Valor practico comparado
de los métodos Thoma-Zeiss v Burker

i

en hemalologia

Por &5, GANEDPA

Al desarrollar el tema (ue encabeza este modesto rabajo, que el jura-
do de proflesores, presidido por el seiior decano y formado por los distin
guidos maestros doctores César Zanolli, Francisco Rossemibuch y Carlos
Lerena ha tenido a bien indicarme como lesis de profesorado, he procu
rado hacerlo en la forma mas clara y concisa que me ha sido posible,
tralando de Ilegar al mismo tempo a conclusiones, que puedan aprove
charse en el recuenlo de los globulos de la sangre de nueslros animales
doméslicos.

La deseripeion de las instruceiones para la numeracion de los hematies
primero, ¥ de los leucocitos después, tanto para el mélodo de Biirker
como para el de Thoma-Zeiss, constituye la primer parie del trabajo. In
ellas me he ajustado a las prescripciones indicadas por los respeclivos
aulores por la casa Carl Zeiss, de Jena, que fabrica ambos aparatos (r).

Las instrucciones que se velieren al mélodo de Bitrker han tenido ne-
cesarimmenle que ser mas delalladas, por tratarse de un procedimiento
ideado muy posteriormente al de Thoma y por ende, muclio menos co-
nocido y ademds, porque el autor describe el aparalo y la manera de usarlo,
con nolable minuciosidad.

Debo dejar conslancia aqoi, de mi agradecimiento al doclor Cesar Za
nolli, que me ha prestado su valiosa ayuda, en la traduccion de la version

alemana, de dichas instrucciones.

(1) Ll aparalo cuenta glébulos de Thoma, lo fabrican, en Ia actualidad, olras casas (ue

se dedican al mismo ramo.
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Il segundo capttulo lo dedico al estudio comparativo del valor pric
tico de ambos sistemas, en la numeracion de los hematies v de los leu-
cocilos,

La tercera y tltima parle comprende, las consideraciones que surgen de
los capitulos anteriores, las invesligaciones personales y las conclusiones
que pucdan ser de provecho para la numeracion de los elementos ligura-
dos de la sangre, con relacion a la semiologia velerinaria.

CAPITULO 1
INSTRUCCIONES PARAY LA N \l]ilL\(II(')\' DE LOS HEMATIES .\'E(jl’.\' BURKER

V. Caructeristicas del mélodo. — La chmara de numeracion de Biirker,
anles de Henarla, queda armada con ayuda de las grampas que aprietan
el cubre-objelos.

Il espacio de numeracion, que permanece independiente de la presion
almosférica, estd dividido en dos secciones, en el piso de cada una de las
cuales, se encuentra tallada una ved de numeracion de 9,3 mm.2 de su
perlicie. La medida de la sangre y la del liquido de dilucion se efectia
con pipelas independientes; la mezela de ambos se practica en baloncitos
especiales donde, los hematies, pueden quedar duranle varios dias. aplos
para la nuneracion.

Para Ja transvasacion de la mezela, en las dos seceiones del espacio de
numeracion. se ulilizan dos pipetas provislas de una ampolla de caucho.
La miezela penetea vipidamente, por capilaridad, en la cAmara de nume-
racion. Siempre se cuenla en las dos secciones. Ll resultado numérico
oblenido, se regislva en esquemas impresos que contienen solanente y en
forma amuentada. la parle de la red en la que se cuenlan los hematies.

L. Aparato. — LI aspecto de lodas las partes del aparato. en su estu
chie. To da la fotografia ligura v,

En ko mitad de un grueso porta-objetos se halla pegado un trozo de
vidrio alargado vy a extremidades redondeadas, cuya cara superior repre
senta la superlicie de numeracion. Esta se encuentra dividida en dos sec
ciones por un surco de 2 milimetros de ancho; cada seceién tiene una red
de nuneracion de ¢, 3 mm?,

La red de numeracion esta formada por: @) pequeiios cuadrados gran
des de 1/20 m. de tado, by reclangulos de 1/20 > 4/20 min. ¥ ¢) cua-
drados de 4/20 m. por cada lado.

Los hematies se cuentan unicamente en los pequeiios cuadrados de /400
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de mum?® de superficie (en la fig. 2 por el aumento de 20 veces del natn-
ral tienen exactamenle 1 mm?.) los cuales eslan separados unos de olros
por los reclangulos. Con objeto de facilitar la orientacion, algunos de es-
tos pequenios cuadrados estan provislos de sefias talladas que forman cru-
ces, eslrias Lransversales y estrias longiludinales.

A ambos lados del trocito de vidrio que Heva la superlicie de nume-

Fig. 1. — Aparato de Biirker para la numeracién de los glibulos rojos v blancos de la sangre. (11,73
del tamaiio nalural).

