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RESUMEN

Se realizd la investigacion de Corynebacterium minutissimum en muestras de

raspado de piel de 100 pacientes remitidos con el diagndstico clinico de Eri_
trasma. Se estudiaron también como grupo control 25 personas sanas a las

cuales se les tom6 muestras de los espacios interdigitales entre el Ill, 1V vy
V dedos de los pies. Una parte de la muestra fue estudiada por examen al

fresco con KOH al 40%. El material digerido fue lavado de la Id&mina con -
solucién salina esteril y centrifugado. Con el sedimento se prepararon frotis
que se tineron por Gram, Giemsa y Kinyoun, buscando filamentos de morfo

logia compatible con C. minutissimum. La muestra restante fue inoculada -

en caldo de carne glicerinado con furoxona. Los tubos con crecimiento fue-
ron subcultivados en agar carne glicerinado con furoxona. Las colonias ob-
®
tenidas fueron identificadas por las pruebas de Catalasa, Termorresistencia
a L;3°C;HZS en tira de acetato de Plomo, Citrato, Indol, Rojo de Metilo, Mo
vilidad, Hidrdlisis de la gelatina y Reduccién de Nitratos a Nitritos. C. mi-
nutissimum  fue observado al examen directo en 43 casos ( 43%) y de es-
tos, 23 casos ( 23%) fueron confirmados por cultivo; en 6 casos se pre -
sentd combinado con levaduras e hifas. Los 57 restantes resultaron nega-
tivos. En el grupo control se obtuvieron 2 casos (8%) positivos. Las le -
siones se observaron con mayor frecuencia en las dreas inguinocrurales vy
axilares. Y mas frecuente en mujeres que en hombres. De los resultados -

obtenidos se comprobdé que el examen directo es més sensible que el culti-

vo para demostrar a C. minutissimum en el laboratorio. Y que el cultivo en

caldo de carne glicerinado es un método selectivo para su aislamiento. Aun

que en El Salvador la consulta dermatolégica es poco frecuente en relacién

a esta dermatosis, se confirmd la existencia de C. minutissimum como causa



INTRODUCCION

EL ERITRASMA, es una infecciéon bacteriana, comUn de las zonas inter
triginosas especialmente de las axilas, pliegues genitocrurales, espacios in
terdigitales, entre el IV y V dedos de los piesy menos comunmente en -
tre el Il y 1V dedos, puede observarse en los pliegues intergliteos y suk

mamarios, como también en las unas. (1, 5, 6, 7, 8, 9, 17, 21 ).

Se caracteriza por producir lesiones rosadas a rojo marrén que conflu-
yen en placas mayores bien delimitadas. La superficie de la lesién es li-
sa y por la sudoraciéon se produce inflamacién; por la accién de rascado s
produce una reaccion escamosa. En algunos casos se presenta en forma -
de escamas laminares, secas y par‘duzcas. Las lesiones son asintomaticas -
excepto en casos eczematizados en los que puede haber cierto grado de

prurito y ardor. (5, 6, 7, 9, 10, 11, 16, 19, 22 ).

Las zonas afectadas muestran una fluorescencia rojo coral con la (am-
para de Wood, debido a la presencia de porfirinas, que son sustancias -

fluorescentes producidas por el agente etiolégico. (1, 7, 9, 11, 13, 14,

16, 17, 19, 22).

Se ha visto que los pacientes con eritrasma intenso padecen con fre-
cuencia de Diabetes Mellitus u otras enfermedades debilitantes . (4, 5, -
6, 7, 11 ).

Afecta tanto a hombres como a mujeres, preferentemente al sexo masculi

no. Se ha demostrado que la bacteria causante de eritrasma forma parte

de la flora normal de los pliegues interdigitales de los pies, tanto en pers



ANTECEDENTES

Esta enfermedad fue descrita por Buchard en 1859 (10, 16) vy el tér
mino eritrasma fue usado por Barensprung en 1862 (22).
Los estratos escamosos de la piel examinados por estos autores mostraban

delicados filamentos los cuales parecian ser de origen micético.

El organismo aislado de las lesiones fue denominado Microsporum minu -

tissimum,en 1889.La transmisién natural de la enfermedad fue demostrado -
por Kobner quien en 1884 fue capaz de transmitir la enfermedad por ino -
culacién de escamas de un paciente en la piel de otro. (22).

Los primeros investigadores no aceptaron como entidad separada la enfer -
medad. Se creia que era una vari.acién de pitiriasis versicolor, una infec-
cion por dermatofitos, o un eczema marginado. Hubo una asociacién tem-
prana de la enfermedad con hiperhidrosis y Poehlman en 1928, hizo énfa -
sis en que la piel delicada, la humedad del sitio y las secreciones son -

factores que predisponen a la enfermedad. ( 6, 10, 11, 19, 22).

