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1. RESUMEN

La pitiosis es una enfermedad causada por el oomiceto Pythium insidiosum. Esta
patologia esta presente en zonas de clima templado, tropical y subtropical a lo largo
del mundo. Los animales generalmente se infectan cuando presentan algun tipo de
lesion y permanecen durante largos periodos de tiempo en cuerpos de agua
estancada donde estan presentes las zoosporas moviles. Este trabajo tiene como
objetivo describir el primer caso de pitiosis cutanea en un equino en la regioén litoral
oeste de Uruguay y su confirmacion mediante estudios microbiolégicos,
histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y moleculares. En 2017, en el departamento
de Paysandu, un equino hembra raza Criolla de 24 afios de edad presentd una lesion
a nivel de piel de color amarillento, circular, ulcerada en la zona ventral del abdomen.
La lesion fue aumentando significativamente de tamafio en 30 dias y exudaba
permanentemente un liquido viscoso de color amarillo. Se realiz6 biopsia y
posteriormente extirpacion quirdrgica de la lesion y necropsia. A la histopatologia
destacaba en dermis superficial y profunda neovascularizacion, gran cantidad de
tejido conjuntivo y areas multifocales de necrosis, rodeada principalmente por
abundantes eosinofilos y macrofagos (“kunkers”). Con la coloracion argéntica de
Grocott se observo hifas dentro de las areas de necrosis. A la inmunohistoquimica se
obtuvo inmunomarcacion positiva para P. insidiosum. En el cultivo microbiol6gico de
lesiones refrigeradas se observaron colonias blanquecinas de crecimiento radial con
desarrollo de micelio aéreo, ademas, se realizé la induccién de la zoosporogénesis y
la caracterizacion de las zoosporas. Por ultimo se realiz6 PCR- anidado donde se
amplificé la regiéon ITS (ITS1, 5.8S, ITS2) y una segunda reaccion que amplificé el gen
de la region ITS1. La secuencia obtenida en ambos amplicones tuvo una homologia
del 100% con P. insidiosum (GenBank numero de acceso MF767408). Tomando en
cuenta que se han registrado casos de pitiosis en equinos en diferentes areas del pais,
seria necesario incluirla en el diagndstico diferencial de lesiones proliferativas y de
evolucion crénica en equinos en Uruguay.



2. SUMMARY

Pythiosis is a disease caused by the oomycete Pythium insidiosum. It is reported in
temperate, tropical and subtropical areas of the world. Animals become infected when
they present a previous skin lesién, and remain for long periods of time in stagnant
bodies of water where motile zoospores are present. The aim of this work is to describe
the first case of cutaneous pythiosis in a horse in the western littoral region of Uruguay
and, its confirmation through microbiological, histopathological, immunohistochemical
and molecular studies. In 2017, in Paysandu county, a 24-year-old Criolla mare
presented a yellowish, circular, ulcerated skin lesion in the ventral area of the
abdomen. The lesion increased in size significantly in 30 days and was permanently
exuding a viscous yellow liquid. A biopsy of the lesion was performed and later, surgical
removal and necropsy was done. Histopathology revealed neovascularization in
superficial and deep dermis, a large amount of connective tissue and multifocal areas
of necrosis, mainly surrounded by abundant eosinophils and macrophages (“kunkers”).
Through Grocott's silver staining, hyphae were observed in the areas of necrosis. The
immunohistochemistry was positive for P. insidiosum. In the microbiological culture of
refrigerated lesions, whitish colonies of radial growth with development of aerial
mycelium were observed. Additionally, the induction of zoosporogenesis and the
characterization of the zoospores were carried out. Finally, a nested PCR was
performed, where first the ITS region (ITS1, 5.8S, ITS2) was amplified and second a
reaction that amplified the gene from the ITS1 region was developed. The sequence
obtained in both amplicons had 100% homology with P. insidiosum (GenBank
accession number MF767408). Considering that cases of pythiosis have been
registered in horses in different areas of Uruguay, it would be necessary to include this
disease in the differential diagnosis of proliferative and chronically evolving skin
lesions.
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3. INTRODUCCION

La pitiosis es una enfermedad causada por el oomiceto Pythium insidiosum, que forma
parte del reino Stramenopila, clase Oomicetos. Son organismos saprofitos del suelo y
patogenos de plantas. P. insidiosum es patdégeno para animales, afectando a equinos,
burros, bovinos, ovinos, caninos, felinos y al hombre (Cardona Alvarez, Vargas Viloria
y Perdomo Ayola, 2013a; do Carmo, Uzal y Riet-Correa, 2020; Gaastra et al., 2010;
Mendoza, 2010; Mendoza, Ajello y McGinnis, 1996).

Pythium insidiosum normalmente se encuentra en regiones tropicales y subtropicales;
en cuerpos de agua estancados, pasturas y suelos. El estadio de zoospora biflagelada
es la forma infectante y normalmente se encuentra en el agua. Estas requieren de
temperaturas mayores a 30°C por al menos un dia en periodos de precipitacion
constantes para su formacién. Son atraidas hacia las lesiones de la piel de los
animales o tejido vegetal dafiado, donde se alojan e infectan al huésped. En los
equinos el periodo de incubacién para la aparicion de los primeros signos clinicos de
pitiosis es de 3 semanas (Gaastra et al., 2010; Marcolongo et al., 2012; Presser y
Goss, 2015).

La pitiosis cutdnea en equinos provoca lesiones que se caracterizan por la presencia
de concreciones de aspecto granulomatoso de color amarillento a nivel de la piel
llamados “kunkers”. Estas concreciones estan limitadas al area de la lesion por donde
ingreso el patdgeno. Los “kunkers” son lesiones especificas para la pitiosis equina que
no se manifiestan en otras especies afectadas por el agente. Comunmente estas
lesiones se hallan en la zona distal de las extremidades, ventral del abdomen y térax
(Gaastra et al., 2010; Luis-Ledn y Pérez, 2011; Mendoza y Alfaro, 1986; Mendoza et
al., 1996; Mendoza y Newton, 2005; Scott y Miller, 2011).

Histol6gicamente en las lesiones destaca la presencia de abundante tejido conectivo
dispuesto de forma irregular, una alta vascularizacion dada por numerosas arteriolas,
abundantes eosindéfilos seguidos de macréfagos y en menor medida neutrofilos
generando un infiltrado difuso, gran cantidad de fibroblastos, zonas de necrosis
multifocal y el fenébmeno de Splendore-Hoeppli (dermatitis granulomatosa eosinofilica
difusa). Ademas, al emplear la tincion de Grocott se colorean positivamente las hifas
de Pythium insidiosum (Marquez, Salas, Canelon, Perazzo, y Colmenarez, 2010).

Se trata de una patologia de curso crénico que progresa rapidamente, pudiendo llevar
a la muerte si no es tratada a tiempo. Es por ello que para la cura de la pitiosis cutanea
eqguina se utilizan tres tipos de tratamientos: la remocién quirargica de las lesiones, el
uso de antimicéticos y el uso de inmunoterapicos (Mendoza et al., 1996; Santurio,
Alves, Pereira, y Argenta, 2006; Scott, y Miller, 2011).

Esta enfermedad es reportada comunmente en Brasil en la zona de Rio Grande del
Sur y también en el norte de Argentina, afectando principalmente equinos, caninos,
felinos y en menor medida rumiantes. En Uruguay ha sido descripta solo en equinos
en la regién este, asociada a zonas bajas o campos arroceros, donde se forman
cuerpos de agua estancada (Allassia et al., 2016; Cardozo et al., 2016; Dutra, 2012;
Gabiriel et al., 2008; Galiza et al., 2014; Garcia, Balestié, Romero, Quinteros y Dutra,
2018; Marcolongo et al., 2012; Sallis, Pereira, y Raffi, 2003;).
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El objetivo de este trabajo de tesis es describir un caso de pitiosis equina en la region
litoral oeste de Uruguay, su evolucion y la confirmacion del diagnoéstico utilizando
diferentes técnicas de laboratorio.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

41. El sector ecuestre en Uruguay

Segun el informe realizado sobre “Caracterizacion y potencialidades del sector
ecuestre en Uruguay” a cargo del Ing. Agr. Alejandro Ferrari, Uruguay ocupa el
segundo puesto mundial en relacion a habitantes por caballo (Ferrari, 2012).