EI estuche conticne :

Una camara de numeraciin con grampas elisticas.

Lna pipeta para sangre de 25 mm?.

Do« pipelas de transvasaciin.

Dos baloncitos para mezcla, con lapdén de goma para recunento de hemalies.

Una pipeta de dilucion de 4975 mm3 para rvecuento de hemalies.

Dos baloncitos pequeiios para wezcla, con tapon de goma, para recuculo de leucocitos.

Una pipeta de dilancion de 475 md. Para recuento de lencocitos.

Un cubre- objetos levantado.

Un instramento de Franche Bicker para la extraceiin de la sangre.

Una camara lnhmeda.

vacion v a una dislancia de 1,0 mm. estan pegados dos pedacitos de vi-
drio mas anchos, mas corlos y 0,1 nm. mas gruesos que aquél,

8i se eoloca, sobre dichos pedacitos de vidrio, como si fueran un so-
porte, un cubre-objetos (de 0,04 mm. de espesor) reclangular, con bor-

des redondeados v pulidos, en {al forma ue sobre todo el soporle, se
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de mun?® de superficie (en la fig. 2 por el aumento de 20 veces del natu-
ral Gienen exactamenle 1 mm?.) los cuales estan separados unos de otros
por los reclangulos. Con objeto de facilitar la orientacion, algunos de es-
tos pequenos cuadrados estan provislos de sefias talladas que forman cru-
ces, cslrias Lransversales v oestrias longiludinales.

A ambos lados del (rocito de vidrio que leva la superficie de nume-

Fig. 1. — Aparato de Biirker para la numeracion de los glibulos rojos v blancos de la sangre. (11,73
del tamaiio nalural).

FI estuche conticne :

Una cdamara de numeracidn con grampas elisticas.

Lna pipefa para sangre de 25 mm?.

Dos pipelas de Lransvasaciin.

Dos baloncitos para mezcla, con lapdén de goma para recumento de hemalies.

Una pipeta de dilucion de 4975 mm?3 para recucnto de hemalies.

Dos haloncitos pequeiios para wezcla, con tapén de goma, para recuenlo de leucocitos.

Una pipeta de dilncion de 475 m?. Para recuento de lencocitos.
Un cubre- objetos levantado.
Un instramento de Franche Bicker para la extracciin de la sangre.

Una camara hiimeda.

acion v a una dislancta de 1,5 mm. estn pegados dos pedacitos de vi-
drio mas anchos, mas cortos y 0.1 nm. mas gruesos que aquél.

Nise coloca, sobre dichos pedacitos de vidrio, como si fueran un so-
porte, un cubre-objelos (de 0,04 mm. de espesor) reclangular, con bor-

des redondeados v pulidos, en tal forma ue sobre todo el soporle, se
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Gramaos
Sualfato de soda. ... . ... ... d
Gloruro de sodio .., . ..., .. 1
Bicloruro de mercurio., .. .. 0.0
Agua destilada.. . o 00 L0 200

isla solucion se conserva bien largo tiempo. Un pequeiio depdstlo que
se forme con el tiempo, no perjudica, pues no debe sacudirse la solucion.
Si la solucion de Hayem produce aglutinacion de los hematies, lo que pue
de ocurrir en la sangre patologica del hombre y ain en la normal de varias
especies animales, se utiliza, como liquido de diluecion, la solneién de
Ringer o, mejor, la de Tyrode.

Solucion de Ringer

Gramaos

Cloruro de sodio ..., ... 0,0
— cal Lol 0.02
potasio. ... . ... 0,01
Agua destilada |0, 100,00

Solucion de Tyrode

Gramos
Gloruro de sodio., ... .. ... 0.8
— eal oo, 0,02
- polasio. .. ... .. 0,02
nmagnesio . . ..., 0,01
Monofostato de sodio. . .. .. 0,000
Bicarbonato de sodio .. ..., 0.1
Gilucosa 0.1

\zua destilada h. ¢, (c.¢.). 100,00

La pipela para la medida de 2b mm?® de sangre, liene igualmenle punla
conica y pulida, una marca civcular ¥ lleva también tubo de goma y pie-
cita bucal de vidrio. La parte del capilar de medicion es mas o menos de
9o mn. de largo. El espacio inlerior, arriba de la marca circular, es de
mayor {tamano, para facilitar la limpieza.

11 baloneito para la mezela del liquido de dilucién v de la sangre tience
una parte esleroidal y una cilindrica; en la primera se lleva el liquido y
la sangre y se electita alli Ta mezcla de los dos. Para taparlo se emplea el
tapon de goma. Kl aparato Irae dos de estos baloncitos. Para colocarlos
verticalmente se provee de un pedazo de madera con su escavacion co-
rrespondiente o se uliliza un recipiente apropiado, de vidrio.