Aunque el eritrasma es causado por un bacilo gram positivo delicado,
puede asociarse con enfermedades bacterianas y micéticas, como fue en-
fatizado por Gougerot en 1936. El agente etioldgico ha recibido varios nom
bres de bacterias y de hongos. En 1907 fue denominada Discomyces minu
tissimum por Verdum. En 1913 fue descrito nuevamente por Castelli Y

Charman y se le designé Nocardia minutissima. En 1911 Ridet le Ilamé Oos

pora minutissima y en 1961 fue clasificado por Sarkany, Taplin y Blanck

como Corynebacterium minutissimum (7, 20, 22 ).




ACENTE ETIOLOCGCICO

C. minutissimun es una bacteria filamentosa, de aspecto difteroide en

forma de bastén, Gram positiva, aerdbica, no esporulada, acido resistente,
inmévil. Los filamentos miden 70 micras o mas de largo y de 0.6 a 1.0 mi_

cras de ancho. (2, 3, 7, 8, 12, 14, 16, 17, 20, 22).

Los bacilos presentan dilataciones irregulares caracteristicas en uno de
sus polos, los cuales le dan la apariencia de masa; en su interior presen-
ta granulos que se tifien intensamente. Tienden al pleomorfismo en sus -
formas microscépicas y coloniales, muchas veces se fragmentan en forma ba
cilares a cocoides y van perdiendo la &cido resistencia a medida que se -
van subcultivando. (20). La acido resistencia de Corynebacterium que
la relaciona con las mycobacterias gsta dada por los componentes que po-
see en la estructura de su pared celular llamado acido micdélico; el largo -
de la cadena de este acido varia en el nUmero de dtomos de carbono que

posee variando asi de &cido resistente a parcialmente 4acido resistente .(3).

C. minutissimun en cultivo de caldo glicerinado forma una pelicula se

ca que se refleja en la pared interna del tubo; en el fondo se observa li-

gera turbidez y sedimiento.

En frotis tenidos por la coloracién de Kinyoun se observan estructuras &ci
do resistentes. Con la coloracién de Gram se observan cocobacilos Gram po
sitivos. Demuestra su caracteristica de termorresistencia a 43° C. La prue
ba de la catalasa es positiva. No produce st en el medio de TSI, pero -

si lo produce en el medio de TS| con tira de acetato de plomo suspendida



sobre su bisel. En placas de agar glicerinado con furoxona la colonia -
alcanza un didmetro de 3 a 4 mm al final de 5 dias a 37° C, es de color
blanco sucio amarillento, transltcida, con una periferia plana y zona

central ligeramente elevada y granular, su superficie es himeda y bri-

llante . ( 11, 20, 22 ).



JUSTIFICACION

Hacer énfasis en el gremio de salud que C. minutissimum es la bac-

teria causante de eritrasma ya que por mucho tiempo esta enfermedad -

ha sido relacionada con otros agentes etioléyicos.

Debido a los pocos estudios realizados sobre el problema de eritrasma
en el mundo y en particular en nuestro pais y al interés de los dermaté-
logos en diferenciar esta lesién de otras similares producidas por hon -
gos u otros agentes, hemos visto la necesidad de realizar este trabajo
de investigacion, el cual simplifica por métodos de laboratorio la demos-

tracion de C. minutissimum en muestras obtenidas de pacientes con di -

chas dermatosis.

En entrevistas hechas a dermatélogos, éstos manifiestan la importancia
de aislar esta bacteria debido a que por medio de la lampara de Wood mu-
chas veces no puede precisarse el diagnéstico ya que muchos pacientes
se han automedicado con corticosteroides u otros medicamentos que inter-
fieren con la luz ultravioleta. También algunos dermatblogos no cuentan -
con las condiciones necesarias para poder diagnosticar por medio de la
[dmpara de Wood.

En este estudio se incluyd muestras de portadores asintomdticos y de pa-

cientes con lesiones clasicas de eristrasma.



OBJETIVOS

Demostrar por examen microscoépico directo, aislar e identificar por

medio de cultivo la bacteria Corynebacterium minutissimum en mues-

tras de raspado de piel de pacientes con lesiones de Eritrasma y en

portadores asintomaticos.

Determinar la frecuencia con que se aisla Corynebacterium minutissi -

mun y otros microorganismos como dermatofitos y levaduras, de le-

siones clinicamente diagnosticadas como Eritrasma.

Evaluar el examen directo con KOH al 40% vy coloraciones de Gram,
Giemsa, y Kinyoun y el cultivo en medios de carne glicerinado con

furoxona para el diagnoéstico  bacteriolégico de Corynebacterium -

minutissimum.




MATERIALES Y METODOS

1. Poblacién Estudiada

Este estudio se realizd en San Salvador, en pacientes referidos por médi-
cos dermatélogos, endocrinélogos y ginecdlogos.

Se estudiaron 100 muestras de pacientes con lesiones en pliegues inguino-
crurales, axilas, pliegues submamarios y ufas, diagnosticadas como eri -

trasma.

