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i. JUSTIFICACION:

Debido a las condiciones socicecondmicas y culturales prevalentes en la poblacion!, se
sefiala una elevada incidencia de la tuberculosis cutdnea y extracutdnea mexicana; por
otra parte es dificil apoyar el diagnéstico dinico de tuberculosis cutanea en pacientes con
manifestaciones clinicas sugerentes de la enfermedad y en quienes la determinacidn det
foco tuberculoso primatio es difich de determinar®. Se ha recurrido a mUltiples técnicas de
laboratorio y se requiere probar técnicas de mayor sensibilidad y especificidad que apoyen
el diagnéstico clinico-patolégico en las tuberculosis cutdneas.

En el Centro Dermatoldgico Pascua, gue es un sitio de concentracion de pacientes de
diversas lgcalidades de la Repfiblica Mexicana, se tiene una incidencia de tuberculosis
cutdnea de 1.4%3, comunicandose en los 2 (ltimos afios 82 casos nuevos (36 de 2674
estudios histopatolégicos en ei 2000 y 46 de 2673 en el 2001).

Se han realizado en nuestro Centro, dos estudios de empleo de PCR para diagndstico de la
tuberculosis cuténea, uno de ellos motivo de tesis de la especialidad (PCR en tuberculosis
nodutar profunda®) v el otro para tesis de doctorado (PCR para e estudio de
tuberculides®). En nuestro Centro Dermatolégico no se ha aplicado este métado
diagndstico en todos los casos clinicamente sospechosoes de tuberculosis cutanea, debido a
que no se cuenta con el equipo para su realizacion, su costo en pequeiios vollmenes es
elevado y se requiere de una muestra significativa de casos clinicamente sospechosos de
{a enfermedad.

Como modificacion de los estudios previos en el Centro, utilizaremos tejido fresco o
congelado inmerso, para su traslado, en solucién fisioidgica, ya que consideramos que
evitamos de esta forma el riesgo de degradacion y desnaturalizacidn de las proteinas al

fijarse la pieza en formol y ser procesadas por parafina.
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2. ANTECEDENTES

GENERALIDADES:

La tuberculosis humana es una enfermedad originada por el baclio Mycobacterium
tuberculosis, ocasionalmente por. Mycobacterium bovis y ¢l badlo de Calmelte Guerin
atenuado® ” y en una insignificante proporcion de casos por micobacterias atipicas como
M. Fortuiturd.

Es una enfermedad cosmopolita, afecta todos los organos de la economia dehido a
diversos factores como la patogenicidad de la bacteria, susceptibilidad del huésped y
factores ambientales; todos ellos interactdan para causar la enfermedad ®.

El bacilo puede permanecer viable durante muchos afios en los tejidos de las personas
sanas, no obstante posterior a permanecer “inactivo durante afios” puede producir
enfermedad y si se introduce en una poblacion que estaba poco protegida puede también

ocasionar epidemias®.




Eficacia de la PCR para el diagndstico de Tuberculosis Cutanea

HISTORIA:

Se desconoce el tiempo en que el hombre se infectd con micobacterias ya que incluso en
esqueletos humanos prehistdricos, del afio 8000 a.C. encontrados en Alemania y en
esqueletos egipcios de 2500 y 1000 a.C., se encuentran datos de enfermedad de Pott;
asimismo existen documentos hindies y chinos que hacen referencia de la tuberculosis® %,

Es hasta la Edad Media que se empiezan a tener comunicaciones sobre la misima, teniendo
como terapéutica diversos remedios como: el togque real, en ei que el enfermo curaba al
ser tocado por algiin representante divino. En los siglos XVI y XVII se hace diagndstico de
lupus vulgar en cualquier Olcera que destruyera tejfidos; cuando esta (lcera destruia
tejidos centrofaciales, daba un aspecio de lobo, lo gue dio pie al nombre de lupus vulgar;
a este tipo de tuberculosis se daba tratamiento con sangrias®. En el siglo XVII Villemin
comienza a considerar la etiologfa infecciosa como causante del kupus vulgar,

1 y Farifia se han dedicado a la descripcién de

Diversos autores, entre otros Sehga
algunos aspectos histdricos de la tuberculosis cutdnea y seftalan que: Juan Manardusm
(1462-1536) describié el lupus vulgar con afeccidn en miembros inferiores; Bayle descubre
que la enfermedad puede afectar todo el organismo; Robert Wiltan (1757-1812) describe
una variante de lupus facial con ulceracidn y Allibert (1768-1837) modifica su nombre a
“dartre rongeante” (dartos roedor), ademas de dividirla en tres tipos; en 1826 Laennec
publicé e primer caso de tuberculosis cutdnea verrugosa y Bazin da su nombre af eritema
indurado en 1861, induyéndolo también en las tuberculides. £n 1864 Villemin considera la
etiologia infecciosa de fa tuberculosis, dados sus experimentos de inoculacion en animales;
no obstante es hasta 1882 que Koch' (fig. 1) descubre al bacilo causante de la

enfermedad y Jacobi demuestra el bacilo en las tuberculides de 1a cara.

Es a inicios del siglo pasado que se empiezan a considerar factores sodales e individuales
como implicados en la etiopatogenia de la enfermedad; en 1921 se desarroila la vacuna
BCG por Calmette y posterior a esa fecha se inicia el desarrollo y sintesis de diversas

drogas, que prevalecen hasta nuestros tiempos como tratamiento de la enfermedad.”
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Fig. 1 . Roberto Koch, descubridor del bacilo tubercuiose.

Fotografia tomada de Intemet

En México los esfuerzos por el control de tuberculosis se han observado desde inicios del
siglo pasado'®, siendo las campafias mas intensas desde 1930 en que por decreto del
entonces presidente Abelardo L. Rodriguez, se inicia la campafia antituberculosa v es
hasta 1994 que queda asentado el esquema de fratamiento en la Norma Oficial Mexicana
de Prevencion y Control de la Tuberculosis. En 1995 guedan incluidos en el Diario Oficial
de la Federacién®®, conceptos generales sobre tuberculosis y tratamiento de la misma; no
obstante no se contempla a la afeccion cutdnea. En mayo de 1898, se realiza una revision
de la Norma Ofidal Mexicana, por parfe de la Subsecretarfa de Prevencidn y Control de
Enfermedades de la Secretarfa de Salud, para la prevencién y control de la tuberculosis en
atencién primaria a ia salud (NOM-006-S$A2-1993), con el objeto de estandarizar criterios
para el diagndstico y tratamiento de casos con la enfermedad tanto puimonar como

extrapulmonar'®.

TESIS CON
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EPIDEMIOLOGIA:

La OMS considera que la incidencia de la enfermedad se ha incrementado en
aproximadamente 30%, esperando para el afio 2000, 10.2 miliones de enfermos v 3.5
millones de muertes relacionadas con la tuberculosis.”” De acuerdo a Scholossbery, la

prevalencia de la infeccidn va del 2-8%°,

La tuberculosis se presenta durante periodos epidémicos de décadas a centurlas, en los
cuales se hace una seleccidn natural de individuos suceptibles (en periodos de
aproximadamente 300 afios), de forma aue, una vez que mueren ios individuos
suceptibles, los sobrevivientes son relativamente mas resistentes y la epidemia declina.
Estos periodos epidémicos se dividen segin Grigg® en 3 curvas:

1. Mortalidad, en donde ocurre la eliminacidn de los individuos susceptibles v los
sobrevivientes son relativamente més resistentes, por lo que la epidemia declina.
Morbilidad, ocurre enfermedad en los més resistentes.

3. Infecciones no aparentes, es decir, hay infeccidn sin enfermedad en los individuos

més resistentes.

Para el analisis epidemioldgico en algunos paises comoe Espafia, se ha recurrido a
tipificacion mediante andlisis de polimorfismo por restriccion del fragmento largo de las
cadenas de M. tubercutosis, con insercidn de la secuencia 156110 (marcador genético para
la variabilidad cadenas de M. tuberculosisY®, encontrando un constante aumento en la
transmision de tuberculosis, tanto entre pacientes infectados por MIV, como en pacientes
adultos jovenes sin esta infeccion, de forma que si continian sin implementarse medidas
efectivas de prevencion de tuberculosis entre pacientes infectados con HIVY, habra mayor

niimero de enfermos incluso en la poblacion general.

En 1995 se determind que el 63.6% de casos de tuberculosis en el mundo se encontraban
en México v otros seis palses (Haiti, India, China, Fitipinas y Vietnam)®,

En México se ha demostrado declinacién lenta de la enfermedad desde 1930, con un leve
incremento en el nlmero de casos en la década de los 90 s, siendo este incremento del
8% en los afios 1993-1994, para tuberculosis pulmonar. Para 1963 se mencionaba una
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incidencia de 3 a 3.5% de casos de tubercuiosis en el Hospital General de México, con una
mortalidad del 1-29%% .

Fn nuestro pais los fogos tradicionalmente actives de tubercuiosis se encuentran en areas
hiimedas subtropicales como los estados de Veracruz y Chiapas y aquellos con Costas al
Océano Pacifico vy las Huastecas, ademds de areas urbanas de-crecimiento demogréfico
expansivo como Tijuana, Tampico, la Paz y la Ciudad de México, en donde por la gran
concentracion de poblacion, hay doble riesgo de propagadores y receptores de la

infeccién’®.

Focos tuberculosos

Fig. 2 Focos tuberculosos en México

Se considera que la tuberculosis cutanea ocupa entre el 4° y 59 jugar de indidendia de
tuberculosis {1-3% de casos por cada 114 pacientes que acuden a la consulta de piel, en
el Hospital General de México)™. Diversos estudios corroboran esta incidendia, algunos de
estos son:

En el perfodo de 1947-1952 en ia consulta externa de Dermatologfa del Hospital General,
Escalona y Estrada encontraron una incidendia de 2.6% de tuberculosis cutdnea® y
Amezguita®™ en el periodo de 1958 a 1962, en un estudio realizado en el Centro
Dermatoldgico Pascua y el Hospital General de México, encontrd 0.87% de casos de la

TESIS CON s
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enfermedad en una poblacidn de 25 871 pacdientes, similar al 0.47% de casos
encontrados por Aceves Ortega™ en Guadalajara en ef periodo de 1951-1971.

En el Centro Dermatoldgico Pascua los estudios de Parra en 1982 ** refieren una
frecuencia de 2.87% de tuberculosis cutdnea de 1964-1981; Padilla sefiala una frecuencia
de 2.14% en el periodo de 1985-1988% y Rodriguez Pefialoza en el 2001%, comunica una
incidencia de 1.4% en los (ltimos 15 afios (1986- 2000).
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FACTORES DE RIESGO DE ADQUISICION DE LA ENFERMEDAD

Es universalmente aceptado que la tuberculosis es frecuente en paises en vias de
desarrolio, debido a que hay pobres condiciones de vida, no se cumple al 100% la
vacunacion con bacilo Calmette Guerin {(BCG), ni existe una terapéutica antifimica eficaz,
ya que se ha generado resistencla por parte de las bacterias a los diversos medicamentos,
debido principalmente, al incumplimiento por parte del paciente en la toma del

tratamiento®™ 2.

La industrializacién vy sobrepoblacién en las ciudades, pueden ser factores que
incrementen las posibilidades de generar una epidemia, pues aumenta el niémero de
individuos susceptibles y la transmisidn de la bacteria a nuevos huéspedes, ademas de
que el “stress” fisioldgico suele ser mayor en la ciudad, lo que disminuye la resistencia del
individuo a la infeccidn. Asimismo se presentan condiciones socioecondmicos deplorables y
de hacinamiento Optimas para la transmision de la enfermedad (relacién inversamente
proporcional entre el estatus socioecondmico y la morbilidad).

Otros factores que contribuyen a la transmision de la enfermedad en fas ciudades, son fa
presencia de numerosos grupos con diferencias radiales, el agrupamiento de fos mismos y

la nula accesibilidad a los diversos servicios de salud®,
Otros factores de riesgo son ©:

a. Mayor resistencia a la enfermedad en individuos con sangre del grupo O y mayor
suceptibilidad en ios del grupo AB.

b. Mayor suceptibilidad 2 la enfermedad en: alcohélicos {riesgo de 10 veces mayor),
infectados con HIV, diabéticos, enfermos con linfoma y otras enfermedades
cronicas, gastrectomizados, enfermos con cancer, individuos con silicosis v aquetlos
que reciben terapia inmunosuptesora.

€. Se sabe que el personal hospitalario, principalmente médicos y enfermeras, tienen
un riesgo de 15% para la adquisicidn de la enfermedad, por ef contacto frecuente

con individuos enfermos.
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d. En la nifiez, adultos hambres de edad media y en las mujeres adultas jévenes, se

presenta mayor mortalidad®,

La morbifidad se ha incrementado en ia poblacion de 25-45 afios por &l abuso de
drogas e infecciones simulténeas, principalmente por el virus de HIV (virus de
inmunodeficiencia humana)®,
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CARACTERISTICAS DE LA BACTERIA:

GENERALIDADES

Como ya habiamos mencionade son los bacilos Mycobacterivm  tuberculosis,
ocasionalmente Mycobacterium bovis, el bacilo de Calmette Guerin atenuado®” y en una
pequefia proporcitn de casos las micobacterias atipicas como M. Fortuitum y M.aviun %,

las que ocasionan tuberculosis humana.

Es una bacteria que pertenece a la familla de Mycobacteriaceas, orden actynomicetae.; es
acida, mide 1-4 p de longitud y 0.2 a 0.5u de ancho; tiene forma de baston defgado, recto
o ligeramente curvo, extremos redondeados (fig. 3). Es una bacteria no esporulada,

aerdbica, de lento crecimiento, iInmévil®®

y que puede permanecer en los tejidos en forma
latente (intracelular facultativa), dando asi lugar a los cuadros de reactivacidn de Ia
enfermedad. Su caracteristica acido alcohol resistencia estd dada por fa membrana lipidica

que ia recubre,

Fig. 3 Microscopia electrénica; aspecto de M. tuberculosis.

Fotografias de la Revista “Muy Interesante”
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Se tifie levemente con el Gram y con Zielh Neelsen se tifie en rojo brillante (acido alcohol

resistencia caracteristica)  fig. 4).

Fig. 4 Aspecto de M. tuberculosis, se ohserva su caracteristica acido alcohol

resistencia .

Tincion de Ziehl Neelsen/ Inmersién.

Fotografia de Tuberculosis pulmonar, tomada de Intemet.
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MECANISMOS DE DANO TISULAR

Se sabe que ia bacteria no produce endo ni exotoxinas™, ocasiona dafio a los tejidos por
sit composicion (fig. 5) que consiste en:

1. Materales lipidicos, insolubles en las células def huésped, fas cuales generan
hipersensibifidad. La fraccion lipidica de la bacteria es la que le da su &ddo
resistencia y forma el tubérculo, el cual esta constituido por células epiteloides y
gigantes, primero porgue fa insolubilidad es un estimulo inicial para fa reaccion
fagocitico-mononuclear y porque contiene fosfatido que es el lipido mas reactivo®.
Se piensa que también los acidos libres de alta densidad son otros lipidos irritantes
que ocasionan caseosis y calcificacion en los tuberculos. En resumen la fraccidn
lipidica es la que da resistencia a la bacteria y actla como antigeno.

