UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO E INVESTIGACION
HOSPITAL GENERAL “DR. MANUEL GEA GONZALEZ”

“IDENTIFICACION DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS MEDIANTE REACCION EN CADENA DE POLIMERASA EN
ESPECIMENES DE PIEL FIJADOS EN PARAFINA QUE MOSTRARON UNA DERMATITIS GRANULOMATOSA Y DIFUSA
SUGESTIVA DE TUBERCULOSIS CUTANEA”

TESIS:
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE ESPECIALISTA EN DERMATOPATOLOGIA

Dr. Juan Oswaldo Colmenero Mercado
ASESOR:
Dra. Sonia Toussaint Caire

MEDICO ADSCRITO A LA DIVISION DE DERMATOLOGIA DEPARTAMENTO DE
DERMATOPATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL “DR. MANUEL GEA GONZALEZ”

CIUDAD DE MEXICO FEBRERO DE 2020




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



HOSPITAL GENERAL DR. MANUEL GEA GONZALEZ

AUTORIZACIONES [

HOSPITAL GENERAL
DR. MANUEL GEA GONZALEZ

fRvesTIGACION |

i

Dra. Maria Elisa Véga Memije

- 0
Subdireccién de Investigacion Biz)lbéﬁllﬁﬂiﬂﬁccmn

Profesor titular del curso de Dermatopatologia

=]

\W

A
Dra. Sonia Toussaint Caire

Asesora de tesis




Este trabajo de tesis con No. 06-117-2018, presentado por el alumno Juan Oswaldo
Colmenero Mercado, se presenta en forma con visto bueno por el tutor principal de

la tesis con fecha 6 de agosto de 2019, para su impresion final

or. Pablo Maravilla Campillo
Subdireccién de Investigaciéon Biomédica

*

Wiy

Dra. Sonia Toussaint-Caire

Investigadora principal




"Identificacion de Mycobacterium tuberculosis mediante Reaccién en
Cadena de Polimerasa, en especimenes de piel fijados en parafina que
mosiraron una dermatitis granulomatosa y difusa sugestiva de tuberculosis
cutanea”

Este trabajo fue realizado en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez en la
Division de Dermatopatologia bajo la direccion de la Dra. Sonia Toussaint -Caire,
con el apoyo del Dr. Rigoberto Hernandez Castro y la Dra. Maria Elisa Vega Memije,
quienes orientaron y aportaron a la conclusion de este trabajo.

\
Dra. Sonia Toussaint'—C i

Investigadora principal

J
Dr. Juan Oswaldo Colmenero Mercado

Investigador asociado principal




Dedicatoria/Agradecimientos

Resumen

Introduccionn

Materiales y métodos

Resultados

Discusion

Conclusiones

Referencias

iINDICE




AGRADECIMIENTOS

Dedico este trabajo a mi mama y a Dios.

Agradezco también a:

Dra. Ma Elisa Vega Memije

Dra. Sonia Toussaint Caire

Dr. Rigoberto Hernandez Castro
Dr. Jorge Flores Ochoa

Dr. Luis Gerardo Thomassiny

Su gran apoyo y dedicacion en la conclusién de este trabajo.




RESUMEN

Palabras clave: tuberculosis cutanea, reaccién en cadena de polimerasa

Introduccidn: La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica, causada por el complejo
Mycobacterium tuberculosis. El diagnéstico puede representar un reto, debido a su naturaleza
paucibacilar y distribuciéon no uniforme de la bacteria. Se han empleado diversos métodos para
su diagnoéstico, como: baciloscopia, cultivo, histopatologia, prueba de tuberculina, ensayos de
interferon gamma (IGRAs) y Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR).

Material y métodos: Se realizé PCR multiple al DNA extraido de los bloques de parafina
seleccionados, que contienen los iniciadores para la amplificacion de: gen 16S rRNA
5'GAGATACTCGAGTGGCGAAC 3°, 5"CAACGCGACAAACCACCTAC 3’ para Mycobacterium
spp, gen w0577 5’ ATGCCCAAGAGAAGCGAATACA 3°, 5’AATGTCAGCCGGTTCCGCAA 37
para Mycobacterium tuberculosis complex y gen RD9 5GTGTAGGTCAGCCCCATCC 3,
5'GTAAGCGCGTGGTGTGGA 3’ para Mycobacterium tuberculosis.