Las dos pipetas de (ransvasacion son mas o menos de 15 centimelros
de largo, tienen una luz interior de 0.5 y sirven para llenar cada una de



las secciones de la cAmara. lin una de las exlremidades. los (ubos son
mas delgados llegando hasta cerca de 1 milimetro de luz y en esa parte
los bordes del vidrio estan pulidos. lin la exiremndad no adelgazada se
enchafa una ampolla de caucho que pasa solamenle poco mas alla del
borde. Los esquemas para registrar los rvesultados de la numeracion con-
tienen unicamente Jos pequenos cuadrados del reliculo, lal como siguen
en la red de numeracion. También estan impresas en los esquemas, las se-
fiales que poseen algunos de estos pequerios cuadrados y que sinven de
orientacion en la superficie de numeracion.

El esquema esta dibujado en la figura 3.
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Fig. 3. — Esquema para registrar el resultado de la numeracién de los

hematies (2/5 del natural).

Las filas longitudinales y transversales, en el esquema, estan nmnera
das; cada cnadrado estd nelamente indicado por el nitimero de la corres-
pondienle fila transversal y longitudinal. Las flechas indican [a direceion
en la cual debe ser desplazada la chmara de numeracion afin de llevar en
el campo del microscopio cada uno de los cuadrados de cada fila.

Arriba y abajo del esquema queda todavia suficicule espacio para ano-
taciones v relerencias.
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HI. Método de numeracion. — \ un recuenlo apropiado debe preceder
la ltmpieza de las pipetas. de los baloncitos ¥ de la camara, si es que no
ha sido efectuada ya, después del uso inmediato anterior. lsto tdliimo
debe ser la regla.

La manera de efectuar esa limpieza se indica al terminar las prescrip
ciones sobre ¢l empleo de cada una de las piezas.

Primeramente se coloca una pequena cantidad de liquido de Hayem en
ana capsula de vidrio con lapa; olra ciapsula se Hena con agua destilada.
Se aspira lentamente en la pipela para medir 4975 mm?® de liquido de di
Tucion, la solucion de Hayem que esta en Ja capsula de vidrio, hasla algo
arriba de Ta marca circular; se tapa la abertura de la boquilla de vidrio
con la punta de la lengua y tuego se liene la pipeta horizontalmente. La
punta de la pipeta se repasa, en senlido circular, hasta secarla, con un
lienzo (ino de hilo y después, tocando suave y brevemente. una o varias
veces. la punta de la pipela, con la yema bien limpia del dedo indice, se
lleva el menisco del liquido de dilucion, exaclaniente hasta la marca ciren
far. Se introduce después la punta de la pipeta en el baloncito, cuidado
samenle limpiado ¥ mantenido oblicuamente, hasta cerca del fondo y se
deja saliv despacio el hiquido de dilucion, aplicando suavemente la yema
del pulgar Libre, en Ta piecita bucal de la pipeta. La evacuacion debe tar
dar alrededor de fo segundos. Parala evacuacion completa de Ta pipeta,
se aphica su punta, contra la cara interna del haloneito, algo arriba del ni
vel del liquido, se sopla ¥ se toquetea. Repitiendo varias veces esta misma
operacion se vactan los tltimos vestos del liquido en el baloneito y, porun
suave wovimiento del mismo, se veanen los tllimos restos del liquido.
Solo resta colocar el tapon de goma.

Desde este momento debe evilarse que alguna porcion del liquido me
dido Hegue al cuello del baloneito o toque el tapon.

Después de esto se lava la pipeta dos veces con el agua destilada de la
Aipsula y se coloca perpendicularmente, con la punla hacia abajo, en un
recipienle cuyo fondo esté revestido de papel de filtro. En el caso en que
la pipeta no hubiera dado parejo, en el haloneito, todo el liquido de i
lucion. se la limpia Hendmdola con écido sulliirico concentrado en el que
se han disuelto algunos cristales de cromato de potasio y dejandola toda
una noche; después se sopla el contenido y se lava la pipela, primero con
agua comiin y luego con agua destilada.

La extraccion de la sangre, en el hombre, cuando sea posible, debe ha
cerse de mafiana, anles que hava comido, es decir con el cuerpo y Ja di
gestion, lo mas descansados posible. La sangre puede extracrse de la yema

del dedo, dei 16bulo de la oreja o de ta vena del brazo. Si se trala de un



solo recuento se elige la yema del anular izquierdo siempre que no haya
anillos demasiado ajustados que dificulien la libre circulacion. Cuando hay
que efectuar varios recuenlos, se allerna entre el b°, 4° y 3 dedo, siempre
de ta mano izquierda. Cuando se exirae del Iobulo de la oreja y ésta tiene
pelo, hay que afeilar previamenle.