2. las proteinas de la bacteria producen una respuesta inflamatoria en el organismo
normal vy ocasionan dafio tisular, el cual va acompafiado de sintomatologfa
canstitucional; si hay exceso de proteinas se genera una inflamacion trivial, pues el
organismo no es capaz de reconocer altas cargas antigénicos. Adicionalmente ias
proteinas bacterianas como la tuberculine son antigénicas (un ejemplo es la
reaccion de tipo hipersensibilidad cuando se aplica fa tuberculina)?. Otras
proteinas antigénicas encontradas son la micoltransferasa (AgB5BY y el ESAT-6,
que activan a una subpoblacidn de linfocitos T CD4.%

3. Los carbohidratos podrian ser la fraccdn bacterfana que genera anafilaxia,
actuando como haptenos.

4. Asimismo pueden generar sustancias que al dafiar v desintegrar tejidos ocasionan

intoxicacion en el huésped.
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A SUSTANCIAS LIBERADAS (intoxican y daiian tejidos)

|
LIPIDOS (forma granuloma)

CARBOHIDRATOS
(actia como hapteno)

PROTEINAS (generan inflamacion)

Fig. 5 Composicion general del bacilo tuberculoso.
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MECANISMOS DE EVASION BACTERIANOS

Se flaman mecanismos de evasion a las respuestas bacterianas que permiten su estancia
dentro de un organismo, para lograr su replicacion y supervivencia, algunos de ellos son:
Dentro det macrdfago, en los fagosomas (vesiculas que engloban a las bacterias) permiten
que las bacterias permanezcan ocultas a los finfocitos . T cilotdxicos v a las
inmunoglobulinas.

Son capaces de inhibir la fusion del fagosoma con vesiculas lisosomales impidiendo que
viertan su contenido (eliminan por tanto el ambiente hostl que esto representa)™, ademas
de prevenir la acidificacion al interior de los fagosomas (inhibiendo la activacion de
proteasas).

También secretan catalasa que forma agua a partir del perdxido de hidrégeno, eliminan el
sustrato para que la mieloperoxidasa forme compuestos toxicos (come el hipodiorite).

Ofro mecanismo es la liberacion de lipoarabinomanana que interfiere Ia capacidad de
respuesta de los macréfagos a los estimulos del INF-gamima, Finalmente la propia bacteria
es capaz de destruir al macrofago al replicarse dentro del mismo, hasta que la célula
muere,

. Asimismo debe considerarse que las diferencias en los tipos bacterianos ie dan la

virulencia al germen,
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TUBERCULOSIS INFECCION :

ta tuberculosis es una enfermedad de adquisicién principalmente por via aérea, gue
induce principalmente inmunidad celular y que de acuerdo a la infectividad de la bacteria
ocasiona en el 90% de casos una infeccién subclinica, en el 10 % restante causa una
enfermedad temprana o tuberculosis primaria (antes de 5 afios posterior a fa infeccion,
5%) v una enfermedad tardfa o tuberculosis secundaria(despuéds de 5 afios de la infeccion,

otro 5%)% ¥,

Los factores que favorecen su desarrollo son principalmente :

1. Virdlencia del bacilo- dada por su invasividad y habilidad para la evasién de la
respuesta inmune del hospedero. Se calcula que deben inhalarse entre 5 y 200 bacilos
para que se presente la infeccién.

2. Respuesta del hospedero- que depende primordialmente de la constitucion genética
del individuo (se sabe que los negros son menos aptos para destruir a los bacilos)® y

las condiciones socioecondmicas del sujeto™.

La bacterla penetra por mucosas (siendo la principal la mucosa respiratoria); se hra
observado que en un paciente con frotis positivo, sin recibir tratamiento, puede llegar a
infectar entre 10 y 20 personas, en un lapso de 2 afios.” Esto se debe a que la infeccion
se adquiere basicamente por la inhalacion de pequefas gotas de 1-5 micras {gotas de
Fiudge frecuentemente expelidas al hablar), que quedan suspendidas en el aire, siendo
vehiculos efectivos para la propagacion del bacilo.

Una vez que el bacilo ingresa, se inician las etapas de la tuberculosis pulmonar, que sor:

I Estasis badilar {no hay crecimiento bacilar) y el bacilo es destruido o inhibido por el
macrofago que lo ingiere y el bacilo no destruido crece v destruye al macrdfago.

11 Simbidtico, el bacilo crece logaritmicamente en el macréfago inmaduro, dentro de un
tubéreulo y posteriormente entra al torrente sanguineo y los linfaticos, formando un foco
inicial {fig, 8), casi siempre pulmonar (nédulo de Ghon, que al involucrar adenopatias
hifiares da el nédulo de Ranke)™
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Fig. 6 Formacion del granuloma.

Tras estimularse los macréfagos pulmonares, se activan y proliferan las céfutas T; son atraidos
tos monocitos por IL-8 y bajo activacién por IFN y + calcitirol se diferencian en células
epitelioides, que junto con las células T, forman granulomas

Esqueina tomado del Libro “Inmunologia Clinica™?

IIT Necrosks caseosa inicial, en donde el niimero de bacilos viables es estable porque su
crecimiento se inhibe por ia respuesta a antigenos de tipo tuberculina del bacilo, de modo
que ¢l foco puede permanecer delimitado e incluso llegar a calcificarse. Puede haber una
respuesta de tipo hipersensibilidad con dafio secundario al huésped o bien diseminarse por
toda ia economia, ocasionando la enfermedad.

Se desconoce la causa de reactivadion de las lesiones, pero se piensa gue el trauma local
o la inflamacion inespecifica estimutan al microorganismo y las manifestaciones cutaneas
de la enfermedad una vez que el bacilo se ha reactivado pueden depender del balance

FALLA DE ORIGEN
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entre fa virulencia del organismo v la inmunocompetencia del huésped, especificamente se
han observado variaciones de CD4/CD8 en varios tipos de tuberculosis cutdnea como la
escrofulodermia, en que la relacidn se encuentra disminuida.®

Se desconocen también jos mecanismos que generan vesculitis en algunos tipos de
tuberculosis, se ha postulado que la deposicién de complejos inmunes en los vasos es la

2 ge encuentran ademds complejos circulantes™ que sugieren que, Ios

causa,™
mecanismos inmunes por células B, esten implicados en dicha vasculitis, no asl en la
formacion de granulomas.

* 45 an estos casos es (til el

Puede coexistir infeccidn pulmonar y cutdnea por tuberculosis,
tratamiento con tuberculostaticos cuando se observan escasas y pequefias lesiones en
piel; cuando existe un cuadro cutdneo activo generalizado, como en la tuberculosis miliar

aguda, deben usarse esquemas completos de tratamiento,®

La tuberculosis puede llegar a complicarse con neoplasias como el carcinoma epidermoide,
plasmocitoma y procesos como la enfermedad de Hodkin y otros linfomas. Asimismo se ha
observado en casos fulminantes con control terapéutico previo, asociacion con linfoma .

9
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TUBERCULOSIS CUTANEA :

La piel al igual que el resto del organismo es suceptible de ser afectada por M
tuberculosis, dando lugar a diversos cuadros dermatoldgicos, puede afectar a personas de

cualquier edad, incluso antes del afio de edad.™®

En México en los (itimos 15 afios, al igual que en otros paises como Hong Kong (en donde
fa tuberculosis verdadera mas comin es el lupus vulgar) *, el eritema indurado de Bazin
es el tipo de tuberculosis mas frecuentemente observada, afecta predominantemente a
aduttos jovenes, del sexo femenino®, las otras variedades de tuberculosis cuténea que le
siguen en frecuencia a la tuberculosis nodutar profunda son: tuberculosis micronadular de

fa cara y tuberculosis verrugoss 3 2% |

CLASIFICACION DE TUBERCULOSIS CUTANEA

La clasificacion de la tuberculosis cuténea aceptada internacionalmente es la de Byet vy
colaboradores, basada en las vias de infeccién™, que pueden ser exdgena ({del propio
enfermo © autdgena y de fuente ajena al padienté o heterdgena) v enddgena cuando
proviene de foco primitivos extracutdneos preexistentes. Se han hecho modificaciones a
esa dasificacién, como la presentada por Savin y Wilkinson o la de Uliah & Fritsch y que se

presenta en la tabla siguiente:

20
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Clasificacién de tuberculosis cutaneas (modificada de Byet) *

Tuberculosis de inoculacion Chancro tuberculosis
{exdgena) Tuberculosis verrugosa

Lupus vulgar {algunos casos)
Tuberculosis secundaria Por contiguidad: escrofuloderma
{endbgena} Por autoinoctllacidn: tuberculosis orificial
Tuberculosis hkematdgena Tuberculosis miliar aguda

Lupus vulgar (algunos casos)
Tuberculosis gomosa

Tuberculosis eruptiva Liguen escrofulosorum
(tuherculides) Tuberculides papulares o papulonecriticas

En México se utifiza la clasificacién de Latapi®!, Escalona™ y Estrada™ que considera dos

grupos basicos:

L

1I.

Formas fijas (habitadas, localizadas, tipicas, cronicas, progresivas); resultan de
la colonizacién y reproduccion local de M. fuberculosis, en Individuos sin
infeccién previa o previamente infectados, con reactividad normal al bacilo y
sus productos antigénicos; en ellas se encuentra al bacilo en las lesiones y 1a
respuesta al FPD es normérgica. En éste grupo se encuentran el complejo
primario, la tu_berculosis colicuativa o escrofuloderma, luposa o lupus vuigar,
tuberculosis verrugosa, tuberculosis ulcerosa, la miliar aguda y otras formas
fijas.

Formas diseminadas (hematdgenas o tuberculides), en gran parte de fa
literatira se menciona la controversia sobre su origen fimico, otros las
consideran como lesiones debidas a la respuesta hiperérgica del individuo al
bacllo, por lo cual no es posible encontrar a M. twberculosis en las lesiones,
pero la respuesta a sus productos {antigenos) es muy intensa, pese a que el
bacilo se encuentre en otro sitio (pulmdn, rifidn, etc.). Suelen evoludonar por
brotes recidivantes vy suelen ser bilaterales; en ellas, la respuesta al PPD es
hiperérgica ¥ no hay bacilos en las lesiones. En éste grupo se encuentran la
tuberculosis nodular profunda®, la nédulonecrdtica, fa tuberculosis fiquenoide y
la micronodular de la cara.

21
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ASPECTOS CLINICOS®™ 57 *

L FORMAS FIJAS O HABITADAS

I a . Chancro cutdneo de primoinfeccion {complejo cuténeo tuberculosg) — se presenta en
sujetos sin antecedentes fimicos, en guienes el bacilo penetra al organismo por primera
vez a ravés de una solucién de contigliidad, 15 dias més tarde se forma un nddulo o
vesiculoptistula de contenido turbio, el cual se ulcera. A las 2 semanas de la presencia del
chancro, se presenta una adenopatia satélite gue puede abrirse v dar salida a secrecion
purulenta; posteriormente la Glcera es sustituida por tejido verrugoso.

1 b. Colicuativa (tuberculosis gomosa,
escrofulas, escrofuloderma) - predomina en
nifios v adultos jévenes. Es ocasionada por
la reinfeccion  por contigilidad o linfatica
{enddgena), de focos tuberculosos finfaticos,
Oseos o ganglionares. Se distribuye uni ©
bilateralmente en el cuello (fig, 7), region
submaxilar o infraciavicular, axilas y regionés
inguinales, La fesién elemental es el nddulo
que puede ser dnico o miltiple y que
evoluciona en 4 etapas:  Induracion,
reblandecimiento, fistulizacién (goma} vy

cicatrizacién,

Fig. 7 Tuberculosis colicuativa.
(Escrofuloderma)

Foto cortesta de las Dras, Paditla y Cancela.

* TESIS G0N
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I ¢. tuposa (lupus vuigar, lupus de Willan,
lupus tuberculoso) ~ relativamente frecuente
en mujeres (2:1), durante la infancia y la
juventud (<20afios). Su origen es enddgeno
coh propagacion por contiglidad, linfatica y
hematdgena, siendo ocasional la infeccién
exdgena. Localizacion en la cara (fig. 8), con
distribucidn en mejillas y nariz (85%), labio
superior, mentén Vs pabellones
auriculares(13%). La lesidn elemental es el
lupoma o nddulo, de aspecto trasliicido y
que se evidencia con la vitropresién.

I d. Verrugosa

(tuberculosis  verrucosa  culis,  lupus
escleroso papilomatoso) — predomina en
varones adultos, Es una tuberculosis de
reinfeccidn exdgena por autoinoculacidn o
por inoculacidn externa. Se localiza a dorso
de manos (fig. 9) v antebrazos y piernas y
pies. La lesidn elemental es el nddulo
vegetante, hiperqueratdsico,  grisdceo,
borde infiltrado y delimitado por una zona

inflarmatorta violacea.

TESIS CON

Fig. 8 Tuberculosis luposa.

Fig. 9 Tuberculosis verrugosa.

Foto cortesia de la Dra. Padilla

_ {FALLA DR ORIGEN
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I e. Ulcerosa (licera tuberculosa, tuberculosis orficial, tuberculosis cutis orificialis) —
localizacidn periorificial, mas frecuente lingual (borde o punta). Suele coexistir con
tuberculosis viscerales avanzadas. Clinicamente (fig. 10) se observa como una ulcera
poiciclica, de fondo granuioso amariliento {granutaciones de Trélat), purulento- necrética,
bordes violdceos, irregulares, despegados; dolorosa v de evolucién rdpida. Habitualmente
el individuo es PPD negativo por anergia. Se considera que la tuberculosis cutis orificial
representa  un sintoma avanzado de enfermedad interna, con un prondstico

desfavorable.”

Fig. 10 Tuberculosis ulcerosa.

1f. Miliar cutdnea aguda — se le considera como la forma mas grave de la enfermedad,
pues implica un cuadro agudo diseminado por via hematdgena, que puede involucrar
incluso meninges, se acompafia de fiebre y ataque al estado general. Constituida por
microndduios color rojo-azuloso, que presentan en su parte central una pequefia vesicula
0 una depresion cubierta por una costra, que evolucionan hacdia la ulceracidn y ia
cicatrizacion varioliforme,

I g. Otras formas fijas — incluye la tuberculosis fungosa y vegetante ( que a su vez incluye
las formas frambesiforme, linfangitica, elefantidsica perfanal y perivulvar), de Righ! v

sarcomatoide.