Resultados: Se incluyeron un total de 67 casos sugestivos de tuberculosis cutanea por
correlacion clinico-histopatolégica. De los 49 especimenes de piel fijados en bloques de parafina
incluidos, 14 fueron positivos para Mycobacterium spp mediante Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR). De los 14 casos mencionados, 4 fueron positivos para M . fuberculosis
complex y de estos 3 fueron positivos para Mycobacterium tuberculosis especificamente. Lo cual
representa el 4.6% de las muestras positivas para Mycobacterium spp (n= 14) y el 6.1% de la
muestra total (n= 49)

Discusion: La frecuencia de amplificacion de DNA de M. tuberculosis en nuestro trabajo es
menor a la encontrada en previos. De nuestros positivos para M. fuberculosis, dos de ellos
corresponden a formas clinicas no habitadas o tuberculides (eritema indurado de Bazin y
tuberculides de la cara). Entonces, a pesar de que las manifestaciones cutaneas de la
tuberculosis son raras, se continuan presentando casos en centros dermatolégicos de referencia,
como el nuestro. ;

Conclusiones: El uso de PCR miltiple en casos sugestivos clinicamente de tuberculosis
cutanea y que cuentan con hallazgos histopatolégicos compatibles, pero donde no es posible

observar el microorganismo, es de gran utilidad.




INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica, causada por el complejo
Mycobacterium tuberculosis. En la piel puede presentar formas fijas (habitadas) y
hematogénas (no habitadas), que dependen de la fuente de infeccion y estado
inmunitario del huésped’-

La tuberculosis (TB) representa un problema mayor de salud publica, es la novena
causa mundial de muerte y la primera por enfermedades infecciosas. En el 2016 la
cifra estimada por muertes de TB fue de 1,3 millones en personas VIH-negativas y
374 000 en personas VIH-positivas, la cifra estimada de personas que contrajeron
TB ese mismo afio fue de 10, 4 millones: 90% adultos y el 65% del sexo masculino,
10% eran personas infectadas por VIH (74% en Africa) y el 56% vivian en cinco
paises: Indonesia, China, India, Filipinas y Pakistan. El ritmo de disminucién anual
es de 3% para la tasa mundial de mortalidad y un 2% para la incidencia, pero 16%
de los casos de TB mueren por esta causa. En América, en el 2016, el total de casos
notificados fue de 233 793, con una tasa de incidencia de 27 casos por cada 100,
000 habitantes y la tasa de mortalidad fue de 1.7 por cada 100, 000 habitantes
(excluyendo pacientes VIH positivos). Los casos predominan en hombres de mas
de 14 afios, con un total de 173 000, en 2016.2

Cerca del 14% de los pacientes afectados por tuberculosis, presentan formas
extrapulmonares y de estas, las lesiones cutdneas son manifestaciones
relativamente poco frecuentes y ocurren solo en 1-2 % de los pacientes infectados
La tuberculosis cutanea es causada por el agente Mycobacterium tuberculosis, que
pertecene a la clase Schizomycefes, orden Actinomycetales, familia
Mycobateriaceae, genero Mycobacterium y ocasionalmente puede ser también
causada por M. bovis o la vacuna de la BCG (cepas atenuadas de M. bovis)3.
Mycobacterium tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, intracelular facultativo, no
movil, tiene un periodo de crecimiento prolongado (16-20 horas) y son acido alcohol
resistentes, es decir, tifien de rojo con fucsina y no se decoloran por la accién del
acido o alcohol.*