Uruguay cuenta con aproximadamente 425.000 cabezas de equinos. El 87% de los
animales corresponden a las categorias agro y servicios; entre un 7 y un 8% a razas
funcionales; entre un 4 y un 5% a deportes ecuestres y entre un 1y 2% a turismo y
ensefianza. Dentro de los deportes ecuestres el 39% corresponde a la Hipica, el 22%
al Enduro, el 11% al Raid y el 5% al Polo (Ferrari, 2012).

El aporte econ6mico del sector ecuestre en su conjunto ronda entre los U$S 335
millones anuales. Aproximadamente unos U$S 224 millones (67% del total)
corresponden al aporte realizado por los propietarios particulares; unos U$S 76
millones (23%) al aporte del publico a través de apuestas y turismo de eventos; unos
U$S 29 millones (9%) corresponden a las exportaciones totales (incluyendo las
realizadas por los frigorificos) y por ultimo, se posicionan los aportes de jinetes no
propietarios y sponsors que representan menos del 2% (Ferrari, 2012).

Siguiendo con lo anteriormente mencionado, las exportaciones uruguayas referentes
al sector ecuestre representan aproximadamente unos U$S 29 millones anuales. La
carne y los subproductos de la faena alcanzan unos U$S 23 millones anuales, siendo
el principal rubro de exportacion (Ferrari, 2012).

4.2. Generalidades de la pitiosis

La pitiosis es una enfermedad que afecta tanto a los animales como a los seres
humanos y es causada por Pythium insidiosum, el Gnico oomiceto perteneciente a la
familia Pythium spp. capaz de generar esta patologia (Acero- Mondragon et al., 2013).

Los organismos del género Pythium spp. tienen una distribuciéon mundial y se ubican
tanto en el suelo como en ambientes acuaticos. Por lo general son organismos
saprofitos o patégenos de las plantas que generan multiples dafios que se pueden ver
como marchitamientos o pudricion en las distintas partes de las mismas. Otras
especies de Pythium son parasitos de insectos, peces y algas (Adhikari et al., 2013;
Mendoza et al., 1996; Mendoza, Hernandez y Ajello, 1993; Presser y Goss, 2015; Van
der Plaats-Niterink, 1981).

El Pythium insidiosum en particular es la especie que infecta a humanos y mamiferos.
Si bien es un microorganismo similar a un hongo, esta filogenéticamente distante del
reino de los hongos y mas cercano al de las algas (Cardona Alvarez, Vargas Viloria y
Perdomo, 2012; Presser y Goss, 2015).

Esta enfermedad se manifiesta mayoritariamente en la especie equina en su forma
cutdnea y subcutanea. No se trata de una patologia contagiosa ni de una zoonosis,
es decir, no se transmite ni de animal a animal, ni de animal a humano (Brayer et al.,
2008; Gaastra et al., 2010).
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Tanto el agua como el suelo son parte del hébitat natural del Pythium insidiosum.
Lagos y estanques situados en suelos negros, con barro y con una gran cantidad de
materia organica en descomposicion favorecen la presencia y proliferacion del mismo.
También esta la hipétesis de que el agua tibia estancada en estos lugares crearia un
ambiente acogedor para P. insidiosum. En lugares donde esta enfermedad es
endémica, la exposicion a estos reservorios puede ser un factor de riesgo importante
(Presser y Goss, 2015; Vanittanakom et al., 2013).

Pythium insidiosum produce zoosporas moviles responsables de la infeccion. Para
gue estas zoosporas esporulen requieren de agua libre, de un ambiente especifico y
de un bajo nivel de nutrientes. Las zoosporas tienen quimiotaxis por tejidos dafiados
tanto de plantas como de animales; ellas producen una sustancia que les permite un
contacto estrecho con el huésped en las etapas iniciales de la infeccion. Los animales
generalmente son infectados cuando al presentar lesiones periféricas tienen contacto
con agua estancada. De esta forma las zoosporas ingresan por la herida e infectan al
huésped. Luego pierden el flagelo que les permitia su movilizacion, se enquistan y
comienzan a generar tubos germinativos e hifas filamentosas que penetran los tejidos
y son quienes le dan la posibilidad de expandirse e ir afectando los alrededores de la
lesion. Distintas especies de plantas que se encuentran en ambientes acuaticos o
humedos juegan un rol fundamental para completar el ciclo de vida y la propagacion
del Pythium spp. en el ambiente (Mendoza et al., 1993; Presser y Goss, 2015; Scott y
Miller, 2011).

La pitiosis es una dermatitis piogranulomatosa exudativa de distribucion difusa y
multifocal que progresa rapidamente. Es de curso cronico y puede llevar a la muerte.
Conocida en Brasil como “cancer del pantano”, “mal de los pantanos”, “herida brava”
y “herida de moda”. En Colombia la llaman “espundia equina”. Y en otros lugares la
conocen como “bursitis”, “dermatitis granular’, “llaga de verano”, “kunker”,
“sanguijuelas de Florida”, “hongos de la Costa del Golfo”, “ficomicosis”, “hifomicosis”
y “oomicosis” (Cardona Alvarez, Vargas Viloria y Perdomo, 2013b; Cardona et al.,

2012; Mendoza et al., 1993; Scott y Miller, 2011).

Se desarrolla en climas templados, tropicales y subtropicales a lo largo del mundo. Se
la relaciona con estaciones del afio en donde llueve mucho. Tal es el ejemplo de India
en donde la patologia es comunmente llamada “bursitis” y el término “burus” significa
lluvia (Mendoza et al., 1993; Mendoza et al., 1996; Simeone et al., 2003).

Utilizando datos de secuencias de la region ITS (internal transcriber spancer) y el gen
mitocondrial cox Il, se pueden identificar al menos tres lineas genéticas evolutivas de
Pythium insidiosum. El Cluster | estd compuesto por aislamientos clinicos de América
del Norte, Central y Sur. El Cluster Il contiene aislamientos clinicos de Australia,
América y el Sureste Asiatico, ademas de aislamientos ambientales provenientes de
Tailandia. Y el Cluster 11l contiene aislamientos clinicos y ambientales procedentes de
América y de Tailandia. El Claster Ill aparece separado de los Claster | y i
aparentando ser una especie diferente (Presser y Goss, 2015).

La pitiosis se ha ido expandiendo a nivel geogréfico con el correr de los afios. Esto
probablemente se deba a factores ambientales que el hombre ha ido modificando,
tales como cultivos de arroz y sistemas de riego que generan un ambiente propenso
para el desarrollo de Pythium insidiosum. La mayoria de los casos clinicos de esta
enfermedad se han reportado en las estaciones de otofio e invierno en areas tropicales
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y subtropicales de Australia, India, Tailandia, Brasil y Costa Rica (Berryessa et al.,
2008; Scott y Miller, 2011).

Normalmente los casos clinicos se observan en equinos, ovinos y bovinos. En estos
casos las lesiones se localizan en zonas ventrales del torax, abdomen y en las
extremidades. También se han observado casos en caninos con presentaciones
gastrointestinales y en felinos con presentaciones respiratorias. En humanos la
patologia generalmente se restringe a presentaciones cutaneas y subcutaneas en las
extremidades y se ven lesiones de tipo nodular que se ulceran y secretan un liquido
serosanguinolento (Acero- Mondragon et al., 2013).

4.3. Antecedentes

A mediados del siglo XIX en la India, un grupo de veterinarios que estudiaban
granulomas cutaneos en equinos reportaron por primera vez esta enfermedad pero
no lograron llegar a su etiologia. Fue precisamente entre los afios 1884 y 1896 cuando
aparecieron las primeras publicaciones de los autores Smith, Fish y Drouin, donde se
cuestiond que la pitiosis podria ser causada por un agente similar a un hongo
(Mendoza, 2010).