Se incluyeron jévenes y adultos de ambos sexos. Se anotd el nombre, e-
dad, sexo, registros, nombre del médico que lo refiere, direccién y te
léfono, diagndstico, tratamiento, lomalizacién de la lesién; todos estos da
tos se anotaron en un formulario que sc¢ adjunta. (Pdg 11). Ademas se
estudiaron 25 personas sanas seleccionadas al azar de las cuales se obtu-
vieron las muestras de los espacios interdigitales entre ellll, IV, y V

dedos de los pies.

2. Clasificaciéon de la Muestra

a) Axilar

b) Submamaria

c) Inguinocrural

d)  Espacios Interdigitales

e) Unas.



3. Obtencion de la Muestra

Las muestras se obtuvieron limpiando previamente el 4rea afectada conal-
godén impregnado en alcohol al 70% dejando secar y luego raspando las
lesiones con un bisturi estéril. El material se colocé entre dos laminas

de vidrio vy se trasladdé al laboratorio para su estudio.

4, Estudio de las Muestras

Las muestras fueron estudiadas siguiendo los pasos especificados en el

cuadro 1, los que a continuacién se explican..

a) EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO.

Con una parte del material obtenido del raspado procedimos a realizar
un examen directo con KOH al 40% entre lamina y laminilla sin calen -
tar, dejandolo reposar por 20 a 30 minutos. Luego se observé6 al mi -
croscopio investigando elementos levaduriformes e hifas; después de es
te examen el material se lavd en una caja de petri con soluciéon salina
normal estéril. Se pasd este material a un tubo cbénico, centrifugdndolo
por 10 minutos a 2500 RPM; del sedimiento se hicieron frotis que se co-
lorearon por Gram, Giemsa y Kinyoun los cuales se estudiaron microscé
picamente con el objetivo de inmersion, buscando filamentos &acido re-

sistentes.

b) CULTIVO
b - Aislamiento

La otra parte del material obtenido del raspado, se inoculé en caldo



de carne glicerinado con furoxona, dispersando el inéculo por agitacion
y se incubd por 24 a 48 horas a 37°C. El crecimiento se detectd por la

formaciéon de una delgada capa blanquecina en la superficie del caldo, a
demds de observar una ligera turbidéz en el caldo; procediendo luego a
realizar frotis para coloracion de Gram, Giemsa y Kinyoun. Si la morfo -
logia del microorganismo correspondia a filamentos cortos acido resisten-
tes se procedié a subcultivar en placas de agar carne glicerinado con

furoxona, las cuales se incubaron a 37°C por 3 a 4 dias.

El medio fue preparado a partir de un sustrato natural, carne de la
mejor calidad de ganado vacuno, la cual fue hervida por media hora vy
luego filtrada. Al caldo ya filtrado se le agreg6 5% de glucosa, 5% de gli.
cerol, se dispensd en frascos de v.idrio en volimenes de 100 mililitros vy
se esterilizé a 15 libras de presién, por 15 minutos. A los medios ya es-
terilizados se les anadidé furoxona disuelta en propilenglicol en concentra

ciones de 5 microgramos por mililitro, luego se guardd en refrigeracién.
Para el aislamiento y mejor estudio de las bacterias; el crecimiento,
en el medio liquido, se subcultivé a agar carne glicerinado con furoxona

para obtener colonias aisladas.

2b - ldentificacidn.

Después del periodo de incubacién, las placas fueron observadas bus
cando colonias finas de aspecto liso, transllcidas, de color amarillento,

tipicas de C. minutissimum; a las cuales se le realizé frotis para la colo-




raciéon de Gram, Giemsa y Kinyoun, para confirmar la presencia de baci-
los cortos &cido resistentes. Luego se le realiz6 la prueba de la cata-
lasa en ladmina porta objeto, emulsificando una porcién de las colonias, -
obteniendo una reaccion positiva que se manifestd por un burbujeo. A
continuacién se realizaron las pruebas bioquimicas siguientes: TSI con ti
ra de acetato de plomo suspendida sobre el bisel para investigar produc
cién de HzS, Indol, Rojo de metilo, movilidad, Urea, Hidrélisis de la ge-
latina, Citrato, Reduccién de Nitratos; incubdndolos de 24 a 48 horas a
37° C. También incubamos una muestras a 43°C para comprobar su ter-

morresistencia . Dichas pruebas se detallan en el apéndice

Estas pruebas nos llevaron a la identificacion final de C. minutissimum,

cuyas caracteristicas se presentan ®en el cuadro 2.
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CUADRDO 1

Esquema de los pasos seguidos para identificar Corynebacterium minuti

ssimum.

MUESTRA ( Escamas)

v
Examen microscépico

directo KOH 40%

v

Microscopio

Lavar con solucién
salina estéril.

!

Centrifugar
2500 rpm

Sedimento

.

Frotis: Gram
Ciemsa

Kinyoun

[ 4
Cultivo en caldo de carne
glicerinado con furoxona
incubado a 37° C por 24

horas. l

Crecimiento en pelicula
delgada y turbidez.

{

Frotis: Gram y Kinyoun

l

Siembra en estrias en me-
dio de agar carne gliceri-
nado con furoxona.

Frotis: Gram y Giemsa

v

Aislamiento

!