En cuanto a la patogénesis, los histiocitos o macrofagos tisulares constituyen una
de las primeras lineas de defensa contra la micobacteria. Después de ser
fagocitado, el bacilo queda dentro del fagosoma, el cual se fusiona con el lisosoma
y asi los antigenos pueden ser procesados y presentado a los linfocitos T CD4+ a
través del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il. Las células CD4+ de la
respuesta Th1, desempefian el papel mas importante en la respuesta inmune hacia
las micobacterias®® .Por otra parte, se ha demostrado que las vesiculas apoptésicas
originadas de células infectadas pueden estimular también la activacién de linfocitos
T CD8+, participando asi también en la respuesta inmune de M. Tuberculosis’. Con
respecto a la inmunidad innata, los neutréfilos son las primeras células inflamatorias
en aparecer, seguidas de las células NK (natural killers) y macréfagos, el
reconocimiento y fagocitosis de las bacterias son via receptores de manosa,
activacion de complemento y receptores tipo Toll®8. Las citocinas son el
componente central en la defensa contra las micobacterias, la secrecion de IL-12
por los macrofagos después de reconocer la micobacteria, ocurre antes de la
presentacion de M. tuberculosis ante los linfocitos T. La IL12 induce la produccién




de IFN-gamma en las células NK e induce la activacion, diferenciacion de las células
de la respuesta Th1. Las células Th1 son la mayor fuente de IL-2 e IFN-gamma
durante la respuesta inmune adquirida, que es necesaria para el control de la fase
cronica de la infeccion. Es asi como la IL-12 es la unién entre la respuesta inmune
innata y la adquirida5°. El IFN-gamma es otro de los mediadores centrales en la
respuesta inmune contra M. tuberculosis, este es capaz inducir la expresién del
complejo mayor de histocompatibilidad, receptores de inmunoglobulinas,
reclutamiento de linfocitos y en conjunto con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
alfa), activa a los macrofagos infectados. El TNF-alfa, es una citocina que también
juega un papel central, contribuye a la formacién de granulomas, que aislan al bacilo
Yy previenen su diseminacion, este es liberado por los linfocitos T CD4+ y transforma
a los macréfagos y monocitos en histiocitos especializados con capacidades
bacteriostaticas y bactericidas*. Otras citocinas involucradas son: IL4, IL10, factor
de crecimiento transformante-beta®

La clasificacion de las formas clinicas de la tuberculosis cutanea es la siguiente:

1.Primoinfeccién: complejo cutaneo tuberculoso primario

2.Reinfeccién

a) Formas fijas, habitadas, normoérgicas al PPD: tuberculosis verdadera

1. Colicuativa
Escrofulodermia
Seudomicetomas tuberculosos
Gomas linfangiticos
Gomas hematdgenos

2. Luposa
Lupus tuberculoso
Tuberculosis luposa-verrugosa
Tuberculosis causada por BCG

3. Verrugosa
Tubérculo anatomico
Tuberculosis verrugosa

4. Ulcerosa )

5. Vegetante o ulcerovegetante

6. Miliar

b) Formas hematogenas, recidivantes, no habitadas e hiperérgicas al PPD:
tuberculides
1. Nodular profunda
Eritema indurado de Bazin
Eritema indurado de Hutchinson
2. Nodulonecrética
3. Micronodular
4. Tuberculide ulcerosa
5. Tuberculides de la cara
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Para el diagnéstico se pueden realizar:

Prueba de tuberculina (Mantoux): esta identifica a individuos previamente
sensibilizados a M. fuberculosis, se hace positiva en 2 a 10 semanas posteriores a
la infeccion. La prueba se lee 48 a 72 horas hrs después de la aplicacion. El paciente
se considera reactivo cuando la induracion es mayor o igual a 5 mm para pacientes
con inmunodeficiencia y mayor de 10 mm para pacientes inmunocompetentes©.
Para la tuberculosis cutanea presenta una sensibilidad entre 33-96% y especificidad
de 62.5% con un cohorte de 10 mm y cada presentacion clinica por separado
presenta una positividad variable'!.