Haan and Hoogkamer (1901) en Indonesia, la nombraron como “hypomicosis
destruens” y luego, Haan (1902) lo modifica al de “hypomicosis destruens equi”
(Gaastra et al., 2010).

Witkamp (1924), cientifico holandés, fue quien logré aislar el agente. Un agente que
no esporulaba en el medio. Escribié varios trabajos en donde hablé de sus signos
clinicos, patologia, microbiologia, diagndstico, inoculacion en animales, tratamiento e
inmunologia. Por desgracia estas publicaciones fueron dejadas de lado por mucho
tiempo, en parte debido al idioma y por otro lado debido a que otros investigadores de
la época planteaban la hipétesis de que los granulomas cutaneos en equinos eran
causados por parasitos nematodes del género Habronema (Mendoza, 2010).

Bridges y Emmons (1961), llamaron ficomicosis a la patologia tras aislar un
microorganismo que a su entender se trataba de una especie de Mortierella, un
zigomiceto. Como era un aislamiento similar a aquellos que habian sido estudiados
por Haan, Hoogkmer y Witkamp, fue nombrado como Hypomyces destruens
basandose en el nombre acufiado anteriormente por Haan and Hoogkamer. (Gaastra
et al., 2010).

Austwick y Copland (1974), dieron a conocer que el organismo aislado de lesiones
patologicas de “cancer de pantano” en equinos que provenian de Papua, Nueva
Guinea, formaba zoosporas biflageladas y lo clasificaron como un oomiceto dentro del
género Pythium sin asignarle un nombre cientifico por no saber si se trataba de una
nueva especie 0 una especie ya reconocida. Fue en ese entonces que se empezo a
sospechar de la existencia de un Pythium spp. patégeno para mamiferos (Austwick y
Copland, 1974).

Mas adelante, Ichitani y Amemiya (1980), aislaron de una dermatitis granular de un
caballo proveniente de Japdén, un microorganismo filamentoso al cual identificaron
como Pythium gracile por su produccién de oogonias lisas y zoosporas apleréticas
(Mendoza, 2010).
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Fueron de Cock, et al. (1987), los que introdujeron el nombre de Pythium insidiosum
cuando al realizar maltiples aislamientos notaron que se trataba de una especie de
Pythium nunca antes descripta. Ellos también reportaron que otros aislamientos
provenientes de equinos, caninos y bovinos también pertenecian a esa especie y
concluyeron que Pythium gracile e hypomicosis destruens eran sinénimos de Pythium
insidiosum. Por otro lado y precisamente en ese mismo afio, Shipton aislaba una
nueva especie de Pythium extraida de caballos Australianos y le asignaba el nombre
de Pythium destruens (de Cock, Mendoza, Padhye, Ajello y Kaufman, 1987; Shipton,
1987).

Los estudios que realizaron Mendoza y Marin (1989), revelaron que Pythium
destruens tenia la misma estructura antigénica que Pythium insidiosum y que las otras
cepas encontradas en animales y humanos a lo largo del mundo. Por lo tanto el tnico
agente que causaba la pitiosis era Pythium insidiosum (Mendoza y Marin 1989).

Schurko et al. (2003), mediante técnicas moleculares confirmaron que Pythium
insidiosum era la Unica especie de Pythium capaz de generar pitiosis en mamiferos, y
gue existian variantes geograficas (Schurko, Mendoza, de Cock y Klassen, 2003).

Si bien seguimos la evolucién cronolégicamente, es importante mencionar que fué
desde el afio 1961 que se reportaron casos de pitiosis en equinos, gatos, bovinos,
perros, humanos e inclusive en osos y camellos de zooldgicos del Sur de Carolina y
Florida respectivamente. (Mendoza, 2010).

Si nos referimos a los antecedentes en Uruguay, el primer caso diagnosticado y
confirmado de pitiosis cutanea se traté de una yegua raza criolla con una lesioén en el
labio inferior. Ocurrié en mayo del afio 2012 en un predio arrocero y ganadero proximo
a la Laguna Merin en el departamento de Treinta y Tres, paraje Costas de Tacuari
(Dutra, 2012).

Entre los afios 2012 y 2017 se describieron seis casos mas de pitiosis cutanea equina
en la regidn este del pais. Todos ellos ocurridos entre los meses de marzo y junio en
campos bajos con poco drenaje (Garcia et al., 2018).

Hernandorena y Jackson (2018) describen un caso en el departamento de Treinta y
Tres de un equino sexo hembra con una lesion en region ventral de abdomen.
(Hernandorena M.A. y Jackson E., 2018).

4.4. Impacto econdmico

La enfermedad objeto de este desarrollo genera pérdidas econdmicas. Pérdidas que
son atribuidas al costo y complicaciones que implican los tratamientos (con posibilidad
de futuras recidivas) ademas de las muertes e incapacidades que se generan en estos
animales (Becegatto, Zanutto, Cardoso y Sampaio, 2017; Tomich et al., 2010).

4.5. Etiologia

Pythium insidiosum es un microorganismo clasificado dentro del Reino Stramenopila,
Phylum Pseudofungi, Clase Oomicetos, Orden Pythiales, Familia Pythiaceae, Género
Pythium y especie P. Insidiosum (Mendoza, 2010; Mendoza et al., 1996).
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Antiguamente se lo clasificaba dentro del Reino Fungi porque se comportaba de
manera muy similar a los hongos. Hoy en dia se sabe que eso no es correcto y que
los organismos pertenecientes a la clase Oomicetos estdn filogenéticamente
relacionados con las algas, ésto segun estudios taxondmicos que se basaron en el
andlisis de secuenciacion de genes de ARN ribosomal de P. Insidiosum (Mendoza,
2010; Mendoza et al., 1996; Kwon-Chung, 1994).

Es importante sefalar que la pared celular de los hongos contiene quitina como
componente esencial. Los oomicetos carecen de quitina; tienen a la celulosa y al 3-
glucano como componentes predominantes. Ademas, en la membrana celular de los
hongos el principal esteroide es el ergosterol mientras que el Pythium spp. contiene
esteroides auxotroficos incorporados del ambiente y que no son producidos por el
mismo, como ocurre con los hongos. Por esta razén Pythium spp. no responde a los
antifngicos ya que la mayoria de estos actiuan sobre el ergosterol (Grooters, 2003;
Vicarivento, Puzzi, Alves y Zappa, 2008).

Por otra parte, los oomicetos se caracterizan por producir zoosporas biflageladas en
la reproduccion asexuada; presentar una reproduccion sexuada de tipo oogamica;
tener una pared compuesta de celulosa, 3- glucano e hidroxiprolina; poseer un tallo
diploide; tener mitocondrias con cresta tubular; y por presentar caracteristicas
bioquimicas y moleculares particulares como una via alternativa para la sintesis de
lisina (Santurio, Alves et al., 2006).

Dentro de los oomicetos, se encuentra el género Pythium. Este estad compuesto por
mas de 120 especies distribuidas a lo largo del mundo. Su gran mayoria son
patdégenos de las plantas, siendo los principales responsables de la podredumbre de
raiz. Algunas especies también son utilizadas como control biolégico de hongos
patogenos y de larvas de mosquitos. Especificamente el Pythium insidiosum es
conocido por ser el Unico patdégeno para los mamiferos (Santurio, Alves et al., 2006).

Utilizando la técnica molecular RFLP (restriction fragment- lenght polymorfism) vy
comparando el espacio ribosomal intergénico de 28 aislamientos de Pythium
insidiosum provenientes de América, Asia y Australia, se describen al menos 3 cepas
de Pythium insidiosum. Es por ello que se plantea realizar una reclasificacion en
subespecies ya que cada Claster representa una poblacion distinta genéticamente
(Schurko, Mendoza, de Cock et al., 2003).

4.6. Epidemiologia

Introduciéndonos en la epidemiologia, Pythium spp. estan presentes en todo tipo de
suelos y ambientes humedos. Son importantes patdogenos de plantas, pudiendo
afectar una gran cantidad de cultivos y generar grandes pérdidas econémicas (Miller
y Campbell, 1982a).