En los animales son lugares apropiados, para la extraceion de la san-
gre, los vasos del cuello, orejas, alas y membrana natatoria. Cuando se
trata de animales tnquictos o indomitos. se recoge la sangre en un block
de paralina excavado, en el cual se coloca un rastro de hirudina para evi
tar la coagulacion.

s esencial, en cualguier caso. que se extraiga sangre circulanle y no
estancada.

En el howbre, antes de la extraccion, debe cuidarse que la lempera-
tura ambiente no sca menor de 17 grados cenligrados, para prevenir una
contraccion de los vasos cutineos. Después se limpia la piel con agua
libia v jahon, se le seca y se le desinfecta con alcohol-éter (voliimenes
iguales) con el que se ha empapado un lienzo fino y limpio. Se desin
fecla igualmente con alcohol-éter, el msltrumento para la exlraccion de
la sangre, cuyo {ilo no debe ser punliagudo en forma de lanceta, sino
ancho, a semecjanza de formon, para que abra los vasos sanguincos. en
la mayor extension posible y ofrezea a la sangre una salida sin dificul
tad. La longitud de la parte del instrumento a introducirse en la piel se
elige en forma tal que, inmediatamente después del corte, salga una
gruesa gola de sangre, sin necesidad de emplear una fuerte presion. Lo
expuesto anleriormenle se consigue sin dificultad alguna, enidando,” por
medio de una pequeiia piedra de aceile, que esté siempre agudo el filo
del instrumento. KEn nada perjudica, por otra parle, una suave presion
en el dedo, siempre que ésta se ejerza en fa primera falange y no en la
yewa. Puede también oblenerse una ficil salida de la sangre, separando
los labios de la herida. Cuando la sangre se extrae de la vena del brazo
se uliliza una aguja y se recibe en un block de paralina.

Mientras que la parte del cuerpo. de la cual debe extraerse la sangre,
se manliene en forma (ue la cireulacion sin trastorno, se aplica el filo
del instrumento de rancke-Biicker, en lo posible, perpendicularmente a
fa marcha de los vasos, se hace ¢l corle y se seca completamente la pri-
mer gola de sangre. La yema del dedo se lleva entonces a la altura del
corazon. La punta de la pipela de medicion de 25 »»3, se introduce en
el cenlro de la gola siguiente, teniéndola lo mas perpendicularmente po-
sible v se aspira la sangre hasta que el menisco coincida con el plano o

promine algo arriba de la marvca circular de la pipela. Se scca después
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fa punta de la pipeta. sin locar la abertura y se observa s la colummna
sanguinea alcanza realmente desde la punta hasta la marvea circular. Si
el menisco ha pasado algo mas arviba de dicha marea, se le Irae exacla-
menle. al pelo. con clla, para oblener lo cual, basta tocar la punta de la
pipeta. suave y rapidamenle, una o varias veces, con la yema bien lim-
pia del dedo indice libve. También puede emplearse una lente para de-
terminar la posicion exacta del menisco de sangre en la marca circular.

Cuando se emplea la aguja cinula, debe suspenderse la presion de la
vena anles de dejar salie Ta sangre que va a utilizarse.

Una vez medida la sangre con precision v guilada la que ha quedado
adherida, por tuera, a la pipela. se introduce ésta con la punta en el
liuido e dilucion que va esth medido en el haloncito de mezela. donde
va inmediatamente al fondo. soplando lentamente y de tal forma que no
se produzean hurbujas de aire. Se aspira luego. liquido de dilucidon puro,
del mismo baloncito, se lo sopla de nuevo y en la misma forma vy, se
repilen eslas operaciones. llecho esto se lapa de nuevo el baloneito. Se
efectiia ahora la mezela de la sangre con el liquido de dilucidn haciendo
girar ¢l balonello durante un minuto, alternativamente, en el sentido de
las agujas de reloj v en sentido contrario 'y dando algunas vueltas espi
rales, de radio cada vez mads pequeno, pero leniendo cuidado que la di-
lucion no salga de Ta parte esferoidal v toque el cuello o el lapin del
haloncito. Lfectuada ast la wezela, se introduce Ta pipela de sangre en
la sangre dituiday se Timpia una vez mas con ella, en lo posible sin pro-
ducir burbujas. Tenemos asi fa sangre dilutda 200 veces.

