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NUEVO METODO DE EXAMEN DIRECTO
PARA EL DIAGNOSTICO
DE LEISHMANIASIS CUTANEA

TECNICA DE EXTENSION
Y CONCENTRACION TISULAR

Dr. Guillermo Planas-Girén
Dr. Gustavo Rodriguez Garcilazo.

RESUMEN

Se describe un nuevo método para el examen
directo en, lainvestigacion del agente causal
de la Leishmaniasis Cutanea, que ha sido
denominado por los autores 'Técnica de
extensiéon y concentracion tisular", el cual
permite obtener un diagnéstico rapido de la
enfermedad, mediante muestras de

excelente calidad.

Se analizan las ventajas que dicha técnica

conventional

presenta sobre los clasicos "frotis por

aposicion”.

Seccién Dermopatologia, Instituto de Biomedicina
(Instituto Nacional de Dermatologia) — Venezuela.

SUMMARY

A new method for the direct

examination of Leishmania sp is described, the method
termed "Spreading and cellular concentration technique"
allows the rapid diagnosis of leishmaniasis with optimal
quality. The results are discussed and compared with the

"apossition smear".

PALABRAS CLAVES: Leishmaniasis, Técnica de extension y concentracion Tisular.

En el estudio de las enfermedades
tropicales, especialmente aquéllas que
exhiben un compromiso cutaneo, el
diagnoéstico de laboratorio y otras in-
vestigaciones adicionales, permiten es-
tablecer con caracter definitivo, la
etiologia del proceso patolégico me-
diante la aplicacién de técnicas espe-
ciales que varian de acuerdo con la na-
turaleza del proceso que se investiga.
El método directo, que consiste en la
comprobacion del agente causal o sus
formas evolutivas en el organismo, me-
diante procedimientos que definan sus
caracteristicas biolégicas (morfologia,
tamafio, estructura, caracteres tintoria-
les, relacion biolégica con las células
del hospedador, etc.), nos brinda la
oportunidad de lograr un diagnéstico
certero en forma rapida, con el fin de

indicar el tratamiento apropiado sin
mayores dilaciones.

Ejemplos de la importancia de la in-
vestigacion directa en afecciones cuta-
neas, las tenemos en las siguientes en-
fermedades: micosis profundas (Para-
coccidioidomicosis, Esporotricosis,
Cromomicosis, Micetomas, etc.); mico-
sis superficiales (lineas); parasitarias y
bacterianas (Leishmaniasis Tegumenta-
ria Americana, en sus formas cutaneay
mucosa y difusa anérgica; Sifilis, Buba,
Lepra, etc.).

Para el diagnéstico certero de la
Leishmaniasis Cutanea, mediante el
método directo, se ha utilizado tradi-
cionalmente la técnica del "frotis por
aposicion”, que consiste en adosar y
frotar suavemente, en forma circular,

un fragmento de tejido sobre una lami-
na porta-objeto y colorearlo con el mé-
todo de Giemsa. Estos frotis por aposi-
cion de material proveniente de tejido
patolégico (generalmente bordes dulce-
as), con cierta frecuencia van acompa-
flados de detritus celular, grasas del te-
jido adiposo, etc. Aun en el caso que se
proceda a la diseccién y separacion de
la grasa subcutanea, siempre hay
presencia de fibras conjuntivas esface-
ladas, sangre, fibrina, plaquetas, etc. El
factor de espesor de la muestra tam-
bién distorsiona y dificulta en muchas
ocasiones la visualizacion del agente
causal. La presencia de infeccién se-
cundaria, complica ain més la situa-
cién, ya que al frotis se agregan otros
elementos como neutréfilos, restos nu-
cleares, bacterias, etc.
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FIG. 1.- N6dulo de 4 mm. de diametro,, localizado en la espalda de un paciente con Leishmaniasis
Cuténea, variedad Dimorfa.

FIG. 2.- Procedimiento para la toma del examen directo. Obsérvese la isquemia producida en el
nédulo de la Fig. 1, con la pinza curva y la incisién con el bisturi en el borde de la lesién.

FIG. 3.- N6dulos ulcerados en cara extrema de antebrazo en un paciente con Leishmaniasis
Cuténea, variedad Dimorfa.
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La observacién histologica de gra-
nulomas parasitarios producidos por
Leishmanias, ha demostrado que esta
constituido por formas amastigotes y
células macroféagicas, subyacentes 'al
epitelio (dermis superior) y en la der-
mis reticular, produciéndose a medida
que se profundiza en la lesi6n, una
disminucién de la densidad parasitaria
y un reemplazo de células
histiocitarias por plasmocitos.