El agente en analisis, por lo general se localiza en areas tropicales y subtropicales
alrededor del mundo. En América del Norte, precisamente en EE.UU., la enfermedad
ha sido reportada a lo largo del Golfo de México, en los Estados de Alabama, Florida,
Louisiana, Mississippi y Texas. También se han reportados casos en Georgia,
Missouri, Carolina del Norte, Carolina del Sur, Tennessee e lllinois. En América
Central el pais con mas casos reportados ha sido Costa Rica. En Guatemala,
Nicaragua y Panamé han aparecido casos aunque no exista literatura sobre ellos. En
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el Caribe precisamente en Haiti, se diagnostico un caso de pitiosis en Humanos. Por
altimo, en América del Sur se reportaron casos de pitiosis en equinos en Argentina,
Brasil, Colombia, Venezuela y Uruguay (Mendoza et al.,, 1996; Reis et al., 2018;
Santurio, Alves et al., 2006) (Figura 1).

En la region del Pantanal en Brasil (el pantano de agua dulce mas grande del mundo)
situado en el Estado de Mato Grosso del Sur, probablemente sea el lugar del planeta
con mayor incidencia y prevalencia de la pitiosis cutanea equina. De todas las
patologias causadas por hongos y oomicetos, la pitiosis es la enfermedad mas
prevalente y se considera endémica en el sudeste de Rio Grande del Sur. También
se han descripto casos en los Estados de San Pablo, Para, Paraiba, Parana y Rio de
Janeiro (Mendoza et al., 1996; Reis et al., 2018; Santurio, Alves et al., 2006) (Figura
1).

En Uruguay, en el este del pais, se diagnosticaron entre los afios 2012 y 2017 siete
casos de pitiosis cutanea equina en zonas pantanosas de la Laguna Merin. Cinco de
ellos fueron reportados en el departamento de Treinta y tres y uno en Rocha. También
se reportd un caso individual en las costas del Rio Negro, en el departamento de
Durazno (Romero et al., 2019; Weiblen et al., 2019)

En Europa todavia no han sido reportado casos de esta enfermedad, pero se publico
un caso clinico de un equino en Francia con granulomas cutdneos con caracteristicas
clinicas de pitiosis (Mendoza et al., 1996) (Figura 1).

En Africa, si bien uno pensaria que por sus caracteristicas climaticas seria un
ambiente ideal para el desarrollo del agente, se ha reportado Unicamente un caso de
pitiosis en un perro en Mali (Mendoza et al., 1996; Rivierre et al., 2005) (Figura 1).

En Oceania se han reportado casos en Nueva Zelanda, Papua Nueva Guinea y en
Australia, donde la patologia se encuentra principalmente en la costa tropical este.
(Mendoza et al., 1996) (Figura 1).

Con respecto a Asia, la patologia se ha hecho conocer en Indonesia, en las islas de
Borneo, Java y Sumatra. En las costas sur de Japon la pitiosis se ha manifestado en
Kyushu y Ryuki. También han aparecido casos en Corea del Norte, Birmania, y si bien
antiguamente se reportaron casos en India no se han notificado nuevamente. Es al
norte y sureste de Tailandia que se han reportado casos en humanos (Luis-Leén y
Peréz, 2011; Mendoza et al., 1996) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa mundial que muestra la distribucion de la pitiosis en zonas tropicales, subtropicales y templadas.
(Mendoza, 2010).

También se la conoce en otros lugares del mundo como “cancer del pantano”. Estas
denominaciones hacen referencia al ambiente en el cual se desenvuelve la
enfermedad; un ambiente humedo (Miller y Campbell, 1982a) (Figura 2).

Figura 2. Animales pastando en zonas inundadas. Un ambiente 6ptimo para la reproduccion y
supervivencia de Pythium insidiosum. (Cardona, 2013b).

En lo que respecta a la existencia del agente, P. insidiosum requiere de temperaturas
entre 30 y 40°C para su proliferacion y es endémico en ambientes acuaticos como
lagos y pantanos. (Miller y Campbell, 1982a).
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Distintas especies de plantas presentes en ambientes acuaticos o humedos forman
parte del ciclo de vida de este agente porque brindan el sustrato y colaboran en la
propagacion del mismo formando los zoosporangios (Mendoza et al., 1993).

Estudios demostraron que la utilizacion de medios carentes de nutrientes previo a la
induccién no solo aumenta el nimero de esporangios y posteriormente el de
zoosporas, sino que también reduce el tiempo de incubacion y esporulacion del agente
(Mendoza y Prendas, 1988).

Ademas, otros estudios de laboratorio donde analizaron la quimiotaxis de las
zoosporas de Pythium insidiosum mostraron una fuerte atraccion de éstas por pelos
de animales y tejidos vegetales (Miller, 1983).

Por lo anterior mencionado, vemos en equinos que las lesiones generalmente se
ubican en las partes bajas como las extremidades, abdomen, térax y glandula
mamaria. Estas partes son las que tienen contacto con el medio en donde se
encuentra el agente. A esto se agrega que no existe una predisposicion por sexo,
edad o raza (Mendoza y Alfaro, 1986)

Continuando con el analisis, es momento de sefialar que la Unica fuente de infeccion
son las zoosporas presentes en el ambiente. No es posible la transmisién directa entre
animales y tampoco se comporta como zoonosis (Santurio, Alves et al., 2006).

Se cuestiona que la penetracion del agente no necesariamente se genera a partir de
una herida o erosion cutanea, sino que también existe la posibilidad de que las
zoosporas ingresen a partir de foliculos pilosos. También se discute que pueda
ingresar a través de picaduras de insectos ya que se logro aislar el agente de una
larva de Culex quinquefasciatus, un mosquito que se extiende por la zona tropical de
India (Santurio et al., 1998; Schurko, Mendoza, de Cock et al., 2003).

Hubieron ademas otros reportes de aislamientos del Pythium insidiosum en larvas de
Aedes aegypti en Tocantins, Brasil. Se demostré6 que el agente podia causar una
patologia en larvas de mosquitos quizas por invadir sus 6rganos luego de penetrar
sus exoesqueletos. También se confirmd que tienen afinidad por hospederos
invertebrados y que probablemente use a las larvas de los mosquitos y a los
nematodes para completar su ciclo bioldgico en la naturaleza y expandir su nicho
(Vilela, Montalva, Luz, Humber y Mendoza, 2018).

4.7. Patogenia

Se realizaron diferentes estudios in vitro que demostraron el tropismo de Pythium
insidiosum por la piel y por el pelo de animales y humanos; también por distintas
especies de plantas, como las acuaticas, pastos, entre otras (Mendoza et al., 1993;
Miller, 1983).

Para mantener su ciclo de vida en la naturaleza, Pythium insidiosum coloniza plantas
y forma inicialmente en ellas un nimero importante de hifas. En la madurez el
protoplasma de las hifas se transforma en un tubo que forma en su interior un
esporangio hialino de aspecto globuloso de unas 20 a 60 micras de didmetro. Luego
dentro de este esporangio se formaran las zoosporas que van a romper la vesicula 'y

20



salir al agua donde nadaran por aproximadamente unos 20 minutos y se enquistaran
(Mendoza, 2010; Mendoza et al., 1996) (Figura 3).

Cabe aclarar que estos esporangios son producidos cuando se los somete a
temperaturas entre 28 y 37°C en ambientes acuaticos. El contacto con hojas de
plantas y la baja cantidad de iones en el agua favorecen a que estos esporangios
aumenten en namero (Mendoza, 2010; Mendoza et al., 1996).

Asimismo, Pythium insidiosum tiene un ciclo biolégico en el cual el pH éptimo para el
crecimiento es de 6,5 y la mayor cantidad de zoosporas se producen en colonias que
crecen a pH de 6,7 a 6,8 (Shipton, 1983).

Las zoosporas son células nucleadas que carecen de pared celular y contienen dos
flagelos de distintas longitudes que nacen de un punto en comudn en la profundidad de
una hendidura lateral. El flagelo anterior direcciona a la zoospora, es de menor
longitud y esta cubierto por mastigonemata, que son estructuras similares a la
apariencia de un pelo. El flagelo posterior es el responsable del movimiento helicoidal
o espiralado y no estéa cubierto por estas estructuras. Es importante destacar que las
zoosporas no son capaces de dividirse ni de multiplicarse (Mendoza, 2010; Mendoza
et al., 1996; Walker y van West, 2007).