La limpieza de Ta pipeta de sangre se hace lavandola primeramente va
rias veces con agna deslilada y se observa, s1 en el inlerior. cerca de la
marca circular, se ha precipitado algo de fibrina, pues esto ocurre con
frecuencia. 81 asi ha sucedido, se saca inmediatamente esa fibrina con
una crin de caballo que ha sido desgrasada con éter v que se ha guar-
dado limpra. Se pasa en la pipeta todavia, varias veces con agua desl
lada y se seca el espacio interior de la misma, aspirando alcohol-éter, que
se expulsa después y laego con la boca se aspira aire con objelo de se-
carla, pero no se sopla. Acto seguido se coloca la pipeta verlicalmenle,
con la punta hacia abajo, en el recipiente que contiene la pipeta para li
quido de dilucion. En las dos pipetas, el tubo de goma para aspiracion,
que esta enchufado en ellas, queda doblado hacia abajo ¢ hmpide asi la
enlrada de polvo al inlerior de Ta pipela. De tiemipo en tiempo, la pipeta
de sangre y el balon de inezela deben lhmpiarse enidadosamente con 4cido
sulfirico concentrado, en el que se ha disuclto un poco de bicromato de
polasio.

REY. DE \GR. \ VET 35
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Las celdas de numeracton se limpian con agua destilada vy con alcohol
éler de la manera siguienle: primero se empapa con agua deslilada un
panuelito fino v con ¢l se himpia suavemente la superficie de numeracion
v el porlacobjetos, después se humedece otro paiuelo con aleohol-éter y
se limpia una vez mas. Kl aleohol-¢ter nunca debe Hegar o la camara en
forma de gotas afin de que no sufea el cemento que la une al porta-obje
tos. Se seca luego la cdanara con un lienzo sin hilachas v con el cubre se
colocan sobre un fondo negro. libee de polviculo, Después se desliza el
cubre con los dos pulgares mientras que los dos indices lo comprimen
suavenmente contra el soporte vy se aprieta con las dos grampas hasta que
aparezean, en toda la region, los colores de Newlon, debajo del cubre.

Terminado esto, la camara se coloca horizontalmente y, como ya esla

en condiciones de llenarse. se mezela cuidadosamente durante nn minuto,

la sangre diluidas se divige el baloneito con el lapdn hacia el operador,
lo s aproximado postble de la camara, que estd colocada sobre un fon
do negro v se espera hasla que el enturbiamiento nebuloso se transforme
en homogénco. Retirado el tapdn, se toma una pipela de transvasacion, se
efectita una ligera presion en el capuchdn de goma v se introduece la
punta en la sangre diluida suspendiendo suavemente la presion, lo que
determina que una parte de lTa sangre diluida suba lentamente en la pi
peta: luego se retiva con cuidado vy sin retardar se lleva la punta de la
pipeta sobre L parte saliente de la superficie de numeracion se ejerce una
ligera presion en la gomila hasta que la sangre diluida toque apenas el
cubre objetos v se deja de apretar. La rveplesion de fa chmara se efectita
inslantaneamente, St la pipeta se maneja en forma apropiada, es sufi-
ciente el calor que da lTa mano para hacer saliv una pequeiia gota de inez-
cla samguinea. Usando Ta otra pipela de transvasacion v en igual forma,
se Hena la segunda seceion de i chmara pero es necesario antes, mezclar
de nuevo, durante un minuto, la sangre diluida.

Hay que dejar en reposo la camara durante uno o dos minutos, para
que los hematies se depositen en la superficie de numeracion, Apesar de
esto. en una pequeia proporeion (alrededor del 0,4 por ciento) quedan
adheridos a Ta cara inferior del cubre.

Mientras se depositan los hematies se limpia la pipeta de transvasacion,
en su extrenmidad adelgazada, haciendo entrar v saliv vartas veces, agua
destilada por medio de la perilla de goma; el resto del agua se elimina con
aleohol-éler v se seca el intevior por medio de corriente de aire aspireada.
De tanto en fanto se aconseja una limpieza mecianica por medio de una
pluma y una limpicza quimica con dcido sulfiirico concentrado al que se le
ha agregado un poco de bicromalo de potasio.



Teniéndola lo mas horizonlalmente posibie, se pasa la ciomara a la platina
del miscrocopio: no hay peligro de desplazamiento de los globulos rojos,
una vez depositados.

\nles de comenzar la numeracion debe comprobarse silos hematies estin
uniformemente distribuidos sobre la superlicie de numeracion, iluminando
esta tltima. desde abajo, por medio del espejo del microscopio v abriendo
totalmenteel diafragma. Se ve entonces a simple vista y desde el costado.
sobre la superficie de numeracion. un enturbramiento amarillento prove-
nienle de los hematies. Una mala disteibucion se maniliesta inmedialamente
porque el enturbiamiento no es regular; en esle caso debe Henarvse de noe
vo la camara.

Las pequenas burbujas de aire. fuera de T ved de numeracion. no inco-
modan, st no han lenido mala influencia sobre la disteibueion de los gl
bulos. 81 una seceion esta bien lenada y fa otra mal. se numera en la
primera anles de lenar de nuevo la camara.

