales fué utilizada la coloracion por Gallego.

Asi mismo, hemos obtenido excelentes pre-
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paraciones con el método de Romanowsky-
Giemsa, con el cunl la diferencincion del cuerpo
de Mehlis se consigue [icilmente y ndemas
dando un noteble contraste con el fonda.

Tanto en uno como en otro método se lagran
preparaciones que se conservan mucho tiempo,
podemos decir cosi indefinidamente, yu que
nuestras preparaciones estan igual que el primer
dia.

Ambos métodos permiten una mayor diferen-
cincion en las preparaciones de los diferentes
drganos, por lo cual entendemos estin llamados
@ prestar grandes servicios pera el estudio de
estos pardsitos y de sus estructuras internas, ul
propio tiempo que facilita conocimiento de los
mismas, para los que empiecen a iniciarse en
esta clase de estudios,

Por todo ello, terminamos recomendendo una
amplia difusion de estos métodos en la prepara-
cién de helmintos, singularmente, en lo que se
refiere u cestodos (unillos de) y trematodos.
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