24
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FORMAS DISEMINADAS

11 a. Tuberculosis nodutar profunda (eritema indurado de Bazin (fig.11), eritema indurado
ulcerado  tipo  Hutchinson (fig  12), tuberculosis indurativa}- se cobserva
predominantemente en mujeres idvenes (15-30 afios), que permanecen en sitios himedos
y frips, Localizada a las plernas principalmente en los 2/3 inferiores en sus caras
posteriores, dorse de los pies, redillas v musios. Estd constitulda por nédulos profundos,
de 1-3 cm, dolorosos a la palpacion, ia piel que los cubre estd rojo-violacea, brillante, con

escama fina y temperatura disminuida,

Fig. 11 Tuberculosis nodular Fig. 12 Tuberculosis nodular
profunda. uicerada.
(Eritema indurado de Bazin) (Tipo Hutchinson)

I b. Nodulo necrética (tuberculides nddulonecroticas, tuberculides pépulonecréticas,
tuberculide papular v nodular) — se presenta en los nifios y jovenes de ambos sexos, esta

asociada a probiemas de insuficiencia vascular periférica. Se considera de infeccidn

TESIS CON
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enddgena. Se localiza en las caras de extensidn de las extremidades superiores e
inferiores y ocasionaimente en la cara, piel cabeliuda, palmas, piantas y glande. La lesidn
elemental es el ndédulo, pequefio, rosa-rojo gque evoluciona a vesiculopdstula rojovioldcea,
de contenido turbio que al secarse deja una escara que cubre una Ulcera pequeia vy
profunda; a las 2-3 semanas se desprende la escara y deja una cicatriz varioliforme

rodeada de un collarete escamoso.

II c. Tuberculosis liquenoide — Es una de las formas menes frecuentes de tuberculosis,
semeja 2 el liquen plano o al liquen nitido. Se presenta en nifios y jovenes; se localiza al
tronco, el dorso, fe siguien las extremidades v la cara, es simétrica. Morfoldgicamente esta
constituida por nodulos pequefios, foliculares, de 1-2 mm redondeados, planos o
coniformes, del color de [a piel, en cuyo centro hay un vello cortade al ras o un tapdn
corneo; confluyen para formar placas hasta de 5 cm,

Il ¢. Tuberculosis micronodular de la cara (tuberculide rosaceiforme} ~ afecta
preferentemente a la mujer, entre 15-30 afios; se localiza a cara en: frente, nariz, mejillas
y parpados. Consiste en nddulos de 1-2 mm, eritematosos, aistados o confientes {fig.

13). Se asocia en algunos cases a fotosensibilidad y conjuntivitis,

Fig. 12 Tuberculosis micronodular de la cara

i TESIS CON :

i FALLA DE ORIGER.
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL EN LAS TUBERCULOSIS CUTANEAS:

Debe realizarse con diversos padecimientos, entre otros con esporotricosis, granuloma de
las piscinas, Fnfogranuloma venereo, granuloma de cuerpo extrafio, enfermedad por
araftazo de gato y chancro sifilitico™. En la siguiente tabla, tomada del fibro de Saul®®, se

resumen algunos diagndsticos diferenciales de tuberculosis cutdnea.

Tuberculosis colicuativa Coccidioidomicosis, osteomielitis, actinomicosis, micetoma,

enfermedad de Hodgkin, brucelosis, esporatricosis.

Tuberculosis verrugosa Cromomicosis, infaestasis verrugosa, verrugas virales, esporotricosis

Tuberculosis luposa Esporotricosis, leishmaniasis, carcinomas, paracoccidioidomicosis

Tuberculosis nodular . .
Eritema nudoso, vasculitis nodular
profunda

Tuberculosis nddulo et e g
L Acné, foliculitis, sifilides
necrotica

Tuberculosis . L
i Frinoderma, queratosis pifar
micronodular

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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RESPUESTA INMUNE EN TUBERCULOSIS

En la infeccidn por tuberculosis coexiste una respuesta inmune celular protectora y una
respuesta de hipersensibilidad tipo IV (fig.14).

Una vez que el bacilo ha penetrado al organismo, generalmente por inhalacidn, evade fos
mecanismos de defensa inespecificos impiantandose en un sitlo primario en donde se
multiplican sin resistencia aparente del hospedero; posteriormente son fagocitados por fos
macréfagos y destruidos (por activacién de citocinas de linfocitos T cooperadores |
principalmente interferon gama), o bien pueden permanecer viables y seguir
multiplicandose, de modo que al llegar el macréfago al ganglio finfatico, se disemina el
bacilo por via finfatica y sanguinea a cualquier otro 6rgano, en donde puede ser destruido
{junto con las células infectadas mediante linfocitos T citotdxicos CD8) o persistir en
forma latente durante afios en forma simbidtica dentro de las células monociticas, pero
con gran profiferacion bacilar y gran reclutamiento de macréfagos en el sitio de ia lesion
(fendmeno probablemente favorecido por las bajas concentraciones de oxigeno en estos
sitio).

Los linfocitos T CD4 Thi, expresan una alta densidad de CD44 y baja densidad de
CD45RB, y son activados por células NK, que a su vez se activan con la micobacteria, Las
células NK producen IFN gamma 12, y los macréfagos intercleucina 12 (IL12)} vy juntos
favorecen ia diferenciacidn y predominio de la subpoblacidn linfacitaria Thi, que producen
bésicamente interferén gamma IL-2 vy factor de necrosis tumoral Beta (TNF beta) o
linfotoxina.
las células Th2 producen principalmente 1L-3, -4, 1L-511-6,1L-9,1L-9,1-10 e TL-13, de
moedo gue inducen una respuesta inmune mediada por anticuerpos.
Asi las células Thi producen interferén gamma junto con los linfocitos T CD8, activando
potentemente a los macrdfagos, torndndolo altamente eficlente en la destruccion de los
badilos alojados en su interior, gracias al incremento en los mecanismos Intracelulares de
- muerte mediados por los radicales reactivos de oxigeno y 6xido nitrico, Otros cambios en
el macréfago, amplifican ésta respuesta inmune, como €l incremento en la expresion de

motéculas de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y el incremento en
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&l nlimero de receptores para TNF-alfa, de modo que hay presentacidn antigénica 2 mayor
ndmera de linfocitos T cooperadores y una mejor respuesta a TNF- alfa, No obstante
esta activacion constante consume mucha energia y produce dafio a los tejidos,
probablemente por liberacidn de moléculas tdxicas, radicales de oxigeno, oxido nitrico v

proteasas, dafiando a fas células del hospedero.

Por otra parte los linfocitos T con cadenas gamma-delta (5% del total de la poblacién
linfocitaria, distribuidos en epitelios de (tero, vagina, intestino y piel principalmente)
reconocen moléculas que no son clasicas, ademds de que reconocen proteinas de choque
térmico y antigenos de micobacterias. A su vez tienen 2 subpoblaciones , una de ellas
produce IFN- gamma y otra IL.-4, de modo gue permiten que haya una respuesta inmune

bipotar,

Otros son los finfocitos con cadenas alfa-beta, que constituyen ef 95% de los linfocitos Ty
estén ampliamente distribuidos en el organismo. Hay un tipo de linfocites T alfa-beta CD4-
Cb8-, Se ha observado que se encuentran principaimente en individuos PPD positivos, v
muestran profiferacién con dcido micdlico, de modo que son capaces de lisar a células que
presenten el compuesto en CD1b, representan por lo tanto proteccidn adicional ante las
micobacterias.

St la proliferacion de las bacterias flega a un punto critico, se reinicia una respuesta
inmune celular, con gran actividad de los macréfagos, que producen IL-12, que a su vez
activa a subpoblaciones de linfocitos CD4 Thl, que liberan IFN gamma, TNF- beta, IL-3 v
factor estimulante de monocitos y macrdfagos (GM-CSF), incrementando los mecanismos
de muerte intraceiular, Pero si la respuesta no es eficaz, existe un estimulo antigénico
persistente y esas citocinas promueven la diferenciacion de jos macrofagos a células
epiteloides(que liberan gran cantidad de TNF-alfa), algunas de las cuales se fusionaran,
dando lugar a las células gigantes multinucleadas vy z la formacién del granuloma; ademés
se incrementan los macrdfagos por accion del GM-CSF e IL-3 {pues tienen efecto
hemdtopoyético en la médula Osea). Si bien los granulomas encapsulan a las bacterias,
también las aislan del sistema Inmune y previene el dafio al tejido por parte de los

macrofagos ( que al quedar en el centro del granuloma mueren dando lugar a necrosis
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caseosa). Asl desde el punto de vista patoldgico se forman los granulomas, como

respuesta a una intensa reaccidn inmune celular.

Sin embargo los linfocites T cooperadores CD4 Th2 pueden inhibir la activacion de
macréfagos mediante citodnas como el factor beta transformante del credimiento (TGF-
beta), IL-4, IL-10 e IL-13, reguiando asi su actividad.

La inmunidad adquirida es por lo general adecuada, de modo que el individuo permanece
asintomatico y las lesiones curan, pero un 5-10% de los individuos desarrollarén la
enfermedad.

Esta suceptibilidad-resistencia dei individuo a la enfermedad, parece ser producto de
moléculas de complejo mayor de histocompatibilided {(CMH, producto de genes
estructurales del HLA, localizado en el brazo corto del cromosoma 6), de los que ia clase 1,
cadena alfa, tiene 3 dominios: alfa-3 interacciona con CD8 del linfocito T citotdxico) v
dominios alfa-1 y alfa-2(estructurates). Los clase II codifica para moléculas de expresién
en células presentadoras de antigeno, principalmente macréfagos, células interdigitantes,
células dendriticas y linfocitos B. Las clase III no paricipan en presentacién antigénica;
sus productos son TNF alfa, TNF beta, C4A, C4B, HSP-70 y 21-HO.

De modo que variaciones alélicas pueden condicionar suceptibifidad o mayor riesgo de
contraer la enfermedad, o bien de dar resistencia o proteccion. B andlisis de antigenos
clase I, indican que DR2,DR3, DQ1 y DR6 determinan fa suceptibilidad genética a la
tuberculosis y en la poblacién mexicana es DR2 el que confiere dicha suceptibilidad
{pacientes anérgicos que posiblemente favorezcan una supresion de la respuesta

especifica a tuberculosis) y DR11 resistencia®

Asi se encuentran cuadros bipolares, en donde en un extremo hay pacientes con buena
respuesta inmune y en el ofro los hiporreactores o anérgicos, cuya respuesta estd
abatida ®

En algunas investigaciones se han observado infiltrados dérmicos de mastocitos cuando
hay formacién de dcatriz, y escasos mastocitos cuando no hay dcatrizacidn, lo cual
sugiere que éstas células juegan un papel en el proceso de cicatrizacidn de algunas

tuberculosis cutdneas.®
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BCG:

La vacuna BCG fue introducida en los afios 70°s; la vacuna esta formada por bacilos
atenuados de Calmette Guerin, de modo que puede ocasionar desde reacciones locales
como Ulceras superficiales y costra, finfadenitis e inciuso reacciones diseminadas como la
BCG-itis (asociada a inmunodeficiencia severay® y oftras complicaciones como eritema
nudoso, iritis, lupus vulgar, osteomielitis, liquen escrofutoso, tuberculides de aspecto
papular y liquen nitido.

TUBERCULINA

REACCION DE MANTOUX - TUBERCULINA:

Son emulsiones de bacilos muertes, proteinas del cultivo original, es decir son tubérculo
proteinas purificadas mediante el método de Seibert, de la tuberculina de Koch a
diluciones de 1/10 000, 1/1000 y 1/100,

La reaccidn se hace positiva a fas 3-8 semanas después de la primoinfeccidn.

Se realiza una inyeccion intradérmica de 1/10 de cm3 (dosis utitizada es de  10ut =1/
1,000 ot O 0.0002 mg de PPD) su lectura se realiza en los casos de las diluciones a las 24
y 48 horas, en las dosis actuales de PPD se lee a las 72 horas, con la siguiente
interpretacion:

Negativa — el individuo no presenta o ha presentado infeccion y carece de inmunidad
adquirida. _

Positiva — infeccion activa o curada e inmunidad adauirida v alergia cuténea, ya que
inmunoldgicamente genera una reaccion por linfocitos T . La positividad se mide en
centimetros, y se reporta en cruces {+), con la siguiente interpretacion:

De 5-10 mm + = infiltracion y eritema (fig. 15)

De 11-15 mm ++ = papula, eritema e infiltracién

De 16- 20 mm +++ = papula, con mayor infiltracion v eritema

Mayor 20 mm ++++ = necrosis (figs. 16 y 17)
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Clinicamente se observa inicialmente una fase de eritema, sequida de la aparicidn de una
papufa pardusca o una dlcera irregular de borde mal limitado vy base granular vy
hemorrégica gue se conwvlerte en una induracién de borde elevado y costra fina en su
superficie o bien nddulos que a fa diascopia presentan aspecto de “jalea de manzana”.

Ocasionalmente se encuentran nddulos lupoides alrededor de la Qleera.™

Fig. 16 PPD hiperérgico. Fig. 17 PPD hiperérgico- necrosis.
Foto cortesia Dra. Mora

Fig. 15 PPD normérgico
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Eficacia de 13 POR para &l diagnostico de Tuberculosis Cutdnea

Histolégicamente se observa inflamacion neutrofilica aguda con necrosis central vy
numerosos bacilos, posteriormente entre la 32 y 6a semanas se modifica formando

infiltrado granulomatoso con caseificacion.

En México se utilizan derivados proteicos purificados de produccion nacional v en EUA
(RT23 y S5TUPPD respectivamente), con sensibilidades de 87% v espedificidades de hasta
$2%°%. Dentro de sus inconvenientes se encuentra e que hasta 90% de la poblacidn
puede reaccionar a la tubercufina, por lo que ya no es una herramienta diagndstica de
enfermedad, sino que solo indica antecedente de contacto con la bacteria®; se calcula fa
presencia de falsos negativos hasta en el 25% de la poblacidn, lo cual se incrementa hasta
50% en casos de enfermos criticos con tuberculosis diseminada®; ademds la tubercutina

puede dar reaccion cruzada con otras micobacterias.

OTRAS CUTI-REACCIONES

Cutireaccion de Pirquet; se realiza en la cara anterior del antebrazo, primero se escarifica
la zona, posteriormente se aplica 1 gota de tuberculina y a 5 cm de ésta se aplica 1 gota
de caldo glicerinado; se lee a las 48 horas y se interpreta positiva (+), sl existe
inflamacién en el sitio de aplicacion de tuberculina , sf hay inflamacion en el sitio de

tuberculina y de glicerolado es dudoso el resultado.

Clinicamente se observa una macula de 2 mm que se hace con el tempo papula v
después papulo-eritema y finalmente vesicula (los uitimos 2 estadios indican hiperergia)®.
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DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS

by

2)

3)

4)

5

6}

Se debe considerar que ante todo, es basico contar con una historia clinica,
haciendo hincapié en contactos con enfermos (Combe), ademas de tener un cuadro
clinico compatible o sugestivo de la enfermedad; en la forma sistémica es frecuente
encontrar fiebre de origen desconocido® 3 &

Radiografias y otros estudios de imagen (TAC, REMI), principalmente
toracicas, buscando un foco pulmonar activo®.

Biometria hematica (BH). En la biometrfa hematica es frecuente tener datos
inespecificos de infecdidn crénica como anemia, leucocitosis con eosinofifia v linfopenia
relativas, asf como velocidad de sedimentacién globular aumentada.™ ™

Exémen cutdneo con tuberculina, intradermorreaccién o PPD que consiste en
ta inoculacién de 2U de antigeno tuberculosos en icc de liquido, con lectura de la
reaccion a las 48 hr, considerandose positiva si el didmetro de la papula excede los 5
mm.”
Baclloscopias - frotis de las secreciones con tincién Ziehi-Neelsen para bacilos acido
alcoho! resistentes (BAAR), sirve para la observacidn directa del bacilo y se realiza:
en: esputo, orina y ocasionalmente en otras secreciones corporales como liguido
gastrico (principalmente en pacientes pediatricos), Detecta solo la mitad de los casos
en tas mejores condiciones.