Para la numeracion que se practica a la temperaturea del laboralorio. es
indispensable un Charriot en craz (con dos movimientos) que permita des-
plazar la platina en dos direceiones perpendiculares entre st Lailumima-
cion debe ser buena y siempre uniforme. kI diafeagma iris, debajo del
condensador. ¢ deja poco abierlo para que resullen bien visibles, las es-
trias del diamante que forman Laved. En los microscopios sin condensa-
dor se utiliza un diafragmacivis de eipula o un diafragma cilindrico. Debido
al espesor del cubre que leva L camara no debe elegirse unc objetivo de
mucho aumento. Por medio de un fuerte ocular. se trala de alcanzar el
aumento deseado, (ue conviene sea. mas o menos de oo didmetros,

(Objetivo Zeiss € [20\] v ocalar Huygens 3 a5 |7\, 100, 13\])
Ya con el objetivo DD, no es posible ver los cuadros marginales porque lo
impiden las grampas del aparato.

Sise enfoca el nuicroscopio solamente sobre Ta superficie de numeracion.
se pasan por alto los hematies adheridos al cubre, que. como se ha dicho,
constiluyen el o4 por ciento.

Se comienza la numeracion en el dngulo superior izquierdo del veticulo,
se cucnian fos hemalies solamente en los pequenios cuadiados siguiendo la
lila de que ya se hablo v teniendo presente que los tinfoeitos son casiigua
les. en tamano, a los hemalies, pero son incolores y levantando ¢l tubo del
microscopio brillan fuertemente. Se anota luego el niamero encontrado en
el cuadro correspondiente del esquena.

En cada cnadrado se cuentan lodos los hematies que estin alojados libre-
mente en el inlerior del mismo v ademas tos que cubren o tocan, de aden-

tro o de afuera el borde superior v el derecho mientras que no deben con-
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tarse los que cubren o tocan. de adentro o de afuera el mavgen jzquierdo
yelinfertor. Tampoco se cuentan los hemalies que simultineamente cubren
o tocan el canto superior ¢ izquicrdo o el canlo inferior y derecho.

Por 1o expuesto se deduce, que se cuenla, como si fuera enun cuadra
do que se hubiese desplazado hacia adelante y a derecha en una amplitud
igual al didmetro de un globulo rojo.

Cowmo borde o margen se consideralalinea delmedio de las tres, que en
la imagen, limitan el cuadrado y que se forman porque dplicamente semar
can los dos bordes y el fondo de la ranura trazada por el diaumante.

Se considera que hay conlacto con la linea media cuando esta aparece h
gera y regularmente arqueada por los hemalies.

Lsta prescripeion para la nomeracton o no numieracion de los hemalies
resulla de la explicacion siguiente.

Robre un papel, dividido en mm?, se dibujan una serte de cuadvados mas
grandes, iguales unos a los olros, y se coloca simdi(ricamente en cada uno
de ellos, cuatro corpusculos (fig. 4).
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Sobre un papel transparente se pasan las lincas divisoriasde unode estos
cuadrados (lig. ) y se coloca este sobre el papel cuadriculado, desplazin
dolo paralelamente a los cuadrados situados debajo y que se ven a ravés
del papel. En la numeracton correcla, que consiste como se ha dicho en
conlar los hematies, como si estuvieran en un cuadrado desplazado hacia
arrthba y derecha en una extension igual al didmelro de un globnlo rojo. se
observa en cada posicion, cualro corpiisculos por cuadrado (fig. 6).

De esta demostracion resulta que los dos hemalies sefialados en la lign-
ra 6 no deben conlarse aungue ellos toquen desde afuera, uno cl borde su
perior y el olro el borde derecho.

Il eje siméltrico es la linea dibujada S5, todo lo que arriba y a derve-
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cha de ella toca los hordes, debe conlarse; todo lo (que abajo y a zquierda
cubre o loca los bordes no debe contarse.

Como cleje divide a los hematies dibujados, en parles iguales, en —-y
et — (positiva y negaliva: lo quese cuenta y lo que no se cuenta) la suma
algebraica queda nula.

Por las musmas razones debe contarse el hematies - de la figura 7
no debe contarse el hematic —

Iin el recuenio el operador debe acostumbrarse a abarcar por grupos,
en el interior de los cuadrados v no numerar aisladamente cada uno de
los hematies de un grupo; se Irabaja asi mds rapido ¥y mds seguro. Es
tipico por ejemplo un hematie rodeado de otros cnalro, asi que, con la
mirada esa imagen | . 7 expresa inmediatamente el mimero 3.

Después de la anotacion del vesullado numérico en el correspondiente
cuadrado de esquema. se pasa rvdpidamente Ta mirada. una vez mds, en
el cuadrado de la superlicie de numeracion con objelo de contrelar, anles
de electuar el vrecuento en un nuevo cuadrado.