Prueba Catalasa

¢

Bioquimicas

v

Termorresistencia a 43° C

Corynebacterium minutissi

mum.
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CUADRDO 2

Caracteristicas para identificar Corynebacterium minutissimum

Coloraciones

Resultados

Gram Cocobacilos Gram Positivos
Giemsa Filamentos Cortos

Filamentos Cortos Acido-Resisten-
Kinyoun tes 6 bacilos cortos

Acido - Resistentes.

Prueba Catalasa

Bioguimicas

Positiva

Resultados.

HZS en TSI

(-)

H,S en TSI con tira

de acetato de Plomo +
Citrato -
Indol -
Urea _
Rojo de Metilo +
Movilidad -
Hidroélisis de la gelatina -
Reduccidn Nitratos a Nitritos +

Prueba de Termorresistencia a

43° C.
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INVESTIGACION DE ERITRASMA

Fecha: Registro:

Nombre del Paciente:

Direccién:

Edad: Sexo: No.de Archivo:

Hospital o Clinica:

Médico que lo refiere:

Diagnostico:

Tratamiento Previo:

Localizacién y Descripciéon de la Lesion:

Examen Directo KOH 40 %: o

Frotis Gram:

Frotis Giemsa:

Frotis Kinyoun:

Cultivo: Caldo de carne Glicerinado con Furoxona:

Cultivo Agar de Carne Glicerinado con Furoxona:

Pruebas Especiales:

Bacteria Aislada:
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RESULTADOS

Se estudiaron 125 muestras, de las cuales 100 eran de pacientes con le-
siones compatibles con eritrasma y 25 de personas sanas tomadas al azar en

quienes se investigbé el estado de portador.

De los 100 casos estudiados con diagnéstico de eritrasma, 79 (79%) pa -
cientes fueron del sexo femenino y 21 (21%) del sexo masculino.
Sus edades oscilaban entre 6 a 80 afos, la mayoria estuvieron comprendi-

dos entre 30 y 50 afnos (55%) como se observa en la tabla 3.

Se obtuvo un total de 43 (43%) casos positivos a C. minutissimum cuya

distribucién de acuerdo a las edades se presenta en tabla 4. La mayoria -
tenian de 31 a 50 afios (53%); 16.3% tentan de 6 a 30 aflos y 30.2% de 51
a 80 anos. Los casos positivos fueron también en su mayoria del sexo feme-

nino.

La prevalencia de casos de eritrasma comprobados por examenes de labo

ratorio en las 79 mujeres examinadas fué de 45.5% vy en los hombres del
33.3%, como se puede observar en la tabla 4.
En el cuadro 5 y grafica 1 se puede apreciar la procedencia anatomica de
las lesiones estudiadas para investigar eritrasma. La regién inguinocrural -
fué la que presenté con mayor frecuencia lesiones sospechosas clinicamente
de eritrasma; 74 de los pacientes estudiados consultaron por sintomatolo -
gia en esa area anatémica y los resultados fueron positivos en 33 (76.7%)

de ellos.



El drea axilar siguié en frecuencia, 12 pacientes de los cuales 5
(11.6%) fueron positivos.
Con menor frecuencia se refirieron pacientes con lesiones en pliegues -
submamarios, interdigitales, cuello, glUteos. También se estudiaron 3 pa-
cientes con lesiones de las ufias de los pies de los cuales, 1 (2.3%) resultd

positivo.

Los resultados de laboratorio realizados a los 100 pacientes compatibles
con eritrasma se presentan en tabla 6. Los 43 pacientes con C. minuti -
ssimum fueron positivos al examen directo, de ellos 23 fueron también po-
sitivos al cultivo y 20 resultaron negativos a este Gltimo examen. Todos -
los 57 pacientes negativos al examen directo, lo fueron también al cultivo.
Dado que el material para el examepn directo fue digerido con KOH al 403,
antes de examinarlos con Kinyoun, hubo la oportunidad de investigar Ia
presencia de estructuras de hongos en las muestras, y en el cuadro 7 vy
grafica 2 se pueden ver las combinaciones de microorganismos obtenidos.

De los 23 casos positivos a C. minutissimum al directo y al cultivo, se

observaron en 5 de ellos levaduras e hifas y en 1, sélo levaduras. De los -
20 casos positivos sélo al examen directo, uno de ellos presentd levadu -
ras e hifas y otro caso solo presentd hifas. De los 57 negativos restantes,
9 presentaron levaduras e hifas y 6 sdlo hifas. Es necesario aclarar que -

no se hicieron cultivos para hongos.

El grupo control incluyé 25 personas sin lesiones, quienes fueron mues-
treados de los espacios interdigitales del |Il, 1V, V, dedos de los pies.

Este grupo incluy6é personas de ambos sexos cuyas edades oscilaban entre
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los 18 a 68 anos con predominio del sexo femenino. Los resultados de es-
te grupo pueden observarse en tabla 8. De ellos s6lo 2 fueron positivos

a C. minutissimum , 1 fue positivo al examen directo y al cultivo y el o-

tro sélo al examen directo. Este Gltimo presentaba también levaduras e

hifas. Dos de los casos negativos a C. minutissimum, presentaron leva-

duras e hifas.