Para corroborar la naturaleza de las lesiones clinicamente sospechosas, sobre todo en
la piel, se realiza biopsia (fig. 18) con tinciones de hematoxilina-eosina (HE), Ziehl
Neelsen, y/o Fite Faraco. En ella suelen observarse granulomas tuberculosos gue
consisten en células de Langhans, con necrosis central, rodeadas de Ristiocitos
epiteloides, linfocitos y monocitos. Cuando se trata de un granuloma tuberculoide se

ve una imagen similar, sin necrosis central™® .

En un attitulo reciente se sugiere fa presencia de mastocitos como células especificas en

el diagndstico de tuberculosis cutdnea %,
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7}

Fig. 18 Microscopia Optica inmersidén, Imagen tuberculosa tipica.
Se observa la caracteristica célula gigante tipe Langhans, con centro necrético, rodeada de
histiocitos, cékilas epitetioides, infocitos y monocitos,
Foto cortesia Dra. Rgz. Pefialoza

Caltivos. se realizan de secreciones y/o de tejidos. El medio mas usado es el
Lowenstein Jensen (fig. 19), con un tiempo prolongado de incubacidén en una
atmdsfera de bidxido de carbono™ |, Su mayor inconveniente es el tiempo que tarda el
desarrollo de las colonias, oscilando entre 4-8 semanas. No obstante su sensibitidad es
de 66% y espedificidad de 100% en esputo *; en el caso de la piel si bien no se ha
catculado, la sensibilidad es més baja’™. Recientemente se han desarrollado otros
medios de cultivo que intentan disminuir los falsos negativos vy son:
a. Bactec
b. Middle brook 7H10 y 7H11 cuya eficacia se estima en 82.2%
¢. ESP sistema de cultivo II. Mide cambios de presion dados por la relacidn
praduccion-consume de gas, resultante del crecimiento bacteriano, se emplea
para productos sanguineos y se considera que tiene una eficacia de 90.4% en
fos sedimentos. 7
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Fig. 19 Cultive de Mycobacterium tuberculosis en medio Lowenstein Jensen.

Colonias amarijllo-blanguecinas, cremosas.

8) ELISA (enzyme linked immnunoadsorbent assay) método cualitativo y/o cuantitativo
(indirecto o directo respectivamente), que determina la presencia de anticuerpos en el
liquido sospechoso mediante la reaccion de antigenos especificos gue se encuentran
absorbidos en un soporte” y que la magnitud de la interaccién antigeno-antuicuerpo
se manifiesta mediante una reaccidn colorida, Puede desarroflarse con antigenos de
Mycobacterium tuberculosis, antigenos de BCG'®, socinate, PPD, antigenos glicolipidos
y antigenos 5 y 6. En general su sensibilidad se estima entre 45-95%7 "y su
especificidad de 80% y hasta 100%. Ef antigeno mas empleado recientemente es el Ag
60 que cuenta con una sensibilidad y especificidad cercana al 80% y con posibifidad
de falsos positivos de 31.68% en tuberculosis calcificada y 11.6% en individuos sanos
%0

9) Otros antigenos desarrollados, para medicion con espectometria, son el Ag 38kda y
el Ag kp 90, con una sensibilidad y especificidad promedio del 60% y posibilidad de
falsos positivos en tuberculosis cutdnea de alrededor de 50% vy en individuos sanos de
20% *, Una variante de ELISA es el ELISPOT {(combinacidn de |a técnica habitual de
ELISA con la de ensayo de formacidn de placas) que ayuda a fa deteccidn de células

secreforas de anticuerpos en respuesta a infecciones y vacunacion’™,

Vak da A L RN
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10) Inmunoelectrotransferencia o Western Blot, permite identificar los patrones de
reconocimiento antigénico de los anticuerpos de un suero problema.

11) Determinacién de anticuerpos tipo lipoarabinomanana mediante inmunodot
(Mycodot);, es una PCR modificada que utiiza a la lipoarabinomanana,
ipopolisacérido que forma parte de los antigenos dominantes de la pared celular
micobacteriana, e induce reacciones inmunes puras. El diagndstico se hace al detectar
una IgG especifica contra LAM y su inconveniente es que al existir infeccion simultanea
por HIV, disminuye su sensibilidad a 10.6%. Tiene una sensibilidad de 91% vy
especificidad de 72%".

12)PCR (polymerase chain reaction/ policional reaction) cuya utilizacién se enfoca
principalmente al estudio def lupus vulgar® ® y de las tuberculides®™ * * ¥, |a cual
desglosaremos méas adelante.

13) Fluorescencia con auramina-rodamina Yy otras reacciones
inmunohistequimicas (fig. 20}, se utilizan cuando la cantidad de bacilos presentes
en las muestras es escasa (incluso negativa con Ziehl Neelsen); con auramina-
rodamina los bacilos se observan rojo-dorados, el fondo obscuro y los artefactos en

fluorescencia amariila®

Fig. 20 Fluorescencia para bacilos de M. tuberculosis,

Se observan los bacilos amariifo intenso, en un fondo verde.
Fotografia tomada de Internet
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14) Rhodamine 123 y diacetato de fluorosceina, usados experimentalmente, miden
el potencial de membrana bacteriano después de 24 h de incubacion del mismo.

15) Bioluminiscencia. Consiste en la introduccidon de un gen luminiscente en un virus
especifico contra la micobacteria, se incuba durante 5 a 7 dias vy lectura posterior.
Detecta el ATP micobacteriano.®

16) Inoculacién en animales, método ya no tan utilizado por la dificultad técnica y
costo de mantenimiento del bioterio, pero altamente especifico para el diagndstico de
la enfermedad®.

17} Determinacion de inmunoglobulinas, va que ocasionalmente se observa incremento
en IgG e IgA v determinacion de anticuerpos antinucleares (ANA) que en el eritema
indurado de Bazin pueden tener un patrén citopaismico con cifras de 1:160%.

18) Cromatografia de acido miclico. Que al separar por medios fisicos a la micobacteria,
permite obsérvar las diferencias moleculares de fa misma, principalmente la presencia
del acido tuberculoestearico y las analiza mediante cromatofia de masa -
espactrometria®®, Su sensibilidad es de 55% vy especificidad de 87% .

19)Prueba terapéutica, se considera que si el resto de los estudios no son
consistentes, pero el cuadro clinico es de alta sospecha de la enfermedad, debe
iniciarse el tratamiento antifiico, cuya respuesta serd el factor mas importante para

sustentar el diagndstico?®.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

{Polymerase chain reaction/ policlonal reaction). Sirve como indice de la actividad
metabdlica del microorganismo.

Se realiza hibridizando DNA con el complejo RNA de fa micobacteria, esto es, se obtiene
un fragmento de DNA bacteriano de alguna muestra clinica, posteriormente se amplifica v
copia éste DNA y finalmente se tipifica mediante la obtencidn vy lectura de ios diversos

pesos moleculares que caracterizan a cada microarganismo.

Como ya se menciond, su principal uso en piel se ha enfocado a lupus vulgar® * vy el
estudio de fas tuberculides® 35 36 %7,

En las muestras cutdneas™ se estima la sensibilidad en 95% v su especificidad de 99%
(fig. 21), comparado con el cultivo®®, por lo que se considera par lo menos tan Ot como el
cultivo u otros métodos diagnésticos™ %,

Su eflcacia se estima en 77,1%, elevandose a 90% cuando se realiza cultivo adicional y
sus mayores ventajas son que tarda solo 3-5 dias en realizarse y el analisis puede hacerse

96 93 94 95 9

en cualquier tejido o secrecidn , ademas de que se puede tipificar fa

micobacteria implicada®.

Para la amplificacion de los fragmentos de DNA bacteriano se utitizan los siguientes
“primers”™
a. pTly pT2 que amplifican el fragmento 396bp.
b. T4, 762, T5 y 865 que amplifican o fragmento 156110, marcador genético
especifico de Mycobacterium tuberculpsis ® *° 108,
¢. RFPL (andlisis de restriccion de polimorfismo del fragmento largo), que inserta
la secuencia 156110 de ta micobacteria para su analisis por PCRY,
d. Para ios controles negativos suele utilizarse la secuencia 202bp del gen beta
actina.
e. “Primer” para deteccion del fragmento del antigeno de 65kd, (&l en las lesiones
cuténeas (tuberculides), ya que es el mismo antigeno que se visualiza en el
andlisis por PCR de los cultivos, establecido por Pao, et at. '
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No obstante la PCR se ha utilizado en diversos tejidos y secreciones'® ' encontrando
resultados variables, como en fas biopsias de pericardio en que son altas las sensibilidades
y especificidades (80%), comparadas con sensibilidades bajas en el liquido pericardico
(15%)% v exudados pleurales (20% de sensibilidad y 96% de especificidady'®.

1 Pesos moteculares
2 Contral positive
3 Control negative
6 y? Muestra de paciente positive

Fig. 21 PCR en pie! de una mujer de 26 afios de edad.
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TRATAMIENTO:

£l tratamiento para la tuberculosis estd encaminado a los sigulentes objetivos

ricrobioldgicos®:

1. Matar a los microorganismos viables que se encuentran multiplicandose para el control
de la enfermedad y disminucidn de la infectividad {actividad bactericida temprana).

2. Eliminar bacterias de lento crecimiento para disminuic las recaidas (actividad
esterilizadora).

3. Prevenir la resistencia a las drogas, que se ha incrementado por el uso indiscriminado

de antibidticos, que llegan a ocasionar resistencia cruzada.

Se postula que existen tres tipos de poblaciones bacterianas en la infeccion tuberculosa
humana; el mayor nimero corresponde a la poblacion de organismos en crecimiento
extracelular (con posibilidad de resistencia a los antibidticos), un menor nlmero
corresponde a microorganismos de lento credmiento o intermitente, dentro de los
macréfagos, dentro de un pH acido y finalmente el tercer grupo corresponde a
microorganismos de crecimiento lento o intermitente dentro de dreas caseosas en donde
ef pH es neutro. Por eflo se requieren mucho mas de 2 semanas de tratamiento para el

tratamiento en cualquier forma de tuberculosis.'”

Previo a la era de los antibidticos se utilizaban diversos métodos terapéuticos como fa
dieta de Gerson-Sauerbrack, que suprime la harina, sal, carnes, cacao y aziicar de la
dieta’’. Asimismo se utilizaban diversos tonicos, dirugla local, termocauterizacion,
escarificacion (Vidal), fototerapia (Finsen) y radioterapia®™.

En 1946 Lehman uso el acido paraaminosalicilico a dosis de 10-20 g/dia, con poco efecto

bactericida vy si efectos secundarios gastrointestinales como vomito y diarrea,

Los esquemas de tratamiento habituales incluyen a los siguientes farmacos:

La isoniacida es el mas bactericida para las formas activas intracavitarias e
intramacrdfago; su actividad se puede observar incluso en fos primeros 5 dias de
tratamiento antituberculoso, disminuyendo la concentracidn bacilar en el esputo'®. Se ha

encontrade asociacion significativa entre fenotipos de acetfladores répidos vy la actividad
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bactericida temprana, o que sugiere que la actividad bactericida de la isoniazida durante
los 2 primeros dias de tratamiento depende en mucho del tamafio de la cantidad de Ia
droga que alcanza el bacilo, de modo que conforme se incrementa fa dosis de la droga se
alcanza su valor bactericida maximo.*”® Pero por sus efectos 20 de neuropatia periférica
(en aproximadamente 0.6%)° se debe administrar simulténeamente piridoxina a
10mg/k/d. También pueden encontrarse erupciones cutdneas (2%), fiebre (1.2%),
malestar general {0.5%).

Adicionalmente se ha encontrado que el tratamiento con monoterapia de isoniazida no es
apropiado para lupus vulgar, va que se observan recidivas.*

Las dosis empleadas en las formas de tuberculosis cutanea, principaimente la tuberculosis
verrugosa son de 3-10 mg/kg/dia maximo 300mg/dia, durante hasta 7 meses.'™

La rifampicina actla contra los bacilos en las tres poblaciones de bacilos descritas y
principalmente en baciios inactivos que se hacen activos.

Pertenece al grupo de las rifamicinas, antibidticos macrociclicos, producido por
Streptomyces mecﬁterrapgii de metabolismo hepatico mediante una esterasa que lo
desacetila {es un potente'inductor del sistema microsomal hepético, por lo tanto tiene
importantes interacciones medicamentosas). En pequefias dosis es bactericida contra
micobacterias y otganismos gram positivos v a dosis efevadas es eficaz, contra gram
negativos; su blanco, contra ] que actda, es el DNA dependiente de una RNA polimerasa
citopldsmica, dafia los ribosomas e inhibe la sintesis protgica y en las micobacterias inhibe
Iz incorporacién de un sulfato en los lipidos y un sulfuro en las proteinas, '

La dosis estandar es de 8-20 mg/kg/d méximo 600myg/dia, suele tomarse en dosis {inica
matutina de 450-600mg (capsulas de 150 y 300mg), ¢l tiempo de administracién es de
un minimo de 6 meses y puede incrementarse de acuerdeo a la evolucion clinica de las
fesiones. o

Efectos secundarios generales que deben considerarse en mujeres en edad fértl, es su
inhibicidn en la efectividad de anticonceptivos'™; los efectos secundarios en piel son
eritema, prurito, conjuntivitis, urticaria y lesiones maculo-papulares v lesiones acneiformes

principalmente**?.
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tLa pirazinamida es bactericida en microorganismos intracelulares, sobre todo dentro del
macrdfago, por lo que requiere un medio Acido para su accion; no actla en bacilos
inactivos. La dosis es de 15-30mg/kgfdia. Es hepatotdxica y puede ocasionar también
artritist'?,

La estreptomicina es bacteriostética y bactericida solo contra organismos extracelulares
que crecen activamente. Se utifiza a dosis de  15-20mg/kg/dia maximo lg/dla 6 2
g/semana y la dehidroestreptomicina a dosis de 0.5¢. Ocasiona vértigo por lesion de! 89

par.

H etambutol, se da a dosis de 15-25 mg/kg/dia y dentro de sus reacciones secundarias
ocasiona disminucion de la capacidad visual (0.8%), reacciones cuténeas como rash y
prutito principalmente (0.5%) y flebre {0.3%) %,

ESQUEMA DE LA OMS Y DE LA N.O.M. 1998

£l esquema con 3 farmacos!!® 16

sirve para disminuir Ja poblacidn de bacilos viables y
dura de 8-12 semanas, posterior a lo cual se debe administrar un esquema con 2
farmacos por varios meses ¥ ¥ E£ste esquema es el mismo que se ultiza en México, lo

cual esta estipulado en fa Norma Oficial Mexicana de 1998 (figs. 22 y 23).