Cuando un animal o un humano ingresa a un medio acuatico endémico o campo
contaminado con Pythium insidiosum, las zoosporas alli presentes, empiezan a nadar
en espiral mientras van girando a lo largo de su propio eje; direccionandose hacia
heridas presentes en la piel, mucosa gastrointestinal u otros sitios que son
guimicamente atraidas. Cuando estas zoosporas se encuentran en las cercanias del
hospedador pierden sus flagelos; se tornan globulosas e inmoviles. La fuerte atraccion
gue se evidencia tanto en las plantas como en los animales por estas zoosporas se la
atribuye a sustancias quimiotacticas presentes en los tejidos. A su vez, estas
sustancias guimiotacticas presentes en los tejidos del hospedador, actian como sefial
para que las zoosporas secreten una sustancia amorfa que les permita adherirse a la
superficie del mismo y mantenerse en estrecho contacto en las primeras etapas de la
infeccion. Esta segunda sustancia actlia como un posible factor de virulencia para que
se establezca la infeccion y probablemente sea una glicoproteina. Luego las
zoosporas se enquistan y emiten un tubo germinativo, que por accibn mecéanica
penetra el tejido dafiado y comienzan a formar una gran cantidad de hifas filamentosas
gue pueden colonizar tejidos cutaneos y subcutaneos, produciendo lesiones en los
intestinos, vasos sanguineos y huesos (Becegatto et al., 2017; Mendoza, 2010;
Mendoza et al., 1993; Mendoza et al., 1996) (Figura 3).

Las hifas del Pythium insidiosum por si solas no pueden penetrar la epidermis. Lo
hacen gracias a la secrecion de proteasas, que generan una reduccion de la
resistencia de los tejidos. Para finalizar, estas hifas se van a diferenciar en
esporangios que posteriormente liberan zoosporas, que colonizaran nuevamente
otras plantas y asi expandiran su nicho ecolégico (Cardona et al., 2013b; Mendoza et
al., 1996; Mendoza y Alfaro, 1986;).
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Figura 3. Ciclo de vida de Pythium insidiosum en la naturaleza (a-k). a: Una hifa
de Pythium insidiosum coloniza el tejido de una planta. b, ¢ y d: Diferenciacion del
esporangio en sus etapas maduras. e: Liberacion de las zoosporas. f: Las
zoosporas moviles nadan en busca de otra planta o son atraidas por las heridas
de un tejido animal. g: La zoospora enquistada es atraida al tejido por una
sustancia pegajosa. h (humanos y otros animales) e i (equinos): Las zoosporas
germinan invaden los hospederos y causan pitiosis. j: La formacion de masas,
llamadas “kunkers”, ocurre unicamente en los equinos. k: En la naturaleza ocurre
la produccién de oosporas y estas probablemente actien como esporas
resistentes. (Mendoza, 1996).

Antiguamente se creia que las zoosporas eran la Unica forma infectante responsable
del inicio de esta enfermedad hasta que se reportaron casos en animales que no
habian tenido contacto con medios acuaticos. Es ahi cuando comenzaron las
sospechas sobre la posibilidad de infeccion a través de otros medios como hifas,
oogonias o esporas. Las zoosporas serian las Unicas capaces de producir la sustancia
gue les permite adherirse a los tejidos. Por esta razon es probable que las zoosporas
actuen como agente de infeccién mas eficiente que los otros medios de propagacion.
(Mendoza et al., 1993; Mendoza et al., 1996).

Solo algunas cepas de Pythium insidiosum producen oogonias. Cuando estas se han
desarrollado in vitro son intercalares, suaves, subglobosas y tienen un tubo de
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fertilizacion rigido por oogonia. La morfologia de la oogonia madura es lo que permite
diferenciar a las distintas especies de Pythium spp. (de Cock et al., 1987; Shipton,
1987).

A nivel inmunitario lo que ocurre es que luego de que las zoosporas méviles de
Pythium insidiosum toman contacto con los tejidos del hospedero, producen un tubo
germinativo que penetra los tejidos y forman las hifas. Las hifas comienzan a producir
exo-antigenos (exo-Ags) que seran ensefiados a las células presentadoras de
antigenos (CPASs). A su vez, secretan interleucina 4 (IL-4) que conduce el pasaje de
linfocitos T helper (ThO) a T helper 2 (Th2) para que estos ultimos sigan produciendo
aun mas IL-4 e IL-5. La constante produccion de exo-Ags hace que la respuesta
inmune se bloquee de alguna manera en Th2 (Cardona et al., 2013b).

Se cree que tanto la reaccién de Splendore-Hoeppli, que corresponde a la gran
cantidad de eosindfilos degranulados alrededor de las hifas de Pythium insidiosum y
la secrecidn de exo-Ags, por parte del agente, son estrategias evolutivas que el mismo
desarrolla para asegurar su proliferacion y sobrevivencia (Cardona et al., 2013b).

4.8. Comportamiento del Pythium insidiosum en diferentes especies

4.8.1. Equinos

En equinos la pitiosis puede manifestarse de forma cutanea, subcutanea, intestinal,
vascular y también, aunque de manera menos frecuente, en los huesos y pulmones.
Es una enfermedad que progresa rapidamente, y si no es tratada a tiempo, puede
culminar con la muerte de estos animales (Mendoza et al., 1996).

Comenzando con las formas de manifestarse, la forma cutanea es la presentacion
mas prevalente. En ella, las lesiones pueden encontrarse en cualquier parte del
cuerpo como cabeza, cara, labios, fosas nasales, cuello, hombros, térax, abdomen,
genitales externos, tronco y linea dorsal. Pero las zonas comunmente mas afectadas
son aqguellas que tienen contacto directo con aguas en donde el Pythium insidiosum
esta presente. Estos lugares corresponden a los miembros anteriores y posteriores
(por debajo del carpo y corvejon), junto con la parte ventral del abdomen y térax. Por
lo general son lesiones unicas, pero han sido reportado casos con multiples
granulomas (Brown y Roberts, 1988; Mendoza et al., 1996; Morton, Morton, Baker y
Gelberg, 1991; Scott y Miller, 2011) (Figura 4, 5y 6).

Figura 4. Equino. Lesion ulcerativa granulomatosa con descarga
viscosa serosanguinolenta en abdomen ventral correspondiente a
pitiosis cutanea. (Scott y Miller, 2011).
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Figura 5. Equino. Lesién granulomatosa con Figura 6. Equino. Presentacion clinica de pitiosis en
secrecion fibrinosanguinolenta (flechas) en la miembro posterior. (Acero- Mondragon, 2013).

zona del mentén por debajo de labio inferior.

(Cardona et al., 2013b).

Estas lesiones se inician con un proceso inflamatorio local, acompafiado de prurito
intenso como uno de los signos clinicos mas importantes. Muchas veces puede llevar
a la automutilacion, donde se observa a los animales morderse o rascarse las heridas
contra las paredes de los establos donde se encuentran (Gaastra et al., 2010;
Mendoza et al., 1996).

Las lesiones se caracterizan por ser circulares, granulomatosas y nodulares que
varian en tamafio segun su localizacion y duracion de la infeccion. Son de
aproximadamente unos 5 a 500 mm de diametro. Los tejidos, de caracter necrotico,
presentan fistulas que estan continuamente drenando contenido sanguinolento,
serosanguinolento o en algunos casos mucopurulento. Estas secreciones cubren la
superficie de la lesién y cuelgan desde el cuerpo en forma de hilos gruesos (Gaastra
et al., 2010; Mendoza et al., 1996; Mendoza y Alfaro, 1986).

La ulceracion esta asociada a lesiones grandes. Las lesiones més chicas usualmente
contienen unas pocas ulceras pero de menor tamafio (Mendoza et al., 1996).