El medio utilizado fue preparado en el laboratorio segln la formula-
ciébn proporcionada por la Licenciada Dominga Ayala de Chavarria, de a-
cuerdo a lo recomendado por los Laboratorios de los Doctores Pablo vy

Ricardo Negroni de la RepUblica de Argentina.(_zoj

Los medios utilizados resultaron faciles de preparar y permitieron el

° .
crecimiento rapido de C. minutissimum , el cual formd colonias puntifor-

mes, transllGcidas, bastante caracteristicas. Ambos medios fueron bastan-

te selectivos para C. minutissimum, interfiriendo con el crecimiento de

otras bacterias que usualmente contaminan los medios de cultivo, con ex-
cepcion de algunas cepas de estafilococo que fueron las que dieron pro-

blemas de sobrecrecimiento, impidiendo el aislamiento de C. minutissimum.

El proceso de identificacidon de dicha bacteria fue posible de realizar -

en el laboratorio, resulté econémico y a la vez practico.
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TABLA 7

MICROORGANISMOS INVESTIGADOS EN 100 MUESTRAS DE PACIENTES
CON LESIONES CUTANEAS.

MICROORGANISMOS TOTAL PORCENTAIJE

Corynebacterium minutissimum POSITIVO
al directo y cultivo 17
Corynebacterium minutissimum Positivo 23 9
al directo y cultivo mas levaduras e hifas. 5 °
Corynebacterium minutissimum Positivo
al directo y cultivo mas hifas 1
Corynebacterium minutissimum POSITIVO 18
sOlo al directo
Corynebacterium minutissimum POSITIVO 1
sblo al directo mas hifas. ° 20 %
Corynebacterium minutissimum POSITIVO

. . . 1
solo al directo mas levaduras e hifas.
Corynebacterium minutissimum POSITIVO 0

s6lo el cultivo.
Levaduras e Hifas 9
Hifas. 6 57 ¢
Negativos a Corynebacterium minutissimum 42
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio, comprueban la existencia de
ritrasma en El Salvador ya que de los 100 casos enviados al laboratorio

on sospecha clinica, 43 fueron positivos a C. minutissimum, bacteria res-

onsable de dicha dermatosis.

Hemos podido comprobar fo dicho por varios autores en cuanto a que
| eritrasma afecta tanto a hombres como a mujeres (10), aungue en nues
ro estudio la frecuencia de la enfermedad fue mayor en pacientes del
exo femenino (45%), comparados con (33.3%) de positividad en pacientes
el sexo masculino. Esto no concuerda con lo reportado por algunos au-

Jres que reportan mayor incidencia de esta dermatosis en hombres gue
[ ]

n  mujeres (22).

El porcentaje mayor de pacientes del sexo femenino que consultaron -
uede explicarse proque este es un problema principalmente estético, mo
ivo por el cual la mujer consulta mds que el hombre. Ademas la mujer, -
on mayor frecuencia padece diabetes y obesidad, los cuales son ambos -
actores predisponentes para el desarrolio del eritrasma.(4,5,6,7,11).
elativo a los factores mencionados algunos de los pacientes incluidos en

ste estudio fueron diabéticos o tenian otros problemas endocrinolégicos.

El eritrasma ocurre con mayor frecuencia en adultos jovenes segln -
itan varios autores (6,13,12), lo cual coincide con lo encontrado en es-

1 investigacidon, en la que el grupo etario mas afectado estuvo compren-
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dido entre las edades de 30 a 50 anos.

En El Salvador la consulta dermatolégica por eritrasma es poco frecuen
te, pero los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que di-
cha dermatosis existe en nuestro medio. Dado que la enfermedad es de
una importancia menor para el paciente, se pueden observar muchos ca -
sos cronicos y a pesar de haber sido tratados local 6 sistematicamente los

pacientes presentan con frecuencia recaidas.(22).

En la mayoria de pacientes incluidos en este estudio la enfermedad sc
manifesté por lesiones bien circunscritas, de color rosado a café claro,
con superficie lisa, finamente descamativa. La condiciéon no fue intensa-
mente pruriginosa, exceptuando algunos casos, en quienes el prurito era

®

intenso y en los que se comprobd que la infeccién era concomitante con -

dermatofitos u hongos.

Las muestras fueron obtenidas de una diversidad de areas anatomicas,
siendo las inguinocrurales las mds comUnmente afectadas y de las que se
obtuvo mayor nUmero de muestras positivas en el laboratorio. Esta zona
anatémica presenta, sobre todo en climas céalidos como el nuestro, sudora-
cion intensa y humedad, ademéds el roce continuo; los cuales son factores
predisponentes de eritrasma (6,11,22). Similar situacién se da en la re -
gién axilar que fue la que siguié en frecuencia. Es de hacer notar que no
tuvimos igual cantidad de muestras de cada drea, por lo cual no se po -

dria inferir diferencia porcentual significativa de positividad.