La administracion de medicamentos se realiza de la sigiiente manera para pacientes que

pesan entre 50-70kg y se administran 1-2 horas antes de las comidas:

FASE INTENSIVA

Rifater (grageas) | Rifampicina 150mg | 4 grageas juntas| Diario por 10 semanas

Isoniazida 75 mg

Pirazinamida 400mg

TESIS CON
TATI.A DE NRINEN
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FASE DE SOSTEN

4 capsuias

DIAS DE ADMINISTRACION

2 veces por semana por 15

Rifinah
(cépsulas) 150mg juntas semanas

Rifampicina

Isoniacida 200mg

En padentes que pesan entre 40-50kg fa dosis de Rifater en fase intensiva es de 3
grageas diarfas y la de Rifinah , en la fase de sostén, es de 3 cdpsulas juntas 2 veces a la
semana. En pacientes de més de 70 kg la dosis es de 5 grageas diarias en fase intensiva.
En pacdientes que pesan menos de 40 kg, la dosis se calcula en mg por kg de peso y se

administran los medicamentos por separado’*®.

Figs. 22 y 23 Medicamentos antifimicos usados en el

Sistema Nacional de Salud Mexicano -
(Esquema de la OMS)

No obstante en 1997 la OMS y fa Unidn Internacional de Lucha en contra de la
Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares comunican la prevalencia de la resistencia a
isonfazida, rifampicina, pirazinamida y etambuto! en 35 paises; el calculo de estas

prevalencias se realizd al obtener cultivos dinicos con determinacion de antibiograma,

TESIS CON s
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entre los afos de 1994 y 1997.Por lo que se estima resistencia primaria a cualquier droga
de 9.9% vy multirresistencia primaria de 1.4%."% Para México en un estudio realizado en
1997, se publicd resistencia primaria a una 0 mas de las drogas de primera linea, del 12%
y resistencia adquitida del 50%, por lo que México podria tener el 99 lugar de resistencia
primaria a al menos una de las 4 drogas de primera linea contra tuberculosis.'® Para
resistencia en enfermos ya tratados se comunicd en México en 1992, en un estudio del
Instituto Nacional de Diagndstico v referencia epidemioldgica (InDRE) un 62% de cepas *.
En fa ciinica se conoce el efecto amplificador de 1a resistencia con et uso de esquemas de
tratamiento cortos, adn a pesar de ser estrictamente supervisados'™®

Gracias 8 estudios de biologia molectlar se sabe que la resistencia se genera a partir de
diversos mecanismos bactetjanos, dentro de los que se encuentra la acumulacion de
mutaciones en los genes que codifican para los sitios blanco™!; las cuales pueden generar
sitios de unidn alterados o cambios en la titulacidn de la droga. En otros estudios se ha
observado que la bacteria requiere hacer cambios genéticos minimos (18 genes de
alrededor de 4000 rastreados para isoniazida) para alterar ias enzimas que codifican la
sintesis de acidos grasos tipo I y trehalosa dimicolil transferasa; por lo que se considera
que son los camblos en [a concentradén de la drega (por falta de apego terapéutico) v
presencia de “santuarios” en donde fa droga no alcanza concentraciones criticas, los que
permiten la resistencia de fa bacteria a farmacos, a diferencia de la acumulacién de
mutaciones,

Aunqgue no se ha logrado dilucidar el mecanismo para la resistencia miltiple a farmacos,
modelos matematicos indican que ésta se genera por santuarios protectores del germen
en los tefidos y no por la acumulacion de mutaciones de genes que codifican para la
resistenda'® .

Dentro de otros farmacos que se ha utifizado para el tratamiento de tuberculosis,
principalmente puimonar, se enctientran las flouroguinolonas y de estas la ciprofloxacina a
dosis de 1500 mg/dia es Gtl en casos resistertes a tuberculostaticos v tuberculocidas
habituales, ademds de tener una actividad bactericda temprana mayor que la

isoniazida.l®*
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También se utilizan el acido p-aminosaliclico, etionamida,  ciciosering,
amikacina/kanamicina y offoxacina®, asi como interferdn gamma en aerosgl en casos de

enfermedad pulmonar'®s,

Adicionalmente se han utiiizado cirugia (para disminuir Iz carga bacifar en un intento por

126

controfar la infeccidn), corticoides, yoduro de potasio'®®, antiinflamatorios no esteroideos

corno tratamiento simultdneo y auxiliar en tuberculosis cutdneas.'?’

EVALUACION DE TRATAMIENTO

Para la evaluaddn de programas de prevencion y control de tuberculosis, se utiliza la
revision anual de cohortes de casos comprobados bacteriologicamente segin esquema de
fratamiento iniciado y resuitados al final del periodo de tratamiente correspondiente al
esquema terapéutico. En México con estas evaluaciones se ha determinado que hay
mayor efectividad en ef tratamiento supervisado de corta duracion, lo cual se refieja en el

porcentaje de curaciones en tuberculosis pulmonar b
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Es la PCR un método diagndstico eficaz para la confirmacion de Tuberculosis cutanea?.
La reaccion en cadena de la polimerasa {PCR) es de mayor eficacia que la correlacidon

clinico- histopatolGgica para el diagndstico de la tuberculosis cutanea.

4. OBJETIVO GENERAL:

Determinar la sensibilidad y especificidad de la PCR, en comparacion con el que
consideraremos el estdndar de oro (correlacion dinico-histopatolégica), en pacientes con
tuberculosis cutdnea que consultaron en el Centro Dermatoldgico Pascua, durante el
periodo del 10 de octubre del 2000 al 31 de marzo det 2001,

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de pacientes con sospecha
de tuberculosis cutanea.

2. Determinar los tipos de tubercuiosis cutdnea y su concordancia clinico-patologica en
los casos estudiados,

3. EBvaluar la sensibilidad vy especificidad de la PCR, para el diagndstico de tuberculosis
cutaneas,

4, Determinar la concordancia diagndstica, entre la histopatologia v fa PCR.

5. Realizar un algoritmo para el diagnostico confirmatorio en pacientes con diagndstico

presuntivo de tuberculosis cutanea.
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5. MATERIAL Y METODOS:

Se seleccionaron a los pacientes con diagnostico clinico de tuberculosis cutédnea de la
consulta del Centro Dermatoldgico Pascua durante el periodo del 1° de octubre det 2000,
al 31 de marzo del 2001, se les invitd a participar en el estudio (anexo 1). Los que
aceptaron y reunian los criterios de inclusion/ exclusidn {anexo 2), firmaron una carta de
consentimiento para su participacién en este estudio {(anexo 3).

Se efectud: historia clinica completa (anexo 4), examenes de laboratorio como: biometrfa
hematica (BH), quimica sanguinea (QS), determinacién de transaminasas (TGO y TGP),
examen general de orina (EGO) (anexo 5); estudios de serclogia (ELISA v Western Biot)
{(anexo 6); intradermorreaccion con PPD (anexo 7), baciloscopias (BAAR) en orina v
esputo (a los tosedores oronicos) {anexo 8), asi como biopsia de las lesiones cutdneas
{anexo 9).

El tejido obtenido de la biopsia se dividié en 2 porciones, una de las cuales se fijé en
formol al 10% vy se incluyd en parafina para su andlisis histopatoldgico, gue junto con la
correlacion clinica se considerd el estandar de oro {anexo 10). El fragmento restante se
dividi6 vy se coloco en solucidn safina; un fragmento se analizd mediante la téenica de PCR
{anexo 11) y el otro se cultivé en medio Lowenstein Jenssen y Stone Brike {(anexo 12).

Finalmente se analizaron los resultados.
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5.1 PLAN DE TRABAIC

CASO CLINICO

i

HISTORIA CLINICA PEO/RY/BAAR BIOPSIA
] ]
| : _ i
COMBE EXPLORACION FISICA | | HISTOPATOLOGIA PCR BARRY CULTIWO
(TROS ANTECEDENTES
5.2 TIPO DE ESTUDIO

El estudio fue de tipo prospectivo, transversal, comparativo.

5.3 POBLACION

Pacientes con sospecha clinica de tuberculosis cuténea, de cualquier edad y sexo.

5.4 TAMARO DE LA MUESTRA /PERIODO DEL ESTUDIO

la muestra const de 49 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y exclusion,
estudiados entre el 1° de octubre del 2000 al 31 de marzo del 2001 (6 meses).
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6.VARIABLES A ESTUDIAR

Describimos la forma en que se consignaron fos resultados en nuestro estudio.

1. Resultados de fa PCR, positivos {+} y negativos (-).

2. Histopatologia, se consideraron positivos (+) a aquelios que cumplieron con los
criterios histologicos para el diagnéstico de tuberculosis cutdnea, asi como los que
fueron compatibles con tuberculosis o que sugirieron el diagnostico de tuberculosis.
Resultados negativos (-) fueron aquellos cuya histologia correspondié a otra
dermatosis.

3. Cultivos, se consideraron positivos(+) los que desarrollaron colonias de Mycobacterium
tuberculosis y negativos (- en los que no hubo desarrolio de colonias consideradas
como tipicas.

4. Baciloscopias {BAAR) en oring, tejido y esputo {en pacientes con tos crdnica), se
anotaron como positivo (+) o negativo {-); se tomo en cuenta en nimero de badilos
observados, medido en cruces, siendo:

Negativo ¢ 0 cuando no se encuentran bacilos en 100 campos.
.+ i es < de 1 badilo /campo en 100 campos.

~++ 1-10 bacilos/campo en 50 campos.

. +++ >10 bacilos/campo en 100 campos.

5. PPD, se mide en centimetros y se considera intensamente positivo (respuesta
hiperérgica) con +++, positivo {respuesta normérgica) ++ y +, negativo (respuesta
anérgica) 0.

De 5-10 mm + = infiltracién y eritema

De 11-15 mm ++ = papula, eritema e infiltracién

De 16- 20 mm +++ = péapula, con mayor infiltracién y eritema

Mayor 20 mm ++++ = necrosis

6. Tipo de tuberculosis cutdnea, tomando como base la clasificacion de Latapi, Escalona y
Estrada (péagina 21).

7. Variables sociodemograficas:

a. Edad, se midid en afios,

b. Sexo, masculino (M) y femenino (F),
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c. Estado civil, se consideraron: soitero(a), casado(a), viudo(a), divorciado{a} y union
libre.

d. Escolaridad, analfabeta, primaria, secundaria, preparatoria y licenciatura.

e. Lugar de origen y residencia, se consignd el estado de la Republica en el que se
localizaron las entidades.

8. Antecedentes familiares, de los que importd el contacto previo con enfermos con
tuberculosis (Combe), describiéndose como positive {+) 6 negativo {-).

9. Inmunizaciones, es (til para el estudio ef antecedente (+) 0 no (-) de vacuna BCG.

10. Alimentacion e higiene se dasificé como buenos, regulares o malos; considerando
come bueno aquellos que se bafian diario, se asean la boca después de cada comida,
asean sus manos antes de preparar alimentos o ingerirlos e ingieren equilibradamente
de carbohidratos, grasas y proteinas (3 comidas al dfa).

11, Antecedentes personales patoldgicos de tuberculosis, st tuvieron la enfermedad (+); si
no tuvo la enfermedad (-). En caso de haber cursadeo con tuberculosis, se especific ef
drgano afectado.

7. ASPECTOS ETICOS

Todos los pacientes que cumplieron con los crfterios de inclusion y aceptaron
voluntariamente participar en el proyecto, fueron informados de los objetivos a lograr
mediante el estudio y obtuvieron el informe individual de los estudios realizados en forma

escrita,
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8. RECOPILACION Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos fueron recopilados por el investigador quien llevo una tabla de procesamiento
de datos en donde se vaciaron todos los resultados, para su andlisis posterior mediante el

paquete informatico SPSS 10.

8.1 ANALISIS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron comparativamente mediante paquete informatico SPSS 10,
Para célculo de sensibitidad y especificidad se utilizard la tabla de contingencia de 2 x 2

con los siguientes parametros:

OSITIVOS NEGATIVOS

POSITIVOS Verdadero positivo Falst positivo
{VP) (FP)

NEGATIVOS Falso negativo Verdadero negativo
{FN) (VN)

Para calculo de sensibilidad se usara la formula: [VP / VP 4+ VN] x 100,
Para cilculo de espedificidad se usard la formula [FN / FN + FPI x 100
Para valores de sensibilidad y especificidad se calcularon intervalos de conflanza de 95%.

Para valor predictivo positivo se usard la férmula: [VP/ VP + FP] x 100.

Para valor predictivo negativo se usara la formula: [FN / FN + VN] x 100.

Para las correlaciones se uso la formula: Histopatologia (total)....... 100%
Estudio a valorar............. X %
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9.ADMINISTRACION

A. Personal — se informéd a todos los médicos de la consulta del Centro Dermatoldgico

Pascua, sobre el proyecto a realizar y se les solicitd su apoyo para reunir los pacientes
con la dermatosis en estudio. El investigador se encargd de realizar a historia dlinica,
enviar los estudios de laboratorio, efectuar la lectura de PPD; toma de biopsia, envio v
recopilacién de resultados de PCR.

Los asesores fueron las Dras. Marla del Carmen Padilla y Josefa Novales det CDP vy el
Dr. Mlejandro Escobar del InDRE.

. Facilidades y recursos- se contd con el apoyo de los Laboratorios General vy de
Dermatopatologia del Centro Dermatolégico Pascua v de los Laboratorios de
Micobacterias, Biologia Molecular e Inmunologia, para la realizacion det estudio de PCR
y cuiltivos, del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE).
FINANCIAMIENTO: Los recursos para los estudios inmunocldgicos y de biclogia
molecidar, se otorgaron en el INDRE {(INVI 001); los estudios histopatoldgico, PPD,
BAAR y de laboratorio general se realizaron con recursos propios del paciente, en el
Centro Dermatolbgico Pascua,

. Autorizacidn- el estudio se realizd bajo la aprobacidn de los asesores, de los comités
de Investigacién del CDP y del InDRE vy de los investigadores participantes del InDRE.

. Proteccion de los pacientes- los pacientes participaron de forma voluntaria en el

" estudio.

9.1 PARTICIPANTES:
- Por el Pascua: Dra. Larissa Dorina Loper Cepeda

Dra. Marfa def Carmen Padilla Desgarenes
Dra. Josefa Novales Santa Coloma

-Por el InDRE:  Dr. Alejandro Escobar Gutiérrez

Dr. Hiram Olivera

QQFB. Susana Balandrang
QFB. Silvia Gonzélez
QFB. Armando Carrera
QFB. Veronica Gutiérrez
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- Oftros participantes: Departamento de Informatica del CDP
Departamento de Dermatopatologia del CDP
Biblioteca del CDP

10. UTILIZACION DE LA INFORMACION

Los resultados seran empleados como tesis para la Especialidad en Dermatologia, podran
ademas ser presentados en sesiones académicas y clentificas nacionales y del extranjero,
se buscard, por otra parte, que sean publicados en alguna revista de prestigio indexada y
can comité editorial. En todos los casos se dard amplio crédito autoral a los participantes

en el trabajo.
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11. RESULTADOS

Se tomd una muestra de 50 individuos sospechosos de tuberculosis cutanea y realizaron
estudios clinicos, histopatoldgico, bacterioidgicos e inmunoldgicos. Fue eliminado un

paciente por no cumplir los criterios de inclusion.

CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS:

A continuacidon se desglosan los datos soclodemograficos del grupo de pacientes en

estudic y su diagndstico clinico de envid.