Iin la sangre diluida 200 veces, se numeran siempre 8o cuadrados o un
multiplo de 8o y siempre, del lotal de estos, Ta mitad en una de las sec
ciones v la otra en la segunda seccion de la chmara.

Se empieza siempre la nameracion en el dngulo superior izquierdo del
reliculo, de manera que este angulo corvesponde, en una de fas secciones
de la camara al punto de entrada de Ta sangre diluida y en la otra en ol
sitio opueslo.

Cuando se trata de invesligaciones muy precisas se cuentan dos veces So
cuadrados en cada sceeidon de la cdmara, es decirv, 320 cuadrados en (olal.

Siose suman en serie lineal los resultados numeéricos anolados en los
cuadrados del esquema, se comproeba si los hemalies, estaban distribui
dos uniformeniente, dentro de los limiles requeridos.

Il cdleulo es sumamente sencillo, cuando se cuentan en la lorma des-

crita 8o cuadrados pueslo que solamente hay que multiplicar por 10.000,
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¢l resultado numérico oblenido. 81 por ejemplo se han contado en 8o cua-
drados, D3o hemalies, en sangre iluida al 1 por 2005 en 1 mm?® de sangre
habra 536 10.000, es decir, D, 36 millones.

La capacidad de uno de Jos cuadrados pequeiios, que son en donde se
cuentan, es de 1/fooo de mm®. el volumen contado en 8o cuadrados es
de S8o/4000 mm® dgaal a 1/50 de mm® Un mm? de la sangre diluida
conliene cnlonces 30 veces mas v an mm® de sangre pura 5o > 200

10.000 veces mas hematies de los que se conlaron en 8o enadrados,
ya que la sangre ha sido diluida 200 veees. Si se cuenta uan aniltiplo « i »
de Ro cuadrados, se divide entonces primero el niimero tolal encontrado
en la numeracion por «m» v después lambién por 100, para lener el
lotal expresado en millones.

No hay ningiin objelo. al expresar el nimero de hematies en millones.
de dar mas de dos cifras decimales, porque el término medio de las fallas
de numeracion. importa varvias unidades de este altimo decimal.

[21 sigutente cuadro demuestra las fallas que se observan, con relacion
al ndmero de cuadrados conlados v al ndmero de las numeraciones. cuan-
do se han evitado todas las causas de error en la extraceion de la sangre.
dilucion de Ia misma y recuento de lTos hemalies.

Promedio de error

Nimero de los e ——
cuadrados Del valor medio De cada nmueracion
contados en 7 numeraciones independiente

por ciento por ciento
8o 3.6 1.4
160 9.0 0.0
320 1,8 0,7

Siel recuento durase largo tempo, se moja con agua destilada, el papel
de filtro de Ta cdmara hiimeda v se rodea con ella la ciunara de numeracion.
para impedir asi Ta evaporacion del agua. que pronlo se produoce., sl se
deja la camara sin esa proteceion.

Stdebiera interrumpirse la numeracion, se levanta el tubo del micros
copio, se rodea la chimara de nameracion con la cdmara himeda y se
cubre esla con su correspondiente lapa. después de haber humedecido su
veveslimiento de papel. En las civcunsiancias habitaales no hay necesidad
de usar la cimara neda.

Inmediatamente despuds de efectuada fa numeracion se Inupia cuidado-
samente la camara v se deja montada para poder emprender en cualquier
momenlo un nuevo recuenlo.

Siose tiene que numerar hemalties grandes como los de la sangre de los



anlibios v reptiles se debe anmentar el allo de la cdmara empleando el
cubre que tiene una canaleta de O v . de profundidad. como se usa
en ¢l recuento de los leucocitos. La camara tiene ast O. 2 mm. de altura.

La sangre se diluye, segidn las circunstancias, solamente 100 veces para
lo cual se necesila una pipeta de 2475 mm?® para liquido de dilucion y se
cuenta en los cnadrados grandes de 16/400 mm? de superlicie y de 1/123
de mm® de capacidad. Deben contarse 120 cuadrados grandes. Ll ndmero
obtenido se multiplica por 100 y se obtiene el lotal en 1 mm® de sangre.

Para investigaciones muy prolijas, tanto en este como. por olra parle
en lodos los casos. se deben conlar por lo menos 2000 hematies. puesto
que las fallas del mimero tolal en dos numeraciones, estin entre si en razon
imversa de la raiz cuadrada del niimero de hematies coniado.

INSTRUCCIONES PARY TL BRECUENTO DE LOS LELCOCITOS

DE LA SANGRE SEGUN BURKER

\. Caracteristicas del método. — lin la numeracion de los leucocilos
debe lenerse en cuenla que eslos elementos se encuentran en mucho menor
niniero y que licnen mas o menos el doble tamano que los hematies. La
camara de numeracion debe adaplarse a estas circunstancias lal como su-
cede para con los hematies de gran lamaino.