Muchos problemas dermatolégicos causados por C. minutissimum son

confundidos generalmente con lesiones causadas por hongos, y en conse-
cuencia tratados con medicamentos antimicéticos u otros medicamentos, que
lo que hacen es enmascarar el tipo de lesiéon ayudando al progreso de la
dermatosis y su no curacién. Haciendo un buen examen de laboratorio con
la metodologia usada en este trabajo, el paciente se beneficia con un diag
nostico correcto y un tratamiento especifico y oportuno lo que le propor
ciona pronta mejoria y también le ahorra gastos innecesarios. La metodolo
gia, ademds, cubre el diagnéstico de hongos por el examen directo. Estas
observaciones enfatizan la gran importancia de los examenes de laborato -
rio, de los cuales el examendirecto en dos etapas: primero la digestion -
con KOH al 40 % y segundo por coloracién de Kinyoun del material clinico
nos proporcionan resultados presuntivosede la presencia de C. minutissi -

mum, ayudando al médico a comenzar el tratamiento lo mas pronto posible.

El cultivo tanto en caldo, como en agar carne glicerinado con foroxona
y las pruebas bioquimicas realizadas nos llevaron a la identificaciéon final -

de C. minutissimum dandonos asi el diagnéstico confirmativo a eritrasma.

EL Doctor Pablo Negroni en sus reportes hace notar la importancia
de una muestra abundante para obtener un aislamiento por cultivo (20).
Es de hacer notar, que en los resultados del cultivo inciden tres facto -
res importantes que afectan a la bacteria en su crecimiento, como son: la
medicacién previa a la Ultima consulta, la obtencién de muestra muy es-

casa y la interferencia por el crecimiento de otros microorganismos.



En nuestro trabajo pudimos observar que C. minutissimum estuvo aso

ciado con levaduras, hifas u otros microorganismos lo cual lleva a cambios
morfoldégicos en las lesiones tipicas de eritrasma. Es aqui donde tienen ma-
yor valor la aplicacién de los métodos de laboratorio para el diagnoéstico.

Por lo anteriormente expuesto creemos que el método utilizado para el ais-

lamiento de C. minutissimum es un método accesible, econdémico; que puede

seer implantado en laboratorios que cuenten con bacteriologia general en -

nuestro pais con resultados satisfactorios.

Es sabido que en la mayoria de los casos la administracién de Eritromi-
cina en dosis de un gramo por dia por cinco dias producen las curaciéon -

de las lesiones (7,10,11,16,22).

En este estudio varios de los pacientes que resultaron positivos a eri-

® .
trasma fueron tratados con Eritromicina por diez a quince dias, obtenién-
dose resultados satisfactorios. El tratamiento local con cremas a base de -

Neomicina y corticoides adicionados, coadyuvd eficazmente a la curacion.

(10).

Tambien se estudié en 25 personas asintomdticas, la existencia de C.
minutisimum como parte de la flora normal, presente en los espacios inter
digitales de los dedos de los pies. A partir de las escamas de dichos espa~
cios encontramos 2 casos positivos, que representan el 8% de las muestras
tomadas, aunque el nUmero de personas investigadas fue bajo, si pudimos

comprobar que dicha bacteria estd presente en la flora normal del humano -

Debido a los pocos casos positivos encontrados a partir de portadores,

pensamos que el potencial de infeccidon es relativamente bajo.
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CONCLUSIONES

C. minutissimum fue obervado en el laboratorio como causante de eritras-

ma, de los cuales 23 pacientes resultaron positivos al examen directo y
20 al directo y al cultivo de los 100 pacientes estudiados.También se pu-
do comprobar su presencia en 2 de 25 personas sanas, lo que equivale

a 8% en portadores.

Se determiné también que problemas patolégicos, tales como Diabetes, -
Obesidad y otras enfermedades Endocrinolégicas son factores predispo-

nentes de eristrasma.

El examen directo con KOH al 40% para digestiéon de la muestra, y obser
vaciéon de hongos, seguido por coloradion de Kinyoun, en frotis del ma-
terial digerido fue el método mas sensible para demostrar C. minutissi-

mum en el laboratorio.

El cultivo en caldo de carne glicerinado con furoxona, y la obtencién de
colonias aisladas en agar carne glicerinado con furoxona, fueron métodos

selectivos para el aislamiento de C. minutissimum.

Las pruebas bioquimicas: Produccién de st en TSI con tira de Acetato
de Plomo, Citrato, Indol, Urea, Rojo de Metilo, Movilidad, Hidrélisis de
la gelatina, reduccién de Nitratos a Nitritos y las pruebas de la Cata-
lasa y Termorresistencia a 43° C son las apropiadas para llegar a la iden-

tificacion de C. minutissimum.
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CORYNEBACTERIUM MINUTISSIMUM

En medio de agar carne glicerinado con furoxona

colonias puntiformes, transilcidas, brillantes, -

blanco amarillento.
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APENDICE

1.

1.

1.