Ensayos de liberacion de interferon gamma: evalian la infeccion latente al medir el
interferébn gamma producido por las células T de individuos que fueron expuestos a
M. tuberculosis. Actualmente el QuantiFERON-TB Gold y el T-SPOT.TB son los
disponibles y aprobados por la FDA. Para TB pulmonar presentan una sensibilidad
de 76% y 90% respectivamente. Con respecto a la especificidad, el QF T-G presenta
99% en pacientes no vacunados y 96% en pacientes vacunados comparado con
93% para ambos grupos con el T-SPOT.TB'2. Para casos de TB cutanea, el T-
SPOT.TB presenta una sensibilidad de 91.6% y especificidad de 75.8%, por los
falsos positivos debido a infecciones cutdneas por micobacterias atipicas'®.

Busqueda de bacilos en frotis: se realiza con tincion de Ziehl-Neelsen y es (til en
lesiones exudativas, por la alta carga bacteriana (gj. Escrofulodermia)©

Cultivo: se considera el estandar de oro para diagnoéstico. Presenta una sensibilidad
de 80-85% y especificidad de 98.5% en formas pulmonares. En presentaciones
cutaneas, la positividad alin es mas baja, cerca del 23%, el cual incrementa a 75%
con el uso de medios de cultivo radiométricos%:14,

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR): usado como complemento en la
evaluacioén clinicopatolégica. Amplifica el ADN de M. tuberculosis presente en
tejidos frescos, sangre o bloques de parafina, confirmando asi, la presencia de la
micobacteria. Este puede ser convencional, en tiempo real, con hibridacion o in
situ.

Estudios genéticos: se utilizan diferentes técnicas moleculares para tipificar M.
tuberculosis, ayuda a la secuenciacion de genes de resistencia para evaluar
mutaciones y correlacionar con resultados de epidemiologia molecular con datos de
epidemiologia clasica. Es util para separar micobacterias atipicas de M. tuberculosis
y detectar mutaciones que inducen resistencia a antibi6ticos°.




Histopatologia

Todas las variedades clinicas de tuberculosis cutanea presentan caracteristicas
histopatologicas similares, las diferencias entre ellas resulta de la variacion en la
respuesta inmunolégica del huésped y su capacidad de formar granulomas. El
hallazgo histopatolégico mas comun es el granuloma tuberculoide, observado en
42.8 a 72.2% de las muestras'®, pero las caracteristicas que son consideradas
sugestivas o tipicas de la enfermedad no siempre son encontradas. Es por eso que
se ha dividido la histologia de la tuberculosis cutanea en tres grupos:

1. Granulomas tuberculoides bien formados sin necrosis caseosa

2. Granulomas tuberculoides con necrosis caseosa

3. Granulomas poco formados con intensa necrosis caseosa

Granulomas tuberculoides bien formados con ausencia de necrosis caseosa
- Lupus vulgar: epidermis atréfica o hipertréfica, acantosis, papilomatosis o
hiperplasia pseudoepiteliomatosa. Granulomas tuberculoides bien
formados, células gigantes multinucleadas (CGM) tipo Langhans o
granulomas tipo cuerpo extrafio. Puede haber granulomas sarcoidales,
infiltrado inflamatorio por linfocitos intenso y necrosis caseosa poco
frecuente. La observacion de bacilos es infrecuente.

Granulomas tuberculoides con necrosis caseosa

- Tuberculosis verrugosa: hiperqueratosis, acantosis, papilomatosis,
granulomas tuberculoides con necrosis caseosa, se pueden encontrar
bacilos.

- Tuberculosis cutanea primaria: en lesiones tempranas hay un infiltrado
neutréfilico necrosante con muchos bacilos y en lesiones tardias hay
formacién de granulomas con diminucién en el nimero de bacilos

- Tuberculosis aguda miliar: infiltrado inflamatorio no especifico por
linfocitos, células plasmaticas, necrosis caseosa. El nimero de bacilos es
variable

- Tuberculosis periorificial: granulomas tuberculoides con necrosis
caseosa, ulcera superficial.

- Tubercilides papulonecréticas: necrosis en dermis con infiltrado
granulomatoso, vasculitis leucocitoclastica y necrosis folicular

Granulomas poco formados con necrosis caseosa intensa
- Escrofuloderma: necrosis masiva, remanentes de granulomas a la
periferia '
- Tuberculosis gomosa: ulceracion central, necrosis caseosa rodeada por
CGM e histiocitos. Los bacilos se detectan frecuentemente©.