Sexo
De los 49 pacientes estudiados, se encontrd predominio de pacientes del sexo femenino
con 40 casos (81.6%) y 9 del sexo masculine (18.4 %).

pacientes 40 9 49
Y% 81.6% 18.4% 100.0%

Edad

Los rangos de edades fueron de 15 a 76 afios, con un promedio etario de 37 afios,

encontrandose 68% de la poblacion entre los 20 y los 53 afios.

Pacientes| 7 16 9 6 4 4 3 49
% 9% | 33% | 18% | 12% | &% | 8% 6% | 100%

Tk
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Estado civil

£n relacidn al estado civil 20 pacientes eran casados (41%), siguiéndole en orden de

frecuencia los solteros con 18 casos (37%) v 11 con otros estados civiles (22%;.

Pacientes

49

%

40.8%

36.7%

12.2%

100.0%

Escolaridad

En cuanto a la escolaridad se encontraron dos pacientes analfabetas (4%), 12 pacientes

con primaria completa (249%), 13 con secundaria y 13 con preparatoria (27% cfu) y 9

pacientes con licenciatura (18%).

Pacientes

%

4.1%

24.5%

26.5%

26.5%

100.0%

Lugar de origen y residencia

Respecto al lugar de origen 32 pacientes {65%) son del Distrito Federal, 6 det estado de
México (12%), ¥ 11 de otros estados (22%)
En cuanto al lugar de residencia: 31 pacientes {63%) dei Distrito Federal, 16 (33%) de!
estado de México y 2 (4%) otros estados.

DIAGNOSTICO CLINICO

~ TESIS CON

FALLA DE ORIGEN,

Diagndsticos presuntivos: tuberculosis (Tb) micronoduler de la cara 21 pacientes (43%),
Tb nodular profunda 12 (24%), Tb cutanea 6 (12%), Tb verrugosa 4 (8%), Th luposa 3
(6%, Tb nodular ulcerada (de Hutchinson) 2 {4%), Tb genital 1 {2%).
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Diagnostico clinico Pacientes %
Th micronodutar de la cara 21 42.9%
Tb nodular profunda 12 24.5%
Th cuténea 6 12.2%
Th verrugosa 4 8.2%
Th luposa 3 6.1%
Th nodular ulcerada 2 4.1%
Th genital 1 2.0%
Total 49 100.0%

Diagndstico clinico de envio: Tuberculosis

N =49
Th micronodular de {a cara
21 (44%)
Th nodular profunda
12 (24%)
Tb en genitales
1 (2%)

Nodular ulcerada
2 (4%)

ANTECEDENTES PARA TUBERCULOSIS

Th luposa
3 (6%)

Th verrugosa
4 (8%)

Th cutanea
& (12%)

Fuente: Consulta generat del Centro Dermatoldgico Pascua

Treinta y seis pacientes (73%) dijeron haber recibido vacuna BCG durante 1a infandia,
Doce pacientes (24%) tuvieron Combe positivo, 9 de ellos en familiares cercanos y 2

casos en conocidos con los que convivian diarilamente; oftro paciente mencioné el

;FALI:E DE ORIGER |

53




Eficacia de s PCR para el diagndstico de Tuberculosis Cutdnea

antecedente de ingesta de leche sin hervir durante su infancia y juventud. De los 12
casos con Combe positivo, ocho (16%) tuvieron diagndstico histopatoldgico de
tuberculosis.

Seis pacientes refirieron el antecedente de tuberculosis extracutanea durante fa infancia
y/o juventud, cuatro padentes confirmados (8%) y dos pacientes con el antecedente
dudoso (4%); los cuadros que tuvieron los pacientes fueron: tuberculosis pulmonar (2
casos), Tb ganglionar (1 caso), Tb renal (1 caso). En todos estos pacientes el cuadro
remitié con tratamiento antifimico durante por lo menos 6 meses. De los 6 pacientes con
antecedente de tuberculosis extracutdnea (pulmonar, ganglionar y renal), 5 tuvieron

diagndstico histopatoldgico de tuberculosis cutanea,

Tb PREVIA 4 43 2 45

OTROS ANTECEDENTES DE IMPORTANCIA:

Se considerd de importanda el tipo de habitos dietéticos como posible factor
inmunosupresor, encontrando sdlo 15 casos (30%) con hébitos dietéticos de ingesta
hipoproteica e  hipercalérica; concomitantemente los hébitos higiénicos se refirieron
inadecuados en 6 de estos casos. Asismisme antecedentes de enfermedades
concomitantes con potencial inmunosupresor fueron consideradas, encontrando diabetes,
leucemia y artritis reumatoide con enfermedad de Sidgren, con un caso cada uno; ninguno
con tratamiento antifimico previo. Se sefald la presencia de otras enfermedades sin
importancia para el cuadro con 3 casos con hipertension arterial sistémica y 18 casos con

miopia, irregularidades menstruales, cuadros gripales, etc.

[ TESiS COB
PALLA DE ORIGEN

Jhae
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ESTUDIOS HISTOPATOLOGICCS

Se realizaron 49 estudios histopatolgicos, de estos 32 fueron positivos (65%), con
imagen histoldgica correlativa con la dinica y 17 negativos (35%).

De los que resultaron positivos, 8 tuvieron imagen diagndstica y 16 fueron compatibies.

I 2 prestin
42 | F | micronodular cara n Dafio actinico/elastolisis
23 F_ | micronodutar cara n Demodecidosis
32 F | micronodular cara n Demodecidosis
24 F_ | micronodular cara n Infiltrado inflamatorio crénico inespecifice
34 F | microncdutar cara n Infiltrado inflamatorio crénico inespecifico
37 F | micronodutar cara 0 Irfiltrado inflamatorio crénico inespecifico
38 | F_ | micronodutar cara i linfocitoma cutis
62 F | micronodular cara n Infiltradg inflamatario ordnico Inespecifico
19 F micronodular cara p Compatible
25 F | micronodular cara p Compatible
52 F | micronodular cara P Compatible
47 | M | micronodular cara P Granuloma tuberculoide
i8 F | micronodular cara p Granuloma tuberculoide
28 F __| micronodular carg p Granuloma tuberculaide + demodecidosis
63 F | micronodular cara i} Granufoma tubercuioide, compatible con tuberculosis
49 F | micronodular cara p Granutoma _tuberculoide
30 | F | micronodular cara p Tubercutosis micronodular
28 F micronodular cara p Tubercudosis micronodular
23 F micronodular cara p Tuberculpsis micronodular
23 | M | micronodular cara’ p Tuberculosis micronodular
28 F | micronodylar cara p ‘Tuberculosis micronodular + demodecidosis
16 F nodular profunda n Infiltrado inflamaterio crénico inespecifico
35 F | nodular profunda p Compatible
19 F nodular profunda 1] Compatible
30 £ i nodular profunda 1] Granuloma_tuberculoide sugiere tuberculosis nodular
15 F nodular profunda B granuloma tuberculoso
54 F 1 nodular profunda 1] paniculitis septal tardia, sugiere tuberculosis
27 F 1 nodular profunda P Sugiere tubercuilosis nodular profunda
36 F i nodular profunda p Sugiere tuberculosis nodular profunda
32 F nodutar profunda p Sugiere tuberculesis sodular profunda
39 | M | nodutar profunda p Sugiere tuberculosis nadular profunda
41 | F | nodutar profunda p tuberculosis nodular profunda
28 | F | nodular profunda p tuberculosis nodular profunda

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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o restntiv : . “Dxhistopatologico, '
28 | M | noduiar ulcerada n ulcera cronica
63 ¢ M | nodular ulcerada p granuloma_tuberculoso
61 | F | thcutdnea n Infiltrado inflamatorio crénice inespecifica
59 | F | thcutdnea 1 Granuloma crénico inespecifico
25 | F | theutinea n Proceso granulomatoso
75 [ M | tbcutinea p ‘Tuberculosis ulcerosa
24 | M | tbcuténea 3] tubercidosis nodular profunda
45 F_{ tb genital P Granuloma tuberculoide
20 F | Verrugosa n Imagen psoriasiforme
17 | M | Verrugosa n Granuloma e fas Piscinas
76 | F | Verrugosa n carcinoma espinocefular invasivo
51 F | Verrugosa 1] tuberculosis verrugosa
25 F q. thoide B Compatible con tubergtlosis micrenodular
42 1 F 1 Luposa n angeitis pentasintomatica
37 F | Luposa B compatible con tuberculosis micronodular
76 M | Luposa p compatible con tuberculosis luposa

Los casos correspondieron a 5 casos con biopsia diagndstica de tuberculosis micronodutar
y 9 de compatibilidad. Cuatro casos diagndsticos de tuberculosis nodular profunda y 7 de
compatibilidad. Se encontraron un caso de tuberculosis verrugosa, uno de tuberculosis

uleerosa y uno de tuberculosis luposa.

De los 17 estudios histopatoldgicos negativos para tuberculosis, 2 casos tuvieron
diagndstico de demodecidosis, 2 casos de proceso granulomatoso crdnico inespecifico, 6
de proceso inflamatorio cronico inespecifico, uno de linfocitoma cutis, un caso de
granuloma de las piscinas, uno de epitelioma espinocelular invasivo, uno de imagen
psoriasiforme, uno de vasculitis pentasintomadtica, uno de uleera vascular y uno de dafio

actinico con elastolisis,

CORRELACION

HISTOPATOLOGIA

;

T
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PPD

A 29 pacientes se les realizd intradermorreaccion con PPD, resultando 13 positivos (45%)
y 16 negativos (55%). Los 13 pacientes que resultaron positivos tuvieron también
histopatologia positiva para tuberculosis cutdnea; dos de ellos-con formas habitadas (1

caso de tuberculosis luposa y 1 caso de tuberculosis ulcerosa).

BAAR

Se realizaron 30 estudios de determinacién de BAAR en orina, siendo 22 positivos (73%) y
8 negativos (26.6%). De los 22 casos con BAAR positivo, 16 tuvieron histopatologia de

tuberculosis cutanea, ninguno de ellos con formas habitadas.
En 2 casos se realizaron estudios BAAR en esputo, siendo negativos.

CULTIVO

Se obtuvo el desarrollo de Mycobacterium tuberculosis hominis en solo un caso (2%).

 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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ELISA Y WB

A todos los pacientes se les realizd determinacion de anticuerpos mediante estudio de
ELISA resultando 10 casos positivos v 39 negativos ( 1 caso cercano at corte). Correlacién
histolégico- laboratorial 28.125%. Sensibilidad de 32 % y especificidad de 92 % con valor
predictivo positivo de 80 % y valor predictivo negativo de 58 %, con correlacién
histolégico-ELISA del 25%.

De los estudios de Western Blot {WB) realizados, 8 fueron positivos vy 41 negativos,
encontrando una sensibilidad de la prueba de 19 %, especificidad de 88 %, valor

predictivo positivo de 50 % y valor predictivo negativo de 58 %. Correlacion histoldgico-
laboratorial 12.5%.

WESTERN 8 41 12.5 82 57 33
BLOT

TRSIS CON “‘35
FALLA DE ORIGEN |
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PCR

Se realizaron 48 estudios de PCR en biopsias de piel obteniendo 12 resuitados positivos y
36 negativos, el estudio faltante se debid a falta de cooperacién del paciente para la toma
de la muestra.

Se obtuvo en los estudios de PCR en piel una sensibilidad de 42 %, especificidad de 92 %,
valor predictivo positivo de 83 % vy valor predictivo negativo de 61 %.

La correlacion histoldgico-laboratorial fue de 31.25 %,

Asimismo se realizaron 49 estudios en suero y plasma, resultando 4 casos positivos en
plasma y 6 en suero. Los estudios de PCR en plasma tuvieron una sensibilidad de 0 %,
especificidad de 88 %, valor predictive positivo de 0 % y negativo de 62 9%, con
correlacion histoldgica-PCR plasma de 0%. En [a PCR en suero se encontrd una
sensibilidad de 26 %, espeacificidad de 100 %, valor predictivo positivo de 100 % vy valor

predictivo negativo de 60 %, con una correfacion histoldgico-PCR suero de 18.75%.

PCR SUERO 6 43 19 94 85 40
PCR PLASMA 4 45 3 83 25 33
CORRELACIONES
B
PCR PIEL 10 22 2 32 31.25%
PCR SUERO 6 26 0 32 18.75 %
PCR PLASMA 0 28 4 32 0 %

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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OTROS DATOS DE LABORATORIO

Se realizaron estudios de iaboratorio generales en 34 casos, en los cuales se analizaron
datos como biometria hematica completa, encontrando anisocromia en 1 caso, leucocitosis
en 3 casos y leucopenia en 1 caso; la determinacidn de la velodidad de sedimentacion
globular se encontraba aumentada en 14 pacientes. E| examen general de orina se
encontraba anormal, en 10 casos, 6 de los cuales eran por infeccion de vias urinarias.
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12. DISCUSION

La tuberculosis sigue siendo un problema prioritario de salud pidblica que debe atenderse;
durante mucho tiempo estuvo asociada a pobrera, bajo nivel cultural, etc., sin embargo,
en nuestro estudio, la mayoria de los pacdientes viven en un nivel de escolaridad vy
socioeconémico medios, por lo gue consideramos que cada vez hay mas factores de
riesge que lo promueven, como son el hacinamiento dado por el incremento poblacional
en las cludades (como la ciudad de México), lo que facifita las infecciones entre los

habitantes y por tanto hay mayor inmuncsupresion.

Una de las manifestaciones extrapuimonares de la tuberculosis gue menos se diagnostican
en la Medicina General es la tuberculosis cutdnea, debido a que tiene una gran variedad
de manifestaciones clinicas, por lo que se requiere un mayor conocimiento en
dermatologfa para su adecuada identificacion. En ef dermatdlogo cuya preparacidn se ha
dado en Centros Dermatologicos de concentracién como el nuestro, proporcionan mayor
concordancia clinico-patologica-laboratorial, lo que influye positivamente en el adecuado y

oportuno tratamiento del padecimiento.

Hasta hace unos afios en nuestro pais, la descripcion clasica de tuberculosls cutanea
colocaba en el primer lugar de frecuencia a la tuberculosis colicuativa; en los afios 80's
ocupa el primer lugar la tuberculosis nodular profunda®™ v en los afios 90's es fa
tuberculosis micronodutar de la cara la mds frecuentemente vista .

Es imprescindible para el diagndstico de tuberculosis que se demuestre la presencia de
bacilos acido alcohol resistentes en secreciones accesibles como esputo y orina, en
pacientes con sospecha de tuberculosis extracuténea (renal y pulmonar
fundamentalmente), considerando que la sola demostracién de bacilo acido-alcohol
resistente (BAAR) podria corresponder a cualquier otra micobacteria v la (nica forma de
aseverar la presencia de Mycobacterium tuberculosis es mediante el cultivo; por elio es
importante explicar ampliamente al paciente ios estudios a los que debe someterse y
convencerlo de realizarlos, asi como capacitar al personal sobre la importancia de los

mismos para asf tener la cooperacion de todos los servicios que lograran que en un futuro,
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disminuir la incidencia de la enfermedad. En nuestro estudio la determinacién de BAAR en

secreciones no se realizo en 19 casos por falta de adherencia del paciente.