. Aparato. — La adaplacion anteriormente mencionada se satisface. no
con el cubre comin, sino con olra provisto de una canaleta de O, 1+ mm.
de altura de tal suerte que el alto de Ta edmara importa asi O. 2 mm., es
decir, el doble que en la numeracion de los hematies. Los leucocitos se
cuentan en los cuadrados grandes del reticalo (fig. 2) de 16/400 de mm?
igual a 1/25 de mm® (en la fig., por el aumento de 20 veees resultan de
16 mm?) los cuales estan separados enlre si por los rectangulo de /400 de
mm? (en la fig. 4 mm?).

En cada superticie de numeracion hay 144 cuadrados grandes.

La pipeta para medir 23 mm® de sangre es la misma que para los hema
lies. La pipeta para medir el liquido de dilucion tiene una capacidad de
A75 mm®. de manera que cuando se agrega a esle los 25 mm? de sangre,
la difucion es exactamente al vigésimo. Gomo liguido de dilucidn se em
plea la solucion de Tiirk mejorada. que vesponde a la siguiente {ormula:

Cenlimelros

ciibicos

Acido acélico, 0.5

Agna destilada
Solucion de violeta de genciana al 1 por ciento en

agua destilada. o000 ooo oo oo 1D
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I baloncito para Ta mezcla de la sangre y del higuido de dilucion es
mucho mis pequedio; el aparato irae dos de estos baloneitos (fig. 1 ¢ y U').

Las pipetas de lransvasacion son las mismas.

Il esquema para la anolacion de lTos resullados numéricos obtenidos esia
dibujado en la figura 8. In ¢l se reproducen solamente los enadrados gran-
des del reticulo (fig. 2) de 1/23 de mm? que son aquellos en los cuales de
ben corlarse los leucocitos. Los cnadrados pequenios y los rectingulos
intermediarios estan representados por ravas linas: las rayas gruesas sepa-
rait enlre si, uno de otro, grupos de 16 cuadrados grandes. en la misma

forma. como en la superficie de numeracion. separan grupos analogos. los
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Fig. 8 — Esquema para registro del resultado numérico de los Teucocitos (¥, del nalural).

pequenos cnadrados y los rectangulos provistos de senas talladas con fines
de ortentacion.

Los niimeros del esquema sirven para numerar las filas longitudinales y
transversales ; las (lechas indican la direceion en la cual debe ser desplazada
Ja cimara para llevar cada cuadrado, segiin la serie, en el campo visual del
Microscopio.

L. Mélodo de numeracion. — Bl procedimiento para la dilucion de la
sangre, la manera de Henar la camara y su numeracion son. en principio,
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fos mistos que en el recuento de los hemalies, solamente hay que lener
especial cutdado aqui que, los baloncitos con la sangre diluida no queden
abiertos inudilmente ¥ no olvidar que los leucoeitos quedan facilmente
adheridos a fa cara inferior del cubre; se debe enfocar. por lo tanto, subien
do v bajando el tubo del microscopio.

il espacio sobre un cnadrado grande es igual a 1/125 de mm?. Se
cuentan 12) cuadrados en cada una de Jas secciones de la cdmara v basla
entonces multiplicar el nimero lotal oblenido por 1o para obtener el ni
mero de leucocitos en un milimelro cibilo de sangre.

Cuando se trata de numeraciones muy prolijas se llena la chmara una
segunda vez v se cuenta de nuevo en ambas secciones.

Se deben contar en total alrededor de 2000 leucocitos.

Al dar el computo por mm?® se debe evitar, también aqui. de dar mis
cifras que las que ofrecen seguridad. \si, por ejemplo. en lugar de deciv
(que hay 8122 leucocitos debe decirse 8,19 millares,

Hay una dificultad en el recuento de los leucocitos de la sangre de los
animales ue poseen hiematies nucleados. Los hematies son disueltos por
el dcido acélico pero sas nucleos quedan y son dificiles de diferenciar
de Tos Teucocitos. Esta dificaltad. hasta ahora, no ha podido ser salvada
en los métodos de las camaras pequenas de numeracion.

\bstraccion hecha de este inconveniente. el método deserito, ya se lo
emplee para la numeracion de los hematies, yva para la de los leucociltos,
es venlajoso porque: 1° la sangre diluida puede ser transportada facil
menle, para lo cual tendria aplicacion un estuche especial; 2 el monlaje
v el rellenamiento de la cdmara se efechian con exactitud ; 3° se practican
numeraciones de contralor en las dos secciones de la camara, después de
Henadas independientemente, pero en la misma aplicacion del cubre; 42
pueden conservarse como documentacion, los esquemas con los mimeros
registrados.

Conlinuard.