Basados en estas consideraciones
histolégicas, desde hace cierto tiempo
se ha practicado, por sugerencia de
uno de los autores (GRG), el método
gue hemos denominado "técnica de
extensién y concentracion tisular", que
consiste en la toma de la muestra en
el borde de la Ulcera o en nédulos
cerrados, mediante la incision con un
bisturi, sometiendo previamente al
area seleccionada a una isquemia
transitoria (Figs. 1, 2, 3, 4 y 5), con el
objeto de eliminar el sangramiento, en
forma similar al procedimiento que se
utiliza para la toma de material en ca-
sos de Hansen. Esta isquemia se
puede obtener mediante la aplicacion
de una pinza hemostética,
preferiblemente curva con el fin de
producir el menor dafio posible al
tejido y por ende al paciente, y un
bisturi hoja No. 15 (Fig. 6, Ay B). Se
practica una incisiéon con la punta del
bisturi (Fig. 5, sentido AB), de 5 a 8
mm. de largo y de 0,5 a | mm. de
profundidad. Al concluir la incisién y
sin perder el contacto con la dermis,
se produce una rotacion al bisturi, de
modo que la hoja quede en un angulo
de 45° con respecto al corte y se
"curetea" suavemente en sentido
opuesto, hasta alcanzar el punto pri-
mario del corte (Fig. 5, sentido B-A). El
material recogido en la hoja del bisturi,
se coloca en una lamina portaobjeto
(la hoja casi tangencial o en un angulo
agudo de aproximadamente 30° con
respecto a la lamina), practicando
rotaciones suaves (recuérdese la
fragilidad del parasito), con el objeto
de producir cierto grado de extension,
pero a su vez conservando la
concentracién adecuada de las células
inflamatorias y de los parasitos. Se
deja secar a temperatura ambiente, se
fija en metano) y se colorea durante 15
minutos con Giemsa.

Una extensién y concentraciéon
aproximada de la muestra hecha con
el bisturi, permitira una excelente
visuali-



zacion de histiocitos, histiocitos en
plena actividad macrofagica (Figs. 7, y
9), otras células como monocitos,
linfocitos, plasmocitos y ocasionalmente
eosindfilos, parasitos en su fase
amastigote con sus caracteristicas mor-
folégicas y tintoriales: nucleo, blefaro-
plasto y membrana, (Fig. 8, inserto) y
ocasionalmente el rizoplasto o rizone-
ma, en forma de un filamento fino, co-
loreado de rojo con el Giemsa, el cual
corresponde a la porcién intracitoplas-
matica del flagelo. Esta estructura, ob-
servada por primera vez en Leishma-
niasis Tegumentaria Americana por
Vianna (1911), estd colocada entre el
blefaroplasto y la membrana. Los
amastigotes pueden observarse en si-
tuacion intracelular (en macrofagos Fig.
8 y ocasionalmente en neutroéfi-
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FIG. 4.- Procedimiento para la toma del examen directo en las lesiones que muestra la Fig. 3.
La técnica utilizada es similar a la empleada en la Fig. 2.
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5 FIG. 5.- Gréafico demostrativo del examen directo. N: nédulo parcialmente ulcerado. Una vez

obtenida la isquemia con la pinza, se produce una incisién con el bisturi en sentido (A-B) y lue-
go se "curetea” en sentido (B-A).

los) y/o extracelular (aisladas, agrupa-
das y en proceso de divisién binaria.
Fig. 9,A)

VENTAJAS DEL METODO

1) Generalmente no se utiliza
anestesia local, ya que la isquemia
obtenida con la pinza curva,
produce una disminuciéon de la
sensibilidad local, tal vez
sustituyendo un tipo de sensibilidad
(dolor) por otro (presion) o
produciendo un proceso de "em-
botamiento” de la sensibilidad do-
lorosa. En nuestra experiencia, las
molestias causadas al paciente son
minimas, sobre todo si se toma en
cuenta que en aproximadamente!
minutos, se cubre esta etapa de la
toma del material. No obstante, si
se piensa realizar la investigacion <h N : :
completa (biopsia, cultivo, inocula- FIG. 6.- M‘ate.rlal requerido para la toma del examen directo. A: b
cién al hamster, estudio inmunoci- No. 15. B': pinza curva.
toquimico, etc.), se puede infiltrar
con anestesia local el area seleccio-

k

isturi con hoja
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2)

3)

4)

5)

6)

12

nada y practicar ambos examenes
(biopsia y el examen directo pro-
puesto), procediendo luego a sutu-
rar el sitio de la biopsia o eventual-
mente, si el tejido es muy fragil, ta-
ponarlo con Gelfoam.