E} cultivo es la Unica forma de aseverar la presencia de Mycobacterium tuberciiosis en los
tejfidos, no obstante es de dificil obtencidn en tejidos “duros” como la piel, ya que para ser
cultivado se necesita obtener un extracto fquido.

Las formas de tuberculosis en que esperamos encontrar desarrollo de colonias de
micobacterias, son las llamadas fijas o habitadas, en las que se observa el bacilo en 1a piel,
ya que es en este sitio en donde coloniza y se reproduce. En las formas no habitadas
existe controversia sobre su origen fimico, ya que se considera que se deben a hiperergia
por un foco tuberculoso primario extracutdneo, por o tanto no hay bacilos en 1a piel y no
esperamos el desarrolio de colonias micobacterianas.

Fi caso del paciente en que se obtuvo un cultivo positivo, con desarrolio de M. tuberculosis
variedad Aominis, correspondid a tuberculosis luposa, variedad de tuberculosis cuténea
considerada habitada; no obstante en los cortes de tejido con tincidn para bacilos (Ziehl
Neelsen y Fite Faraco) no se observaron baciles y el cultivo desarrolié colonias peguefias y
escasas, por fo que se requirid recultivarlas en un medio enriquecide para su desarrollo y
tipificacidén posterior, Consideramos que posiblemente hubo escaso desarrollo debido a
que la piel es un tejido de dificil acceso para el bacilo, por los diversos mecanismos de
vigilancia inmunoldgica, gue impiden su permanencia y multiplicacion.

En el resto de pacientes con tuberculosis habitadas (dos), consideramos que no hubo
desarrolio de los cuitivos, por la dificultad técnica. Los pacientes restantes correspondieron
a formas no habitadas de tuberculosis. Se ha descrito una técnica que trata a fas muestras
cuténeas de casos con lepra indeterminada con tripsina, de modo que se incrementa e
nimerc de bacilos observados al digerir fas célufas®®, lo cual podria intentar
implementarse para casos con tuberculosis habitadas, previo a [a técnica de cultivo,

Hay métodos de cultivo efectivos mas rapidos como el BACTEC y MGIT, cuyo mayor
inconveniente es el costo.

Se menciona en la literatura, principalmente sajona® °, al estudio de prueba cutinea
(intradermorreaccion) con PPD como dato ciinico diagnastico esencial. £n México no es
posible por la aplicacién temprana de la vacuna con bacilo de Calmette Guerin v la gran
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frecuencia de primoinfeccidn en nuestra poblacidn, en algin momento de su vida, lo que
dard la positividad a la prueba (alrededor del 209% de la poblacidn general es positiva);
traspolado a nuestra pobladdn los resultados son inciertos. Por otra parte el antigeno es
de dificil obtencidn, incluso en Centros de Salud y hospitales de concentracion. En nuesiro
estudic no se aplicd en 20 padientes por falta del recurso.

Observamos en 2 pacientes una reaccién similar a la descrita.en |3 literatura ® con la
aplicacion de la intradermoreaccion en pacientes con iesiones no habitadas, con
importante edema, formacion de ampolla e incluso necrosis en el sitio de inoculacion,
ademds de que nuestros pacientes presentaron malestar general, dolor intenso de las
extremidades inferiores y febricula vespertina, lo cual interpretamos como hiperergia a la

tuberculing, que se sabe estd determinado genéticamente.

Los estudios seroldgicos de ELISA y WB ofrecen ventajas de rapidez y precio, pueden
hacerse en suero, pero solo demuestran antecedente de contacto con la bacteria; de
modo que si el titulo es alto, es sugerente de enfermedad, pero siempre debemos
interpretar los resultados en relacion con el cuadro dinico, histopatologfa y datos
epidemioldgicos. En nuestro estudio se tuve concordancia en 25 % vy 12.5 % de pacienfes
respectivamente, pero con sensibilidades bajas, lo cual disminuye la utilidad de la prueba,
pues suelen ser frecuentes los resultados falsos negativos'®; asi un resultado positive, Nos
habta de la alta posibilidad de enfermedad extrapulmonar, pero un estudio negativo, no
descarta la presencia de enfermedad. No obstante es un apoyo en casos que ameriten la
administracion temprana y oportuna de tratamiento (miliares, tuberculosis de sistema

nervioso y otros).

La amplificacion de genes de Mycobacterium tuberculosis mediante PCR, se considera que
detecta cantidades muy bajas de DNA en muestras clinicas diversas; por lo que se ha
empleado principalmente para tuberculosis miliar y pulmonar, con resultados de entre el
70-98% de sensibilidad v en muestras sospechosas de tuberculosis extracutédnea, la
técnica desarrollada en el laboratorio del InDRE, obtiene especificidades por arriba del
88% v las siguientes sensibilidades:

a. Orina - sensibilidad 85%

b. Ganglio - sensibilidad del 88%
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c. Tuberculosis 6sea con diagnostico a través de muestra en sangre -~ sensibilidad de
93%.

En nuestro estudio solo 3 casos corresponden a formas “habitadas” de tuberculosis
{Tuberculosis verrugosa, tuberculosis ulcerosa y tuberculosis luposa), por lo tanto
esperadbamos su positividad en PCR, sin embarge los 3 fueron negativos (falsos
negativos). El resto de casos (29 pacientes) fueron tuberculides o formas “no habitadas”,
en las cuales no se espera encontrar al bacilo en las muestras, porgue se ofiginan a partir
de un foco tuberculoso primario que produce antigenos circulantes, los cuales generan el
cuadro clinico en piel, Estos focos pueden o no estar activos y pueden o no estar distantes
de las manifestaciones cutdneas.
Se han comunicado casos de tuberculides, principalmente de eritema indurado de Bazin®
¥ en los que la PCR ha mostrado positividad, por lo que decidimos someter también a
nt}éstros casos de tuberculosis por hiperergia al estudio de PCR, encontrando 10 casos con
PCR positivo {correlacién clinico-patolégica-laboratorial de 31.25%).
Los 19 casos con correlacidn clinico-histopatoldgica positiva y PCR negativa, pueden
deberse a diversos factores, dentro de los que consideramos, en primer jugar a que existe
dificultad técnica para ja obtencidn del DNA de muestras de piel (por fas caracteristicas
mismas del tejido), presencia de inhibidores no bien definidos que entorpecen al interferir
en Iz amplificacion del DNA'™, variacién en el niimero de microorganismos en cada
muestra** y distribucion heterogénea en las muestras (se ha visto que si hay pocos
organismos se puede perder DNA durante la extraccion), de modo que la muestra

3 Otras causas de fala

cultivada puede tener bacterias y la que va a estudio por PCR no
en el diagnostico con presencia de falsos negativos, son que haya fallado la digestién
enzimatica durante el proceso y andlisis de un volumen inadecuado de la muestra, Para
falsos positivos las causas involucradas pueden ser contaminacion de las muestras durante
su traslado, procesamiento, e intermuestras; presencia de bacterias muertas por una
infeccion resuelta o bien que los primers detecten una amplia gama de DNA'¥,

Por otra parte, existen criterios histoldgicos bien establecidos vy la expetiencia de los
patdlogos de piel del Centro Dermatoldgico Pascua es muy amplia, mas varian el criterio y
consideraciones de cada histopatologo y sabemos que fa histologia no es diagnéstica de
tuberculosis, pero la experiencia clinice de los Dermatopatdiogos del Centro, logran fa

adecuada cotrelacion clinico-patoldgica.
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Finalmente hay una importante discusion, pues en la mayorfa de estudios se realizan
diagndsticos en muestras de plel ya procesados para su estudio histolégico (parafinadas vy
en cortes finos), lo que por una parte podria facilitar la obtencion del DNA de las células,
pero también hace correr el resgo que durante el procesamiento de los ielidos, se
degrade el DNA y sea dificil su recuperacién y amplificacion'® ¥,

En nuestro estudio no se ha podido adn determinar la causa ¢ tausas que generaron los
resultados obtenidos, pero si pedemos observar que el PCR en piel tiene inconvenientes
diagndsticos v que aln estan por determinarse que la sola presencia de DNA puede no ser
atil v si en cambio determinar los niveles de DNA microbiano significativos para el
organismo, sitio estudiado y situacion **,

Asi tenemos diversas preguntas aln sin respuesta, principalmente: ¢ Son todos los casos
de tuberculides con histopatologia diagndstica o compatible, realmente de etiologia
tuberculosa?, ¢Son los casos con PCR positiva debidos a un foco tuberculoso extracutdneo
activo?, éSon los casos de histopatologia positiva y PCR negativa de otro origen? Y
finalmente éDebemos esperar gue alrededor del 50% de casos con tubercufides sean PCR

positivo?

Por otra parte, realizamos en forma complementaria, estudios de PCR en suero v ptasma
en todos los casos estudiados, esperando positividad en algunos de los casos,
principaimente las formas habitadas, ya que se considera se deben a un foco tuberculoso
primario activo, el cual puede en algunos casos liberar material genético al torrente
sanguineo; no obstante también los resultados fueron negativos.

En los casos de hiperergia o formas de tuberculosis cutanea no habitadas esperdbamos o
que todos fueran negativos (porque se liberan de los focos primarios principalmente
materfal antigénico ¥ no DNA) o muy pocos de elios positivos y efectivamente, solo 6
casos fueron positivos en suero {correlacidn clinico-histoiégica.laboratorial 18.75%) v

ninguno en plasma

Consideramos por 1o tanto que para confirmar el diagndstico de un caso sospechoso de
tuberculosis cutanea, se deben tener en cuenta los siguientes niveles de inseguridad:
1. Clinico — dado que el diagndstico es complejo por la presencia de signos positivos y

negativos que se confunden; por ejemplo en el estudio 17 de 49 muestras fueron
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clinicamente sospechosas de tuberculosis cutédnea, pero negativas por diagnostico
histopatoldgico.

Histopatolégico — hay imagenes que se consideran tipicas de tuberculosis
(granuloma tuberculose), pero la presencia de un granuloma tuberculoide {como
se observd en varios casos) no es patognomadnico de tuberculosis y el diagnéstico
se realiza por correlacion dinico-patologica.

BAAR ~ se realizd {inicamente en secreciones accesibles, intentando determinar el
foco primario de infecdién; tuvo positividad en 22 casos, lo cual la hace una téecnica
muy aceptable aunque nos queda la duda de st todos los casos positivos fueron
por M. tuberculpsis, o se debieron a contaminacién de las muestras por la
presencia de otras micobacterias.

Cultivo ~ la positividad en solo 1 caso lo hace una técnica diagnédstica muy maia
para casos de tuberculosis en piel, ademds de que es muy tardada, se reguiere de
un laboratorio especializado para su realizacidn y debido a que la piel es un tejido,
con diversos mecanismos de vigilancia inmunologica, pedria impedirse la presencia
de mayor cantidad de bacilos.

PCR - el método es sensible en otras muestras, ‘pere hace pensar en la dificultad
técnlca para obtencién de DNA de muestras de piel; con fo obtenido en nuestro
estudio {similar al trabajo de Zufiga®) debemos valorar su realizacion, como
complernento de los otros estudios, pues nos da un diagnéstico rapido, aunque con
una baja sensibifidad v si bien es una técnica que aparenta ser altamente costosa,
en grandes voltimenes no lo es.

Serologia- como ya comentamos, su positividad, nos habla de la alta posibilidad de
enfermedad activa, pero un resultado negativo no la descarta.

Eficacia terapéutica — podria considerarse el determinante final de positividad de la
enfermedad, en caso de que el paciente mejore con su administracion, sin
embargo, otras enfermedades pueden mejorar con los tratamientos antifimicos; no
obstante nos enfrentamos a un problema sodial-econdmico, en que la falta de
recursos o la escasez de los mismos, impide gue el enfermo adquiera ef
tratamiento (su costo es de mas de 1 salario mirimo). También en los casos donde
se espera que su adquisicion sea gratuita, como en Hospitales y Centros de Salud

{puesto que es un programa prioritario de Salud), nos enfrentamos a la falta del
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tratamientos suficientes y su obtencion es dificll adn administrativamente, incluso
en casos en donde el paciente tiene certeza diagndstica; en nuestro estudio no se

pudo conciuir ésta fase.
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13. CONCLUSIONES

Para nuestro estudio la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en piel no es un
métoda eficaz para confirmar el diagnodstico de tuberculosis cutdnea, dado que su
sensibilidad fue del 42 % y su especificidad del 92 %, respecto al estandar de oro.

Las mujeres, de 21 a 30 afios de edad, con estado civil casadas, nivel escolar medio,
originarias y residentes de! Distrito Federal, fueron las mas frecuentemente afectadas por
tuberculosis cutdnea.

La tuberculosis micronodular de 1a cara, seguida de la tuberculosis nodular profunda, son
los tipos de tuberculosis cuténea mas frecuentemente estudiados en el Centro
Dermatoldgico Pascua,

ta histopatologia confirmé en 32 casos la sospecha clinica de tubereulosis cutanea, con
una correlacién dinico patoldgica del 65.3%.

Hubo correlacién histolégico-PCR en piel de 31.25 %, con 10 casos.

Por ahora conduimos gue la correlacién dinico- histopatoldgica es aln el método
diagndstico “de oro” en tuberculosis de pigl, que incrementa su certeza al realizar
tinciones para bacilos en las muestras a estudiar, por lo que debemos considerar su
realizacion en todos los casos sospechosos, esperando mayor certeza diagndstica que con
otros métados.

Se sugiere sequir el flujograma que se muestra a continuacion para pacientes sospechosos
de tuberculosis cutdnea;

(ASO CLINICO
]
{ I I
HISTORIA CLINICA PPDIRXIBAAR BIOPSH
—— % ;
GOMBE ‘E(PLDRACEOP% FISICA 1| HISTOPATOLOGIA PR BAAR Y CULTIVO
OTROS ANTECECENTES
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14. ANEXOS:

14.1 ANEXO 1 - FASES DE SELECCION:

a. Se informd a los medicos de fa consulta del Centro Dermatoldgico Pascua, sobre el
proyecto y se les solicité su apoyo para el envio de pacientes' con diagndstico clinico de
tuberculosis cutdnea.

b. Paclentes con diagndstico presuntivo de tuberculosis cutdnea estudiados en la consulta
del Centro Dermatoldgico Pascua, en el periodo comprendido entre el 1¢ de octubre
del 2000 y el 31 de marzo del 2001,

c. Elinvestigador evaiud cada caso y de cumplir con los criterios de inclusion fexclusion,

participaron 0 no en gl estudio.