El diagnéstico de TB cutanea es un reto, debido a su naturaleza paucibacilar y
distribucion poco uniforme de la bacteria. El diagnéstico de TB cutanea se sugiere
por la clinica y compatibilidad con hallazgos histopatolégicos, pero el criterio




absoluto es el aislamiento del microorganismo mediante cultivo, frotis o biologia
molecular.

El estudio histopatolégico es esencial, pero en la mayoria de los casos el bacilo no
puede ser observado, con un rango bajo enitre 0-5%, sumado a que las
caracteristicas histolégicas que son consideradas sugestivas o tipicas de la
enfermedad no son siempre encontradas'®. Es por eso que técnicas como la PCR
han emergido como herramientas prometedoras, con resultados rapidos, pero con
sensibilidad variable y costo elevado

El objetivo de este estudio fue identificar Mycobacterium tuberculosis mediante
reaccion en cadena de polimerasa en especimenes de piel fijados en parafina que
mostraron una dematitis granulomatosa y difusa sugestiva de tuberculosis cutanea

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, prolectivo y transversal. Se busco
en la base electronica de datos del servicio de dermatopatologia del Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzalez, especimenes de piel que mostraron una
dermatitis granulomatosa y difusa sugestiva de tuberculosis cutanea, en un periodo
de enero de 2010 a diciembre del 2018. El criterio de inclusion fue que contuvieran
material suficiente para realizar la PCR. Se recolectaron datos de sexo, edad,
diagnostico clinico de envio y evolucion. Posteriormente se realiz6 PCR muiltiple al
DNA extraido de los bloques de parafina seleccionados, que contienen los
iniciadores para la amplificaciéon de: gen 16S rRNA
5 GAGATACTCGAGTGGCGAAC 3", 5°CAACGCGACAAACCACCTAC 3’ para
Mycobacterium spp, gen 0577 5 ATGCCCAAGAGAAGCGAATACA 3,
5’AATGTCAGCCGGTTCCGCAA 3 para Mycobacterium tuberculosis complex y
gen RD9 5'GTGTAGGTCAGCCCCATCC 3%, 5’ GTAAGCGCGTGGTGTGGA 37
para Mycobacterium tuberculosis?. Se utilizé un control positivo de DNA de
Mycobacterium tuberculosis (IMSS Queretaro) y como control negativo de reaccién,
agua. Posteriormente, de los especimenes positivos para M. fuberculosis
especificamente, se realizé revision de la histopatologia en H&E y tincion especial
de Ziehl-Neelsen, para describir el patrén histoldégico presentado, asi como la
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes.




RESUTADOS

Se incluyeron un total de 67 casos sugestivos de tuberculosis cutanea por
correlacion clinico-histopatoldgica, de los cuales se excluyeron 18 por no cumplir
con los criterios diagnésticos compatibles con una tuberculosis cutanea. De los 49
especimenes de piel fijados en bloques de parafina incluidos, 14 fueron positivos
para Mycobacterium spp mediante Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR), 7
fueron del sexo masculino (50%) y 7 del sexo femenino (50%), la edad vari6 en un
rango desde los 2-78 afos. La morfologia de las lesiones, tiempo de evolucion y
diagnostico clinico de envio se especifican en la tabla 1. De los 14 casos
mencionados, 4 fueron positivos para M . fuberculosis complex (Fig 1y 2).