Medio de cultivo

Caldo de Carne

A una libra de carne de res molida, agregar un litro de agua -
destilada y hervir durante 30 minutos; enfriar y filtrar a través
de una gasa o manta humedecida. Se lleva a 1000 ml. con H2o -
destilada.

Agregar 10 g. de peptona y 5 g. de Cloruro de Sodio ajustar
a pH = 7; embotellar en cantidades de 100 ml. esterilizar a 15
libras de presién x 15 minutos a 121° C.

Caldo de Carne Clicerinado con Furoxona
[

A 100 ml. de caldo de carne,. agregar 5.0 g. de glucosa, 5.0
ml. de glicerina y 5.0 microgramos por ml. de furoxona.
Dispensar en tubos con tapén de rosca 10 ml. en cada uno vy
en frascos de tapén de rosca 100 ml. cada uno.

Esterilizar en autoclave.

Agar de carne glicerinado con Furoxona

A 100 ml. de caldo de carne glicerinado con Furoxona agregar -
2 g. de agar. disolver por ebullicién y ajustar a pH 7.6. Este-
rilizar en autoclave a 121° C x 15 minutas a 15 libras de presién.

Luego vertir en placas.
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NOTA

La concentracién de furoxona, se obtiene preparando una solucion
Stock de 10 mg de furoxona en 10 ml. de acetona, y luego se prepa-
ra una solucion de trabajo poniendo 1 ml de la soluciéon Stock en
9 ml de propilenglicol esterilizado, luego a 99 ml de caldo de car-

ne glicerinado agregar 1 ml de la solucién de trabajo.

Caldo de Triptéfano

Tripticasa o Triptona 1 g
Agua destilada 100 ml
Disolver y dispensar en tubos; esterilizar a 15 libras de presién du
rante 15 minutos a 121°C. Este medio se utiliza para demostrar la

produccién de Indol. °

REACTIVO DE EHRLICH

Para -dimetilaminobenzaldehido 100.0 g
Alcohol Etilico 150 ml
Acide Clorhidrico Concentrado 50 ml
TECNICA

fnocular el caldo triptéfano con la bacteria a estudiar e incubar por
24 a 48 horas a 37° C. Anfadir 5 gotas del Reactivo de Ehrlich.

La produccion de Indol a partir del triptéfano, se detecta por la for-

macién de un anillo rojo.
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Medio de Movilidad.

Bacto - Triptosa 10 g
Cloruro de Sodio 5 g
Bacto Agar 5 g

pH final 7.2 a 25° C

Disolver a ebullicidon. Esterilizar a 121°C x 15 minutos a 15 li-

bras de presion.

Técnica.

inocular el medio estéril puncionando el centro del medio. La
movilidad se manifiesta macroscépicamente por una zona difusa
de crecimiento que se extiende a los lados de la linea de ino -

culacion. °

Caldo con Nitrato para la prueba de reduccién de Nitratos.

Triptona 5 g
Neopeptona 5 g
Agua destilada 1000 ml
Nitrato de potasio 1 g
Glucosa 0.1 g

Disolver la triptona y neopeptona con el agua y hervir. Agre-
gar la glucosa y nitrato de Potasio; mezclar y ajustar el p H
en 7.3 a 7.4 . Repartir 5 ml por tubo y esterilizar a una

presién de 15 libras x 15 minutos.
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Reduccidén de Nitratos

Reactivos

Solucidn A: Acido Sulfanilico
Acido Acético 5 N
Solucién B: Alfa Naftilamina

Acido Acético 5 N

mezclar

Técnica

8.0 g
1000 ml

5 g
1000 mi

Inocular un tubo con caldo de Nitrato con la bacteria a estudiar,

e incUbese a 37°C por 24 horas. Anddase 5 gotas del reactivo de

Acido Sulfanilico - Alfa Naftilamina.

La aparicién de un color rosado o rojo indica una reaccién po-
[ J .

sitiva (Reduccién de Nitratos a Nitritos ).

Agar de tres azlcares y hierro

Reactivos:

Peptona

Cloruro de Sodio
Lactosa

Sacarosa

Glucosa

Sulfato ferroso
Amoénico

Tiosulfato de sodio

Rojo Fenol

(TS1)
20 g
5 9
10 g
10 g
1 g
0.2 g
0.2 g

0.025 g
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Agar 13 g
Agua destilada 1000 ml
pH final 7.3

Disolver por ebullicién:

Colocar en tubos y poner en autoclave a 121°C x 15 minutos a 15

libras de presién.

Se emplea para determinar la fermentaciéon de los hidratos de carbono

y la produccién de sulfuro de hierro.

PRODUCCION DE H25 EN TSI CON TIRA DE ACETATO DE PLOMO.

Las tiras de papel filtro de 5 a 10 mm. de ancho por 50 a 60 mm. -
de largo son impregnadas con una solucién al 10% de Acetato neutro
de Plomo, luego se secan y se esterilizan. Estas tiras son suspendi-

das sobre el bisel del medio de TSI que se siembra en la forma con

[ ]

vencional.