Continuando con el andlisis de las lesiones, se muestran que son capaces de crecer
en tamafo rapidamente llegando a involucrar el subcutaneo. A medida que la
enfermedad progresa, aparecen en la superficie de estos tejidos pequefias masas de
color amarillo grisaceo, arenosas y de aspecto similar a un coral, llamadas “kunkers”.
Estas masas varian en tamafio de 2 a 10 mm de diametro y contienen hifas de Pythium
insidiosum. Pueden ser encontradas y observadas al retirar algun tipo vendaje. Cabe
resaltar que estos “kunkers” son especificos de la pitiosis en equinos, no siendo
encontrados en otras especies con esta patologia (Gaastra et al., 2010; Luis-Le6n y
Pérez, 2011; Mendoza et al., 1996; Mendoza y Alfaro, 1986; Scott y Miller, 2011).

Como otro de los signos clinicos, muchas veces se puede notar un olor desagradable
gue emana de estas lesiones (Gaastra, et al. 2010).
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Cuando las lesiones se desarrollan en los miembros (por lo general en las
articulaciones) la claudicacion es un signo clinico hallado frecuentemente. También
se pueden presentar casos con linfangitis, edema, aumento de tamafio de nddulos
linfaticos regionales, anemia e hipoproteinemia. En los casos crénicos tanto la
emaciacion como las infecciones secundarias son comunmente encontradas (Gaastra
et al., 2010; Mendoza et al., 1996; Scott y Miller, 2011).

El tiempo de evolucion de la enfermedad es un factor importante a tener en cuenta
para el desarrollo de la pitiosis a nivel éseo. En aquellos casos de pitiosis cutanea
crénica con mas de 2 meses de evolucién y con una gran proliferacion de tejido
granulomatoso, Pythium insidiosum puede llegar a invadir el hueso subyacente. Los
casos descriptos reportan involucrar al tercer metatarsiano, los metacarpianos, los
sesamoideos proximales y las tres falanges. Equinos con esta patologia desarrollan
claudicacion y exostosis; ostedlisis y osteomielitis, siendo estas dos Ultimas visibles
por examen radiolégico. No es comun encontrar casos donde el hueso esté
involucrado con lesiones que daten de menos de 4 meses de evolucion (Santurio,
Alves et al., 2006; Scott y Miller, 2011).

Lo que resulta comun es hallar casos de metastasis debido a que la infeccion es capaz
de diseminarse tanto en los planos faciales como a través de los vasos linfaticos. Se
han hallado casos de metastasis en nédulos linfaticos regionales, tracto intestinal,
pulmones y huesos (Alfaro y Mendoza, 1990; Connole, 1973; Goad, 1984; Mendoza,
Alfaro y Villalobos 1988; Scott y Miller, 2011).

En los casos en que la metastasis compromete los nédulos linfaticos, se evidencian
en ellos la presencia de “kunkers”, donde es posible el aislamiento del agente. Muchas
veces, en casos de pitiosis cutanea los linfonddulos regionales se ven aumentados de
tamafio, lo que no significa que ya estemos ante un caso de metastasis. Por otro lado,
reportes de metastasis en nodulos linfaticos han sido descriptos en los linfonédulos
cervicales inferiores, inguinales y submandibulares (Connole, 1973; Santurio, Alves et
al., 2006).

La presentacion intestinal es la segunda forma mas frecuente en equinos, generada
por la invasion directa del agente en las membranas mucosas. En ellos suelen
observarse episodios de célicos por obstruccion y disminucion del lumen intestinal
debido a la formacion de masas en estos tejidos (Brown y Roberts, 1988; Luis-Ledn y
Pérez, 2011; Morton et al., 1991; Santurio, Alves et al., 2006).

Si se tuviera que ahondar en los hallazgos de necropsia, en la forma cutanea las
lesiones son circulares con bordes irregulares, ulcerativas, granulomatosas y de
apariencia tumoral de coloracion negruzca. Presentan exudado que va de
sanguinolento a serosanguinolento y desencadenan un proceso inflamatorio. Son
profundas y generalmente involucran el tejido subcutaneo (Becegatto et al., 2017,
Mendoza y Alfaro, 1986; Scott y Miller, 2011).

Al corte se observa un tejido conjuntivo fibroso, con presencia de trayectos fistulosos
y tejido necrotico blanco amarillento, seco, friable, de aspecto coralino y de olor
desagradable, que se desprende facilmente del tejido fribrovascular circundante.
Estas formaciones de distintos tamafios pueden ir de 2 a 10 mm y corresponden a los
ya mencionados “kunkers”, observados en la especie equina. Los “kunkers” se forman
debido a la degranulacion de los eosindfilos sobre las hifas del Pythium insidiosum, a
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su vez nuevos eosinodfilos degranulan sobre los viejos, generando un aumento de
tamafio. En casos crénicos de pitiosis, el Unico lugar donde se pueden hallar las hifas
de Pythium insidiosum es en los “kunkers” (Acero et al., 2013; Becegatto et al., 2017;
Gaastra et al., 2010; Luis-Lebn y Pérez, 2011; Sallis et al., 2003; Santurio, Alves et
al., 2006).

En la presentacion intestinal, la necropsia evidencia presencia de masas de aspecto
nodular y Ulceras en la pared del yeyuno que pueden llegar a medir hasta 20
centimetros de diametro (Luis-Leon y Pérez, 2011).

4.8.2. Burros

En los burros el agente se comporta de manera similar que en los equinos. Como
signos clinicos de la pitiosis en esta especie se pueden observar lesiones cutaneas
en forma de crater, con bordes irregulares, granulomatosas, con presencia de Ulceras,
material necrotico y de aspecto tumoral exuberante. Al igual que en los equinos, las
lesiones se localizan frecuentemente en las extremidades, ventral del abdomen y
pecho. También en ellas se forman trayectos fistulosos que cuando se los comprime
se observa la salida de un material caseoso amarillento que corresponde a los
“kunkers” mencionados anteriormente. Este tipo de lesiones son acompafadas en la
mayoria de los casos con pérdida de estado corporal (Cardona et al., 2013a) (Figura
7).

Si se pone énfasis en el estudio histopatolégico de las lesiones, se debe sefalar la
presencia de numerosos eosindéfilos degranulados y mastocitos rodeando la hifas de
Pythium insidiosum. Hallazgos que se corresponden con los reportados en casos de
pitiosis cutdnea equina (Cardona et al., 2013a).

Figura 7. Burra de 78 meses de edad. Se observa en miembro posterior derecho y miembro
anterior izquierdo una lesién ulcerativa granulomatosa y sobresaliente a nivel de piel. (Cardona
et al., 2013a).

4.8.3. Bovinos

En bovinos la pitiosis es una patologia poco frecuente, considerada una enfermedad
esporadica, aunque también enzodtica en aquellos establecimientos que se presenta
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en varios individuos y los mismos se ubican en zonas endémicas. Los bovinos son la
tercer especie mas afectada por la patologia. En Venezuela es también conocida por
el nombre de Granulomatosis Enzootica Bovina (Luis-Leon, Pérez, Vivas, Mendoza y
Alonso, 2008; Luis-Lebn y Pérez, 2011; Pérez, Luis-Leodn, Vivas y Mendoza, 2005;
Santurio, Alves et al., 2006).

Se han reportado casos en Estados Unidos (Louisiana); Venezuela (Apuré); Brasil
(Campina Grande, Rio Grande del Sur, Matogrosso del Sur y Santa Maria) y en
Colombia (Cordoba) (Cardona et al., 2012; dos Santos, Morais Santurio y Marques,
2011; Grecco et al., 2009; Luis-Ledn y Pérez, 2011).

Los casos reportados en esta especie se manifiestan de forma cutanea con lesiones
en los miembros, ventral del cuello, estern6n, abdomen, cara y cola. Estas lesiones
se presentan inicialmente con edema en la region, engrosamiento de la dermis,
presencia de Ulceras y fistulas (Cardona et al., 2012; Grecco et al., 2009; Luis-Lebn y
Pérez, 2011; Santurio, Alves et al., 2006) (Figura 8).

