TECNICA PARA EXTRAER CANTIDAD APRECIABLE DE HEMOLINFA
Y SACAR FACILMENTE GLANDULAS SALIVALES EN NINFAS DE QUINTO
ESTADIO Y ADULTOS DE RHODNIUS PROLIXUS (1)

Por
Ernesto Osorno Mesa, M. D, *

Con motivo de una encuesta epide-
miolégica sobre tripanosomiasis, veri-
ficada hace aproximadamente dos afios
y medio, en la vereda de Pizarreal, Mu-
nicipio de Villa del Rosario, Norte de
Santander (1), encuesta en la cual se
cubrié el universo humano, se observé,
por el xenodiagndstico natural y ar-
tificial, la importancia que tiene el es-
tudio de las formas evolutivas de T'ri-
panosoma rangeli en el tubo digestivo,
hemolinfa y glandulas salivales del
hospedero invertebrado Rbodnius pro-
lixus Stal y la necesidad de encontrar
una técnica de facil realizacién para
tal fin.

Posteriormente a nuestra publica-
cién D’Alessandro (2) recalca sobre
este topico.

Hasta ahora, los métodos emplea-
dos para obtencién de hemolinfa, en
estos insectos, se fundamentan en la
amputacién total o parcial de las pa-
tas.

Barth (3), en el estudio sobre he-
mocitos, las amputa a nivel de_las
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coxas, fijando el ejemplar con una
pinza a lo largo de la linea media ven-
tral, para después comprimir ligera-
mente el abdomen con otra pinza.
Otros autores seccionan la extremidad
de una de las patas del primer par (2).

El método de Barth tiene la ventaja
de aprovechar mias cantidad de he-
molinfa, evitando el movimiento de la
pata, cuando se corta apenas la extre-
midad de ésta, con el peligro de per-
der la pequeiia gota de exudado. La
seccion de la extremidad distal de cual-
quier apéndice se utiliza, en la presente
técnica, para controlar la positividad o
negatividad de la parasitemia en el .in-
secto, a semejanza de la utilizacién de
la cola en el ratén.

La presente técnica se basa en la re-
lativa movilidad del protergum, cuyo
desalojamiento hacia arriba y hacia
adelante, deja al descubierto una am-
plia 4rea membranosa intersegmental
(4). A través de esta membrana se
aprecia la cavidad general del térax
con los 6rganos correspondientes baiia-
dos por la hemolinfa; y al hacer pre-
sién, sobre el abdomen, afluye a dicha
irea la hemolinfa, que contiene el or-
ganismo del insecto, al mismo tiempo
que ascienden las glindulas salivales,
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de color rojizo palido, nitida y total-
mente visibles.

El ejemplar, activo o anestesiado, se
fija a un portaobjetos, por la cara ven-
tral, sobre un pedazo de mondadientes
debajo del térax, de modo que quede
en ligera flexién para facilitar la ex-
traccién de hemolinfa y sacar las glan-
dulas de la saliva. La fijacién se hace
con una banda de papel adhesivo en
la cabeza y otra en el abdomen, que
al quitarlas, no deja pegante en los
tegumentos del insecto. (Fig. 1). An-
tes de fijarlo al portaobjeto, se le po-
ne una pelicula de cemento duco que
cubra totalmente los tres ultimos seg-
mentos abdominales, para evitar que
al comprimir esta regién, salga con-
tenido intestinal y disminuya la fuerza
de propulsién hacia adelante. Para im-
pedir el deslizamiento del portaobjetos
colocado en posicién longitudinal al
observador, se fija a la platina del es-
tereoscopico con papel adhesivo o con
una gota de agua entre el portaobjetos
y la platina, teniendo el cuidado de que
dichas superficies estén bien desengra-
sadas, para mejor cohesi6n.

PROCEDIMIENTO

Con aumento de 9x1 se levanta
suavemente el protergum por medio
de una aguja encabada, gruesa y roma,
sostenida con la mano izquierda y con
una micropipeta de punta muy adel-
gazada, se perfora la membrana con
movimiento circular para evitar des-
garraduras y mayor traumatismo. (Fi-
gura 2).

Si hay suficiente hemolinfa, ésta
asciende en la micropipeta en cantidad
muy apreciable, aun en ejemplares en
ayuno.

La puncién y aun la amputacién del
protergum en nada perjudica la fisio-
logia del insecto, tanto en la ovoposi-

cién como en las subsiguientes comidas
de sangre. Pocas horas después de la
puncién los hemocitos (coagulocitos)
se acumulan para formar un tapén
que mis tarde se solidifica sobre la
perforacién, (5) protegida nuevamen-
te al bajar el protergum.

Para extraer las glindulas salivales,
tanto en los adultos como en ninfas
de quinto estadio, se quitan el proter-
gum y la membrana intersegmental,
se presiona el abdomen, se extrae he-
molinfa y con una pinza fina se aga-
rran los tejidos circundantes adelante
o atras de las glindulas para sacarlas
desbridindolas, detris de la pinza con
una aguja, colocindolas en limina ex-
cavada con solucién salina fisiolégica
para limpiarlas.

Con esta técnica hemos obtenido,
con pleno éxito, cultivos en medio de
Pifano y mejor en medio de Tobi, tan-
to de hemolinfa como de contenido
glandular muy ricos en formas lepto-
monas a los dos repiques, para luégo
el paso por Zeledon, con el objeto de
comprobar si se trata o no de T. ran-
geli. Las siembras se hacen previa es-
terilizacién del material empleado y
sumersién del ejemplar o ejemplares en
solucién acuosa de fenol al 0.5 %.

Otra de las aplicaciones de este mé-
todo es la de facilitar la inoculacién,
de formas flageladas, en la cavidad
general del térax, extrayendo previa-
mente, con la micropipeta, bastante
hemolinfa para disminuir la presién y
asi evitar salida del inéculo.

Para los trabajos que actualmente
adelantamos en el Instituto Nacional
de Salud, sobre tripanosomiasis, nos
ha sido muy util, maxime que no con-
tamos, por ahora, con colonia de ra-
tones genéticamente seleccionados.

La presente técnica complementa
otra sobre siembra de deyecciones hia-
linas (6).
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RESUMEN

Se describen minuciosamente los di-
ferentes pasos para extraccién de he-
molinfa con micropipetas, en ninfas
de 5° estadio y adultos de Rhbodnius
prolixus, lo mismo que para el aisla-
miento de las glindulas salivales.

Se anotan las ventajas y aplicaciones
de estas técnicas, en investigaciones

parasitolégicas, especialmente sobre

Trypanosomiasis.
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