De los especimenes de piel que resultaron positivos para Mycobacterium
tuberculosis complex (n= 4) mediante PCR, 3 fueron positivos para Mycobacterium
tuberculosis especificamente (se encuentran sombreados en la tabla 1). Lo cual
representa el 4.6% de las muestras positivas para Mycobacterium spp (n= 14) y el
6.1% de la muestra total (n= 49). Dos pacientes fueron del sexo femenino y la edad
promedio fue de 38.3 afios

En correlaciéon clinico-patolégica, las formas clinicas encontradas fueron:
Tuberculosis cutanea ulcerosa, eritema indurado de Bazin y tuberculides de la cara.
En cuanto al patrén histopatolégico encontrado fueron: 1 paniculitis lobulillar sin
vasculitis, 1 paniculitis lobulillar con reaccién vascular inflamatoria por linfocitos y
neutréfilos y 1 con granulomas tuberculoides con necrosis caseosa. Las 3 muestras
fueron negativas para bacilos acido-alcohol resistentes mediante la tincion especial

Ziehl-Neelsen, en el estudio histopatolégico. Un paciente tuvo antecedente de

baciloscopia negativa y no se cont6 con datos de cultivo (tabla 2).




DISCUSION

La tuberculosis cutanea es una de las formas clinicas poco frecuentes de la
tuberculosis, representando apenas el 1-2% de todos los casos'®. En nuestro pais,
un estudio revelé que 3% de 114 pacientes con diversas dermatosis, fueron
diagnosticados como tuberculosis cutanea, 20% de estos fueron nifios menores de
15 afios y con una incidencia mas alta en el sexo femenino?'.

El diagnéstico de la tuberculosis puede representar un reto, debido a su naturaleza
paucibacilar y distribucién no uniforme de la bacteria?2. Se han empleado diversos
métodos para su diagnostico, como: baciloscopia, cultivo, histopatologia, prueba de
tuberculina, ensayos de interferon gamma (IGRAs) y Reaccién en Cadena de
Polimerasa (PCR).

La PCR demostro ser la técnica diagnéstica mas util para las formas multibacilares
de la tuberculosis cutanea, con una sensibilidad reportada del 50-72% en el trabajo
de Hsiao (17). En nuestro trabajo se aisl6 en 3 casos Mycobacterium tuberculosis,
de 49 especimenes de piel estudiados, lo cual representa el 6.1%, cifras mucho
menores en comparacion con el estudio de Mehta, donde se detecté M. tuberculosis
mediante PCR anidada, en 24 casos de 30 bloques de parafina estudiados?2,

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo en el 2017 por Agarwal y cols. se
incluyeron 70 pacientes con sospecha clinica de tuberculosis cutanea, de los cuales
se confirmd el diagndstico en 49 casos, ya sea por PCR, cultivo o histopatologia’.
La histopatologia compatible con tuberculosis cutanea fue positiva en los 45 casos,
el cultivo fue positivo solo en 8 y la amplificacion de M. tuberculosis mediante PCR
fue positiva en 12 casos. Esta Gltima representando el 24.4% de la muestra total,
frecuencia que también es mas alta en comparaciéon con nuestro estudio. No se
encontraron bacilos acido-alcohol resistentes en ninguno de los casos, lo cual es
similar a nuestro trabajo.

Cabe mencionar que de nuestros casos en donde se amplificé M. tuberculosis, dos
de ellos corresponden a formas clinicas no habitadas o tuberculides (eritema
indurado de Bazin y tuberculides de la cara). Sin embargo, se ha demostrado en




estudios previos el aislamiento de DNA de M. Tuberculosis mediante PCR en
pacientes con diagnoéstico de eritema indurado de Bazin y tuberculides de la cara?"-
23_

La limitante del trabajo presentado, es que por haber obtenido el material de los
bloques de parafina tal vez no contuvieron la carga bacteriana suficiente de DNA
para ser detectada mediante PCR.

En conclusion, la tuberculosis contintia siendo un problema de salud ptiblica a nivel
mundial. A pesar de que las manifestaciones cutaneas de la tuberculosis son raras,
se continian presentando casos en centros dermatolégicos de referencia, como el
nuestro. Un hallazgo importante de nuestro trabajo fue el éxito de aislar M.
tuberculosis de formas clinicas que se han descrito como no habitadas, situacion
que abre un campo de investigacion ante los conceptos de formas clinicas habitadas
y no habitadas. Por lo tanto, el uso de PCR miultiple en casos sugestivos
clinicamente de tuberculosis cutanea y que cuentan con hallazgos histopatolégicos
compatibles, pero donde no es posible observar el microorganismo, es de gran
utilidad.
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Anexos.