Figura 8. Bovino. Presencia de lesion ulcerativa granulomatosa
irregular, con presencia de material necrético y exudado fibrino-
sanguinolento en extremidades (flechas). (Cardona et al., 2012).

Son lesiones muy dolorosas que generan prurito y claudicacion. En algunos casos los
animales no pueden reincorporarse, esto deviene en pérdida de peso, deshidratacion
e inanicion; pudiendo ocasionar la muerte del animal. Comunmente se observa
contaminacion bacteriana secundaria. Tal es el ejemplo de la pododermatitis
infecciosa, una patologia causada por una bacteria anaerobia, en la cual se cree que
el Pythium insidiosum actuaria como una puerta de entrada para que la misma se
desarrolle como una infeccién secundaria (Luis-Lebén y Pérez, 2011; Pérez et al., 2005;
Santurio, Alves et al., 2006).

Es importante detenerse sobre los hallazgos histopatologicos de esta especie. Estos
tienen como caracteristica la presencia de granulomas dérmicos multifocales que se
encuentran rodeados por tejido conjuntivo fibroso. En el centro de los granulomas se
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pueden observar unas pocas hifas ramificadas rodeadas de granulos, que se
corresponden con la deposicion de complejos antigeno- anticuerpo o con el fenémeno
Splendore- Heoppli. No se observa formacién de “kunkers” (Santurio, Alves et al.,
2006).

A diferencia de los equinos, los bovinos por lo general curan espontaneamente entre
la segunda semana y el tercer mes después de aparecer los signos clinicos. Tanto la
cura espontdnea como la respuesta rapida a los tratamientos son atribuidas al tipo de
respuesta inflamatoria dada por las células mononucleares que conforman vy
predominan en los granulomas. Estas serian quienes destruyen las hifas de Pythium
insidiosum y colaboran en la cura de las lesiones. En cambio, en los equinos, los
eosinofilos predominan en la reaccion inflamatoria, forman los kunkers alrededor de
las hifas haciendo dificil la eliminacidén del agente y la cura de las lesiones (Santurio,
Alves et al., 2006; Silva do Carmo y Riet- Correa, 2014).

4.8.4. Ovinos

En ovinos, todos los casos de pitiosis han sido diagnosticados en Brasil. Es probable
gue ocurra en otros paises, pero de forma menos frecuente y no viene siendo
diagnosticada. Se han descripto tres formas de presentaciéon de esta enfermedad en
esta especie: la cutanea, la rinofacial y la digestiva (do Carmo et al., 2020).

En la forma cutanea el animal se infecta al entrar en contacto con agua contaminada
con Pythium insidiosum, ingresando a través de heridas presentes en la piel 0, en su
defecto, en pieles sanas, a través de los foliculos pilosos. Las lesiones generalmente
se observan en las extremidades, en el abdomen y en la regidn pre-escapular. Son
lesiones que inicialmente se manifiestan con inflamacion y edema local; progresando
hacia una dermatitis ulcerativa con abundante tejido necrético o de color rojo, que se
asemeja a tejido de granulacién (do Carmo et al., 2020; Santurio et al., 1998; Tabosa
et al., 2004; Tabosa, Riet-Correa, Medeiros y Azevedo, 2002).

El animal cursa la patologia con anorexia, dolor y claudicacion. Las lesiones pueden
expandirse a tejidos vecinos afectando ligamentos, tendones, nervios y huesos.
También pueden hacer metastasis y afectar pulmones, particularmente los Iébulos
caudales y linfonddulos regionales, principalmente el pre-escapular (do Carmo et al.,
2020; Tabosa et al., 2002; Tabosa et al., 2004).

Cabe mencionar que en el estudio histopatolégico de esta especie, se observan
lesiones eosinofilicas granulomatosas con abundantes células gigantes y material,
gue se corresponde al fendbmeno Splendore-Hoeppli, rodeando las hifas de Pythium
insidiosum (Santurio et al., 2008).

La morbilidad en la presentacion cutanea ronda entre los 7 y 33%. La letalidad alcanza
aproximadamente un 100%. El Unico caso reportado en donde el tratamiento fue
exitoso fue en un ovino tratado con 7 mg/kg de potasio iodado oral durante 7 dias (do
Carmo et al., 2020).

Cuando refiere a la pitiosis rinofacial (también conocida como “hocico de toro”), puede
ocurrir ésta de forma esporadica o de manera epizoo6tica, siendo una considerable
causa de muerte y de pérdidas econdmicas (do Carmo et al., 2020; Ubiali et al., 2013;
Santurio et al., 2008) (Figura 9).
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En esta pitiosis rinofacial, los animales cursan la enfermedad durante 15 a 90 dias.
Aqui se podra observar deformacion de la region nasal, inflamacion de las fosas
nasales y piel de la cara; hemorragias nasales y dificultad respiratoria. Se podran
apreciar también Ulceras en el paladar duro, fistulas oronasales y rostrales
acompafiados de un aumento de tamafio de los ndédulos linfaticos retrofaringeos y
parotideos (do Carmo et al., 2020; Gaastra et al., 2010; Santurio et al., 2008; Ubiali et
al., 2013) (Figura 9).

Las lesiones son amarillas, caseosas, con presencia de exudado fétido y necrosis. En
algunos casos también se pueden encontrar granulomas en los pulmones. Y por
altimo, esta presentacion tiene una morbilidad de un 0,6 a 20% y una letalidad del
100% (do Carmo et al., 2020; Gaastra et al., 2010; Santurio et al., 2008; Ubiali et al.,
2013) (Figura 9).

Figura 9. Ovino. Deformacion en més de la regién nasal. Boca
con presencia de exudado purulento como resultado de lesion
ulcerativa a nivel de paladar duro. (do Carmo et al., 2020).

En la presentacién digestiva resultan involucrados principalmente los preestomagos,
pero también se han visto lesiones que afectan el abomaso, el esofago, el diafragma
y el higado. Como sintomas clinicos se puede presentar regurgitacion, letargia y
anorexia (do Carmo et al., 2020; Pessoa et al., 2012).

Las lesiones en esta manifestacion, se caracterizan por revelar Ulceras cubiertas por
una pseudomembrana de fibrina que muchas veces afecta toda la pared del 6rgano,
resultando en la perforacién del mismo seguida de peritonitis y de adherencias a otros
organos de la cavidad abdominal. No se han presentado casos de cura en esta
presentacion (do Carmo et al., 2020; Pessoa et al., 2012).

Por ultimo, es importante destacar en lo concerniente a la produccion ovina, que el
agua es un factor indispensable para la cria de este ganado y debido a la falta de
aguadas en muchos establecimientos, los productores han optado por realizar nuevos
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tajamares. Los tajamares en territorios semiaridos de Brasil son un ejemplo de
alteracion ambiental que resultdé en la expansion del nicho biolégico de Pythium
insidiosum. En épocas de sequia, los animales comienzan a pastar sobre los
alrededores de esos tajamares tratando de aprovechar el pasto alli presente, lo que
contribuye a que los mismos permanezcan largos periodos de tiempo en potenciales
fuentes de infeccion. Tal es el caso de zonas aridas de California y Arizona, un clima
poco favorable para el desarrollo de Pythium insidiosum hasta que comenzaron a
inundar e irrigar campos para la produccion de arroz y posteriormente se describieron
casos de pitiosis emergente (Pessoa et al., 2012; Tabosa et al., 2004).

4.8.5. Caninos

Los perros son la segunda especie mas afectada por la pitiosis. En ellos se han
observado la forma cutanea y gastrointestinal, siendo esta ultima la mas prevalente.
Por lo general ambas formas se presentan en perros jévenes, menores de 2 afios y
de razas grandes. Los perros afectados generalmente viven o tienen contacto
esporadico con regiones rurales con presencia de bafados, tajamares o que son
inundados de forma natural o artificial. Sorpresivamente han aparecido casos extrafios
donde perros que viven estrictamente en el interior, Sin acceso a cuerpos de agua, se
han infectado (Berryessa et al., 2008; Dykstra et al., 1999; Santurio, Alves et al., 2006).