Una reaccion positiva, se manifiesta por coloraciéon negra en el bor-

de de la tira, después de haber incubado a 37°C por 24 horas; en
el medio de TS| no hay formaciéon de precipitado negro, porgue el

sistema enziméatico de la bacteria s6lo es capaz de producir trazas de
H25, lo cual hace necesario un indicador sumamente sensible, que es

la tira de acetato de plomo, en la cual se evidencia un precipitado -

de sulfuro de plomo que es de color negro.

Caldo rojo de metilo. Voges Proskauer

Peptona Buffer T g
Dextrosa 5

Fosfato Dipotasico 5 g
Agua Destilada 1000 ml

Disolver los ingredientes en el agua por calentamiento.



_36_

Reactivo de Rojo de Metilo

0.1 gr. de rojo de metilo (indicador) en 300 ml. de Alcohol

Etilico al 95% y diluir a 500 ml con agua destilada.

Técnica.

Inocular medio de RM - VP con la bacteria a estudiar inclUbese
37°C por 24 a 48 horas y luego agregar 5 gotas de indicador
(Rojo de Metilo ).

La reaccién positiva estd dada por un color rojo, que indica la

presencia de acido.

2. REACCIONES

2.

1

Reaccién de la catalasa.

. .
Colocar una gota de Per6xido de Hidrégeno al 3% sobre una la-

mina portaobjeto, con suavidad emulsionar una porcién de la colo-
nia bacteriana a estudiar.

Reaccion positiva, se manifiesta por un burbujeo gaseoso.

3. COLORACIONES

3.

1

Coloracién de Gram

Reactivos

a) Preparaciéon del Cristal Violeta

Stock
Cristal Violeta 85% 0.6 g
Etanol 95% 10 ml

Sol. de Trabajo
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Mezclar partes iguales de Stock cristal violeta y Stock de Oxa-

lato - Mezclar - almacenar en frasco de vidrio ambar.

b) Solucién de Lugol

Cristales de yodo 1 g
Yoduro de Potasio 2 g
H20 destilada 300 g

Triturar el yodo vy el yoduro de potasio, en un mortero con 5
ml de H20 hasta obtener una mezcla mads o menos homogénea

y agregar poco a poco el resto de HZO‘

c) Alcohol Acetona

Etanol 95% 75 ml
Acetona ° 25 mli
Safranina

Safranina 2.5 g
Etanol 95% 100 ml
Mezclar

So lucion de trabajo

Diluir Stock de Safranina madre 1:10 con agua destilada, mez-
clar, filtrar,

Técnica.

Preparar un extendido delgado del material en estudio:

1. Fijar al calor

2. Cubrir la preparaciéon con cristal violeta. Durante 1 minuto.



3.

2

_38_

3. Lavar con agua de chorro.

4. Cubrir, soluciéon de Lugol durante 1 minuto.

5. Lavar con agua de chorro.

6. Decolorar con alcohol acetona goteando sobre el portaobjeto

inclinado, debe lavarse hasta que el liquido salga incoloro.

7. Lavar con abundante agua de chorro.
8. Cubrir la preparaciéon con Safranina por 1 minuto.
9. Examinar con objetivo de inmersidn.

Resultado: Bacterias Gram positivas colorean en violeta o azul,

las Gram negativas en rosa o rojo.

Coloracion de Giemsa.

Reactivos °

a) Colorante Giemsa en polvo 0.6 g
b) Metanol 50 ml
c) Glicerol 50 ml

Colocar en frascos que contengan cuentecillas de vidrios y sacu-
dirlo. Después de sacudir el frasco 3 veces al dia durante &
dias consecutivos . Filtrarlo.

Colorante Giemsa diluido (solucién de trabajo)

Preparaciéon

Mezclar 1 gota de colorante por cada ml de solucién tamponada

de fosfatos (PH = 7.2)

Diluciéon 1:10
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Técnica

1. Fijar el frotis con alcohol metilico durante 1 minuto.

2. Cubrir con el colorante de Giemsa diluida y dejar actuar
durante 30 minutos.

3. Lavar con abundante agua de chorro.

4. Secar y observar al microscopio con el objetivo de inmersion.

COLORACION PARA ACIDO RESISTENTE DE KINYOUN
Fucsina 4 g
Etanol al  95% 10 ml
®
Fenol 8 g
Agua destilada 100 ml

ALCOHOL ACIDO

Acido Clorhidrico concentrado 3 ml

Alcohol Etilico 95% 97.0 ml

AZUL DE METILENO

Azul de Metileno 2.5 g

Alcohol Etilico 95% 100 mli



Procedimiento

Hacer frotis con el material a estudiar. Dejar secar a temperatura

ambiente y fijar por calor.

1. Cubrir con Fucsina por 3 minutos sin calentar.

2. Lavar con agua de chorro.

3. Decolorar 5 a 10 minutos con alcohol 4&cido.

4. Lavar con agua de chorro.

5. Cubrir con azul de metileno de 30 segundos a1 minuto.
6. Lavar con agua.

7. Dejar secar.
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