Tabla 1. Datos clinicos de pacientes con Mycobacterium spp. mediante
Reaccion en Cadena de Polimerasa

PACIENTE SEXO EDAD TOPOGRAFIA MORFOLOGIA DURACION DIAGNGSTICO CLINICO

L F 50 Cuello Nédulos eritematosos | 6 meses Micobacteriosis

2. F 78 Miembros Nodulos 10 afios Thb cutdnea
inferiores y oreja
derecha

3. 54 ! Muslo izquierdo Ulcera 1 mes Tb cutdnea

4, 48 Retroauricular Neoformacién 1 afio Linfoma cutaneo
bilateral ulcerada

S. M 23 Occipital Nodulos eritematosos | 1 mes Th cutdnea

6. F 2, Miembros Naédulos 7 afios Eritema nudoso
inferiores

s M 41 Oreja izquierda Nédulos 6 meses Leishmaniasis cutanea

8. F 34 Mejillas y frente Papulas eritematosas | 3 meses Sarcoidosis

9. M 6 Térax anterior Neoformacién 2 meses Dermatofibroma
derecho eritematosa protuberans

10 E a5 Nariz, mejillas, Placas eritematosas 1 afio Lupus Eritematoso
parpados Sistémico

: & M 2 Submandibular Ulcera 1 afio Actinomicosis
izquierdo

12 M 50 Pérpado superior Edema y eritema 1 mes Amiloidosis
izquierdo

13 F 48 Espalda Manchas 2 afios Enfermedad de tejido

hiperpigmentadas conectivo

14 F Miembros Nédulos Tb cutdnea

inferiores




Tabla 2. Resultados generales de pacientes con tuberculosis cutanea

confirmados mediante Reaccion en Cadena de Polimerasa

PACIENTE CORRELACION HISTOPATOLOGIA TINCION BACILOSCOPIA CULTIVO PCR
CLiNICO ZIEHL
PATOLOGICA NEELSEN EN
BIOPSIA DE
PIEL
1 Tuberculosis Paniculitis lobulillar Negativo Negativa No especificado | Positivo
cutdnea ulcerosa sin vasculitis
2 Eritema indurado | Paniculitis lobulillar Negativo No especificado No especificado | Positivo
de Bazin con reaccién vascular
inflamatoria por
linfocitos y neutdfilos
3 Tuberculides de la | Dermatitis Negativo No especificado No especificado | Positivo
cara granulomatosa con
granulomas
tuberculoides con
NEecrosis




1500
1000 .
705

506

369

Fig. 1. Amplificacién de M. tuberculosis complex, Mycobacterium spp. y M. tuberculosis (PCR-
Muiltiple). Carril 1: Marcador de peso molecular: 100 pb DNA ladder; Carril 2: Muestra 01 positiva a
Mycobacterium spp.; Carril 3: Muestra 02 positiva a M. tuberculosis complex; Carril 4: Muestra 03
positiva a Mycobacterium spp.; Carril 5: Muestra 05 positiva a M. tuberculosis; Carril 6: Muestra 06
positiva a Mycobacterium spp.; Carril 7: Muestra 07 positiva a Mycobacterium spp.; Carril 8: Muestra
12 Control positivo M. tuberculosis; Carril 9: Control negativo.
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Fig 2. Amplificacion de M. tuberculosis complex, Mycobacterium spp. y M. tuberculosis (PCR-
Mdiltiple). Carril 1: Marcador de peso molecular: 100 pb DNA ladder; Carril 2: Muestra 14 positiva a
Mycobacterium spp.; Carril 3: Muestra 17 positiva a M. tuberculosis; Carril 4: Muestra 21 positiva a
Mycobacterium spp.; Carril 5: Muestra 35 positiva a Mycobacterium spp.; Carril 6: Muestra 40
positiva a Mycobacterium spp.; Carril 7: Muestra 46 positiva a Mycobacterium spp.; Carril 8: Muestra
47 positiva a Mycobacterium spp.
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