Cicatrizacion rapida de la linea de
incision (recuérdese el largo, y la
profundidad de la incisién), sin ne-
cesidad de utilizar sutura. El
escaso sangramiento que pueda
ocurrir, se detiene mediante la
compresion ejercida con una pinza,
en cuyo extremo esti sujeta una
torunda.

Excelente calidad del material, ya
que se eliminan una serie de facto-
res perturbadores de la
observacion microscopica: detritus
celular, eritrocitos hemolizados
post-fijacion, restos nucleares,
grasas, fibrina, etc.

La técnica propuesta tiene la
ventaja de no utilizar el mismo
material obtenido para biopsia y
otras investigaciones adicionales
(cultivo, inoculacion, estudio
inmunocitoquimico, etc.). Este
material por lo regular resulta
alterado parcial’ o totalmente en su
arquitectura histoldgica al practicar
el frotis por oposicién.

Con wuna incisién, es posible
obtener hasta 4 muestras del
material, suficientes para una

lectura apropiada.

Tiempo minimo en obtener un
diagnostico: Se estimé que se
puede alcanzar un diagnéstico en
aproximadamente 30 minutos (2
minutos para la toma del material,
3 minutos para el secado a
temperatura ambiente, 5 minutos
para la fijacibn en metanol, 15
minutos de coloracion con Giemsa
-dos gostas del colorante x 1 cc. de
agua- y 5 minutos para la
observacion microscoOpica). Este
tiempo puede ser aun mas breve,
segun la habilidad y préactica que
tenga el médico, tanto en la toma
del material como en la
observacion microscopica. El tiem-
po invertido en la observacion mi-
croscoOpica, légicamente serd pro-
porcional a la densidad- parasitaria
en la lesion. En este sentido en los
casos de Leishmaniasis Difusa
Anérgica, donde existe una
ausencia de inmunidad protectora
con presencia
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FIG. 7.-- Examen directo mediante técnica de extension y concentracion tisular. Obsérvese formas
amastigotes intra y extra-celular. Inserto: Macréfago con abundantes parasitos. Coloraciéon con Giem-

sa. 400 X y 630 X respectivamente.

de abundantes parasitos, el
diagnéstico se puede hacer de
inmediato, al igual que en las formas
dimorfas  caracterizadas por un
granuloma mejor estructurado y una
densidad parasitaria aln significativa
(Figs. 10 y 11). En los casos
incipientes de Leishmaniasis Cutanea
Localizada, es posible identificar una
densidad de amastigotes relativamente
importante, sobre todo si la lesién no
estd ulcerada. En aquellos casos mas 2
cronicos, cuya expresion clinica es una
Ulcera torpida, donde se ha es-
tructurado un cuadro granulomatoso
méas intenso, con una densidad
parasitaria disminuida, se requerira una
observacién més  cuidadosa vy
prolongada.

CONCLUSION

Que conozcamos, este método no ha
sido descrito previamente en la in-
vestigacion del agente causal de la
Leishmaniasis. Por las ventajas sefialadas
anteriormente, se recomienda am-
pliamente, especialmente por considerarlo
un método répido, préactico y que ofrece
muestras de alta calidad.
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FIG. 8.- Examen directo mediante técnica de extension y concentracion tisular. Macréfago emitiendo

prolongaciones citoplasmaticos y fagocitando numerosas formas amastigotes. Inserto: Parasitos bien
definidos. Giemsa. 400 X y 1000 X respectivamente.
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FIG. 9.- Examen directo mediante técnica de extensién y concentraciéon tisular. M: Macréfago
activado, emitiendo pseudépodo y fagocitando mas de 40 parasitos. Obsérvese numerosas formas
amastigotes en situacién extracelular (A). Giemsa, 400 X.
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FIG. 10.- Histopatologfa correspondiente al caso de la Fig. 3. G:
numerosos focos granulomatosos con aspecto dimorfo contenien-
do abundantes formas amastigotes, alternando con abundantes fo-
cos de necrosis conjuntiva (N). H-E, 63 X.

FIG. 11.- Detalle de un foco granulomatoso, correspondiente a la Fig.
10. H: histiocitos cargados de amastigotes. Flecha: macréfago con
numerosos parasitos. Notese el polimorfismo celular. H-E, 400 X.
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