14,2 ANEXO 2 - CRITERIOS DE INCLUSION / EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron todos los casos de tuberculosis cuténea cuyo aspecto elinico fuera
compatible 0 sospechoso de tuberculosis cutdnea y que aceptaron voluntaramente
participar en el estudio, dando su consentimiento por escrito, de acuerdo a los parametros
de la clasificacion de Latapi, Escalona y Estrada, sin importar edad, sexo, estado civil,
condidiones socioecondmicas y/o nutricionales, En los menores de 18 afios, se informd 2 el

(los) padre (s} o tutor(es) sobre el estudio y se solicitd su consentimiento por escrite,

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio a pacientes que no aceptaron participar v a los que se
encontraban en tratamiento por tuberculosis cutanea y/o extracutinea. Se eliminaron del
estudio a los padentes que no cumplieron con todos los criterios de inclusidn v a los que

decidieron abandonarlo.
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14.3 ANEXO 3 — CARTA DE CONSENTIMIENTO

México D.F., a de dei

Nombre del paclente:

Nimero de expediente:

Mediante el presente, una vez gue he sido informado{a) cabalmente sobre los estudios a
los que seré sometido (a), asi como de sus beneficios, riesgos v posibles complicaciones;
que he leido con detenimiento este escrito y su contenido es perfectamente comprensible
para mi, estoy satisfecho con la informacidn recibida y he podido formular todas las
preguntas que he considerado conveniente, me han aclarado todas las dudas planteadas y
el significado de los términos médicos que recoge. Acepto voluntariamente participar en el
proyecta de investigacion para diagnostico de tubérculosis cuténea, el cual servird para el
diagnéstico y tratamiento de mi enfermedad vy autorizo a los médicos investigadores del
Centro Dermatoldgico Pascua a llevar a cabo los procedimientos correspondientes,
asumiendo todas las consecuencias que del mismo deriven para efecto de destindar
responsabilidades. i asi lo requieren mis intereses puedo en alglin momento retirarme
voluntariamente del protocolo de estudio, sin ninguna obligacidn o compromiso de mi
parte o del médico responsable y esto ne interferird con mi tratamiento.

Firma del paciente

Nombre y firma del padre o tutor
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14.4 ANEXO 4 — HISTORIA CLINICA

Mediante la historia clinica se intentd determinar el foco infeccioso y contactos del
paciente (COMBE). Su contenido fue;
1. Ficha de identificacién:

. Lugar de origen y residencia----

. Nlimero de expediente -~

11, Antecedentes familiares (Combe)
L. Antecedentes personales no patoldgicos:
. Inmunizaciones

. Alimentacion, cantidad y calidad

. Higiene

1V, Antecedentes personales patoldgicos:

. Tubercuiosis

. Enfermedades cronicas

V. Interrogatoric por aparatos y sistemas

V1. Bxploracion fislca:

, Signos vitales: TA__ FC___ FR

. Exploracion por segmentos

14.5 ANEXO 5 — LABORATORIOS GENERALES

Se realizaron determinacion de biometria hematica, quimica sanguinea, examen general
de orina y determinacién de transaminasas glutamico oxalacética y glutdmico pirdivica,
para determinar el compromiso e impacto sistémicos de la enfermedad en cada paciente y
considerar si presentaban alguna alteracién en la funcién enzimatica hepdtica que fimite su

tratamiento,

76



Efficacia de la PCR para el diagndstico de Tuberaulosis Cutsnea

14.6 ANEXO 6 ~PRUEBAS SEROLOGICAS (ELISA Y WB)

Pruebas desarrolladas en el laboratorio de inmunologia del InDRE a cargo del Dr.
Alejandro Escobar y consiste en (figs. 24 Y 25):

ELISA: Se coloca muestra con BCG en medio liquido y se deja a crecimiento durante un

periodo de 5 semanas, se filtra y la porcion sdlida (bacteria) se somete a ruptura de su

estructura mediante sonido, hasta que se obtiene un extracto acuoso y se coloca en

placas de agar, las cuales se lavan hasta unificar las placas en cuanto a su contenido vy se
les coloca un blogueador.

El suero sospechoso se coloca sobre la placa y se le agrega un anticuerpo adicionado de

una enzima (peroxidasa) y posteriormente un sustrato que realiza fa conversion

enzimatica que genera una respuesta en forma de color, la cual se interpreta de acuerdo a

su densidad dptica.

2
— /
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D0, v

Color tenue
B0 ¥

Celor inlenso
DO A

D0, = Densidad Gptica  w = nula W = Baja 4= Elebada
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KX K XX
5885885868
3t e
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O
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Fig. 24 Técnica para realizacion de ELISA
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Fig. 25 Resultados de ELISA realizados en este estudio

Western Blot (WB)*¥":

Se parte de una mezcla antigénica que electroforéticamente es separada en el gel de
poliacrifamida, después son directamente electrotransferidas a papel de nitrocelulosa que
sirve como fase sélida para lievar a cabo el reconocimiento antigeno-anticuerpo. Esta
reccion se hace evidente por la adicidn de un segundo anticuerpo marcado con una
enzima y del sustrato correspondiente, cuyo producto precipita en el sitio de reaccién (fig.
26). Por la complejidad de la prueba se realiza solo en laboratorics que fengan patrones
definidos de antigenos que ofrezcan resultados consistentes en los diferentes laboratorios.
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Fig. 26 Resultado de algunos estudios de WB realizados en éste estudio.

14.7 ANEXO 7 - INTRADERMORREACCION CON PPD

La intensidad de la reaccién a la tuberculina (emulsiones de bacitos muertos purificadas 6
PPD), nos permite fa valoracidn indirecta de Ia respuesta inmunolégica del huésped ante
el badilo.

Se realiza previa asepsia del terdo medic de la cara anterior de antebrazo, con la
aplicacién de 10 ut de PPD intradérmicamente vy se leyd el resultado a jas 72 horas, con ta
siguiente interpretacién:

De 5-10 mm + = infiltracion y eritema

De 11-15 mm ++ = papula, eritema e infiltracion

De 16~ 20 mm +++ = pépula, con mayor infiltracion y eritema

Mayor 20 mm ++++ = necrosis

TEsls
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14.8 ANEXO 8 - BACILOSCOPIAS

La determinacion de BAAR permitic la identificacion de focos infecclosos en orina v en
tosedores cronicos en el esputo.

Se solicitaron la recoleccidn diaria matuting y en ayunas, de seis muestras de esputo y/o
orina, en frascos estériles,

Se realizaron frotis de las muestras con fijacion mediante calor y tincidn con Ziehl Neelsen
para st analisis microscopico y determinar la presencia o no de bacilos en las muestras.

El estudio se evallla en cruces, siendo:

Negativo 6 0 cuando no se encuentran bacilos en 100 campos.
+sies<del bécilo fcampo en 100 campos.

A+ 1-10 bacitos/campo en 50 campos.

. +++ >10 bacilos/campo en 100 campos.

14.9 ANEXO 9 — BIOPSIA

Previa asepsia y antisepsia de la regidn, aplicacién de campos estériles, se efectud
anestesia focal con xilocaina al 2% (sin epinefrina en nariz, genitales y dedos) y se realizé
un huso que varid en su tamafio de acuerdo a la lesidn, pero que abarco centro y borde
de la lesidn, asf como parte de piel sana y cuya profundidad fué hasta tejido celular
subcutdneo. Se suturd con nylon de 3-0 a 5-0 de acuerdo al sitio anatdmico y se cubrid
con parche de gasa estéril, con indicacidn de cuidados generales durante al menos 1

semana, tiempo en el que se retiraron los punfos,
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14,10 ANEXO 10 — TECNICA PARA EL ANALISIS HISTOPATOLOGICO GENERAL

£l andlisis histopatoldgico se llevd a cabo en el Centro Dermatoldgico Pascua,
Departamento de Dermatopatologia a cargo de la Dra. Josefa Novales Santa Coloma.

Una vez fijadas la biopsias en formol al 10%, se procede a deshidratar, aclarar e incluir en
parafina; el blogue obtenido se corta con microtomo y los cortes colocados en laminillas
portacbjetos, se tifien con hematoxilina-eosina (H-E) vy tinciones para bacilos (Ziehl-

Neelsen y Fite Faraco modificada)®®,

Técnica de tincidén H-E (fig. 27):

Los cortes se colocan en una canastilla y se sumergen en xileno por 3 minutos y se pasan
a un segundo bafio de xileno por 2-3 minutos; se colocan en alcohol etilico absoluto 2
minutos y posteriormente al 96%; se lavan con agua por 1 minuto y brevemente con
agua destilada; se Hifie por 4-8 minutos con hematoxilina de alumbre, se fava con agua y
decolora en alcohol acido 1%, se enjuaga y se vira en alcohol amoniacal al 1% por 30
segundos; se enjuaga vy se tifie en eosina Y acidificada al 1% o alcohdlica durante 15
segundos 2 2 minutos vy se enjuaga en alcohol B0%; se deshidrata en alcohol etilico
absoluto y se pasa por bafios de xileno, montando finaimente en resina sintética.

Fig. 27 Granuloma tuberculoide tincién H-E.

Se observan fa células gigantes multinucleada tipo Langhans, rodeadas de células epitelioides,
histiecitos, linfocitos y menecitos,
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Técnica de tincién Ziehl-Neelsen {fig 28):

Los cortes se tratan con agua y se tiflen durante 1 hora a 37° con carbolfucsing, se
enjuaga con agua, se decolora con HCl al 1% en alcohol al 70%, se lava con agua y se
contrasta con azul de metileno al 1% durante 10-30 segundos, se lava, se deshidrata con
alcohol al 95% vy absoluto (2 veces ¢fu) v se aclara con xileno; finalmente se monta en
resina sintética.

Los bacilos &cido-alcohol-resistentes son rofos; el citoplasma y el material caseoso es rosa,

los nlicleos con azulosos.

Fig. 28 Tincién Ziehl Neelsen en biopsia pulmonar.
Se observan los bacilos teiiidos en rojo, material caseoso y citoplasma en rosa, con niicleos

azulosos; todo sobre un fondo azul,
Fotografia tomada de Intermet

Técnica de tincién Fite-Faraco (fig. 29):

Se desparafinan los cortes, sumergiéndolos por 1-2 minutos en | volumen de aceite de
parafina y 2 volimenes de trementina, se escurre y aplica papel filtro, dejando las
muestras en agua. Se tifie con carbolfucsina de Ziehl-Neelsen durante 20-30 minutos a
temperatura ambiente, se enjuaga, se decolora con HCI at 1% en alcohot etilico al 70%
por 1-2 minutos, se lava y se aplica azul de metiteng al 0.1-0.5% por 10-20 segundos, se
enjuaga con agua y se seca con papel filtro y al aire; finalmente se monta en resina

sintética. Los bacilos acidorresistentes son rojos sobre fondo azuf claro.

TRSISCoN T
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Fig. 29 Tincion Fite Faraco
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14.11 ANEXO 11 ~ TECNICA PARA LA EXTRACCION DE DNA Y AMPLIFICACION POR PCR
EN PIEL

Las determinaciones de PCR en piel permiten la identificacion del material genético
micobacteriano en la piel. Técnica desarrollada en el INDRE, Laboratorio de Biologia
Molecular, a cargo del Dr, Hiram Olivera y consiste en:

La muestra de piel puede ser tomada y colocada en solucién salina para su transporte y
posteriormente ser congelada para su conservacion, o bien puede haber sido procesada
por parafina, posterior a lo cual se toman 3-4 cortes para el anélisis por PCR.

La muestra cutdnea se tritura, se centrifuga durante 10 minutos a 10 000xg y el
precipitado se resuspende en 500ul de un amortiguador (ImM de EDTA, 10mg/mi de
lisozima, 10mM de Tris a un pH de 7.8) el cual se incuba a 37°C durante toda una noche.
Se agrega proteinasa K (0.1mg/ml) y SDS (1.2%) vy se incuba durante 10 min a 650C;
posteriormente se agrega cloruro de sodio (NaCi 750mM) y CTAB (35mM) obteniendo un
voltimen total de 750ul. Las muestras se calientan a 65°C durante 10 minutos y se les
agrega un vollmen igual de cloroformo; se centrifuga nuevamente durante 10 minutos a
10 000xg. Se extrae la fase acuosa y se precipita ef DNA al agregar un vollmen igual de
isopropanolol. La esfera se recupera por centrifugacion a 10 000 xg, lavando en Iml de
etanol al 70%, secande durante 10 minutos a temperatura ambiente y resuspendiendo en
20 pl de agua destilada estéril.

Para el andlisis de la secuencia IS6110, se amplifica el fragmento 438bp, utilizando los
“primers” 15243 (5 -gce ¢gg gac cac gac cga ag-3 ") y el IS660R (5'-gkt tgg tca tea gee gtt
cga ¢-37) y la reaccién de reversa, para generar un producto de 175bp, se realiza con ios
“primers™ IS371 (5 -cac gic aat tac ccg git cat cg-37) v el IS427R (57 -atc geg cag cic geg
gcg g-3 7). Se utlliza la siguiente secuencia para 25 ciclos de cada reaccién: 949 por 157y
1730" a 68°C.

tos productos del PCR se analizan en geles de agarosa al 2%, coloreados con etidium

bromado y se ohserva en un transifuminador ultravioleta (fig. 30).
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Para evitar contaminacion, la extraccion, la amplificacion vy la deteccion del acido nucleico,
se realizan en distintos laboratorios. Los controles negativos y positivos se extraen y

amplifican en cada grupo de muestras examinadas. Los resultados falsos positivos no se

obtienen con los controles negatives.
SDS

Pmtainasn K
Naci Cioroforma
CENTRIFUGA w‘m C"“B l
e
Incubar
Incubar
Cubric Placas
Lavado
/r\/’\/[\a
T e
AR Uy,
Pasos moleculares Gel agarosa

kS

z Control positive

3 Control negative

6y 7 Muestra de paciente positivo

Fig. 30 Técnica para la realizacién de la PCR.

Fig. 31 Resultado de PCR.
En ia hilera 8, Ia banda de 215 pb, muestra el peso molecular
de M. tuberculosis.
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14.12 ANEXO 12 - TECNICA PARA EL CULTIVO DE MUESTRAS EN MEDIO LOWENSTEIN
JENSSEN

Técnica desarrollada InDRE, Laboratorio de Micobacterias, a cargo de la QFB Susana
Balandrano, consiste en:

Se recibe la muestra de piel inmersa en solucion salina a temperatura ambiente; se coloca
en un mortero y se muele agregéndole hidroxido de sodio (1:1) v se agita en un vortex
durante 20 segundos; se somete a incubacidn a 37° durante 15 minutos y se centrifuga a
3000 gs (gravedades) a 3700 RPM (revoluciones por minuto); se decanta el sobrenadante
v de inmediato se reutraliza con hipodorito a IN (normal) v se procede a la inoculacion en
los medios de cultive Lowenstein Jensen y Stone-Brike a 0.3 ml {5 gotas).

Se colocan los medios en una incubadora a 379 y se revisan periddicamente durante por o
menos 1 mes, posterior a lo cual se espera haya crecimiento de las colonias. En los casos
positivos {crecimiento de oolonias), se procede a realizar tipificaciéon con pruebas
bloquimicas {pruebas de catalasa a 37°C y 689C, prueba de niacina y de nitratos a
nitritos) (figs. 32-35).

Para determinar sensibilidad de la bacteria a los antifimicos (isomiazida, rifampicina,
etambutol, pirazinamida), se colocan en medio Bactec; asimismo se realizan resiembras y
determinacion de sensibilidad, en medio agar enriquecido con Middfebrok,

Fig. 32 Tipo de mascarillas usadas  Fig. 33Campana de flujo para evitar
para el manejo de muestras contaminacion al procesar las
sospechosas de Th muestras.
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Fig. 33 Cultivos positivos de M, tuberculosis. Medios de cultivo Lowenstein
Jensen y Stone Brike.
Se observan colonias pequenas, blanco-amarillentas, cremosas.
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