Los primeros casos de pitiosis gastrointestinal y cutanea en perros fueron reportados
en EE.UU en Missouri (1994) y en otras zonas cercanas al Golfo de México (Fischer
et al., 1994; Mendoza et al., 1996).

En la presentacion gastrointestinal se manifiestan sintomas digestivos como vomitos,
diarrea (que en ocasiones puede ser sanguinolenta), anorexia crénica y también
pérdida de peso. Conjuntamente, se pueden palpar masas nodulares en el abdomen
y es comun hallar areas de la pared afinada y Ulceras en la mucosa. Las lesiones se
caracterizan por la formacion de grandes masas en las paredes del estomago e
intestino compuestas por inflamacién granulomatosa y piogranulomatosa con
presencia de necrosis, abundantes eosindfilos e hifas. Probablemente la infeccién en
esta forma se deba a la ingesta de agua o pastos contaminados con el agente
(Berryessa et al., 2008; Fischer et al., 1994; Luis-Lebn y Pérez, 2011; Santurio, Alves
et al., 2006) (Figura 10).

También se han presentado casos en donde se afecta el tracto digestivo superior. Dos
casos reportados mostraron una esofagitis crénica con disfagia, sialorrea y pérdida de
peso. En otro se observd una masa en la orofaringe que afectaba tanto la laringe como
el eséfago craneal generandole disfagia (Helman y Oliver, 1999; Patton, Hake, Newton
y Toal, 1996).

Asimismo, casos con extension de la infeccion a otros 6rganos también han sido
reportados. Uno de ellos se trataba de un perro con lesiones en el colon que
posteriormente se disemind a la prostata generando una prostatomegalia y un
consecuente tenesmo. También se han reportado casos con diseminacion al
pancreas, al utero, a los nédulos linfaticos mesentéricos y al conducto biliar (Fischer
et al., 1994; Gaastra et al., 2006; Grooters, 2003; Jaeger, Rotstein y Law, 2002).

En la forma cutanea en caninos, las lesiones se observan en las extremidades, en la
zona toracica, abdominal y perineal, también en la grupa y en la cola. Se exhiben

30



lesiones Unicas o multiples, cronicas, alopécicas, ulceradas y nodulares con trayectos
fistulosos que drenan exudado serosanguinolento (Dykstra et al., 1999; Mendoza et
al., 1996) (Figura 11).

En los hallazgos histopatoldgicos se observa dermatitis piogranulomatosa ulcerativa
con areas de necrosis infiltradas por macréfagos, neutréfilos y granulomas con
material eosinofilico rodeado de eosinofilos. Podemos observar también hifas y en
casos cronicos células gigantes (Dykstra et al., 1999; Mendoza et al., 1996; Santurio,
Alves et al., 2006).

Aunque es raro encontrar la presentacion gastrointestinal y cutanea simultaneamente
en el mismo animal, se report6 un caso de un perro en Brasil con estas caracteristicas.
El animal presentaba inicialmente una lesion ulcerativa, alopécica, bien demarcada en
el lado derecho del térax. Luego de 10 meses aproximadamente comenzo6 con signos
de anorexia, vomitos y heces con sangre; sintomas que correspondian a la presencia
de dos masas en el intestino grueso que generaban estrechamiento de la luz del
mismo (Grooters, 2003; Pereira et al., 2010) (Figura 10y 11).

También han sido reportados casos con lesiones subcutaneas en las extremidades,
cola y cara (Mendoza et al., 1996).

Figura 10. Pitiosis intestinal en perro labrador. Se  Figura 11. Pitiosis cutanea en perro labrador. Se observa
observan dos masas en pared de intestino (flechas).  una lesién alopécica, bien delimitada, ulcerada en la regién
(Pereira et al., 2010). toracica derecha. (Pereira et al., 2010).

4.8.6. Felinos

En gatos domésticos la pitiosis es una patologia que raramente se presenta. Esto
probablemente se deba al rechazo que estos animales tienen con el agua.
Disminuyendo de esa forma las probabilidades de contacto con el Pythium insidiosum
dado que el mismo habita en ambientes acuéticos. En esta especie, se han reportado
casos que se caracterizan por lesiones en la piel y en el tejido subcutdneo. Se han
observado también infecciones gastrointestinales (Grooters, 2003; Rakich, Grooters y
Tang, 2005; Souto et al., 2020).
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El primer caso de pitiosis en gatos fue reportado en el aflo 1991 en EE.UU.,
precisamente en Carolina del Norte, donde se observo una tumoracion de tejido
blando, de apariencia lisa, amarillenta y lobulada que se ubicaba dentro de la cavidad
nasal y nasofaringe, extendiéndose hacia las cavidades orbitarias con dafo 0seo del
paladar duro (Bissonnette et al., 1991) (Figura 12).

Figura 12. Gato. Tomografia computarizada de la cavidad nasal que ilustra
la destruccion 6sea (flecha) asociada con masas retrobulbares bilaterales
(puntas de flecha) que son continuas con la masa en la cavidad nasal.
(Bissonnette et al., 1991).

En otras ocasiones se publicaron casos con lesiones nasales y retrobulbares,
inguinales, periorbitales, digitoplantares, sublinguales, en la cola, en las extremidades
y en zona craneo-ventral del térax. Dependiendo de donde se sitda el agente y sus
lesiones, los signos clinicos que se presentan (Bissonnette et al., 1991; Fortin, Calcutt
y Kim, 2017; Grooters, 2003; Souto et al., 2020) (Figura 13).

Figura 13. Pitiosis sublingual en Gato. Macho de 2
afios de edad, con una masa sublingual multilobulada
con 3 meses de evolucion. (Fortin et al., 2017).
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En cuanto a la pitiosis gastrointestinal en gatos, Unicamente cuatro casos han sido
descriptos. Uno de ellos, cuyo diagnéstico fue llevado a cabo en Santa Maria, Brasil,
presentaba lesiones en el intestino delgado, higado, pancreas y nédulos linfaticos
mesentéricos. Otro, diagnosticado en Paraiba, Brasil, presentaba una masa
multinodular amarillenta en la pared del segmento proximal del yeyuno, con un
trayecto fistuloso que recorria todo el espesor de la pared intestinal volcando
contenido de ese Organo en la cavidad peritoneal generando una peritonitis fibrino-
supurativa con aumento de tamafo de los linfonédulos mesentéricos. Los otros dos
casos fueron reportados en EE.UU., uno en Georgia y otro en Texas. Ambos
presentaban masas palpables. La primera se trataba de una masa extraluminal que
involucraba tanto ileon como mesenterio. La segunda se ubicaba en el segmento
distal del duodeno. Estos dos gatos manifestaban vémitos y pérdida de peso y fueron
sometidos a cirugia con la posterior extraccion de esas masas. Ademas se han
registrado casos de pitiosis en la cavidad oral en donde se aprecian masas irregulares
y firmes en dicha cavidad (Fortin et al., 2017; Galiza et al., 2014; Rakich et al., 2005;
Souto et al., 2020).

Por ultimo, la pitiosis cutdnea genera en los gatos una dermatitis nodular ulcerativa o
en otros casos, masas dérmicas y subcutaneas no ulcerativas (paniculitis). Por esta
razén es conveniente a la hora de colectar material para analisis de laboratorio sacar
muestras profundas de tejido y no superficiales (Grooters, 2003; Souto et al., 2020).

Cuando se trata de hallazgos histopatolégicos, éstos revelan areas multifocales de
inflamacion granulomatosa eosinofilica que se caracterizan por la presencia de areas
centrales multifocales de necrosis, con presencia de hifas y eosinéfilos degenerados.
Estos ultimos, se encuentran rodeados de un gran numero de macrofagos,
macréfagos epitelioides, linfocitos, células plasmaticas y en algunos casos células
multinucleadas (Fortin et al., 2017).

4.8.7. Humanos

La pitiosis en humanos fue reportada por primera vez en el afio 1985 en Tailandia.
Tailandia es el pais con mayor nimero de casos, alcanzando un 80% de ellos. En
otros paises como Estados Unidos, Australia, Haiti, Brasil, Malasia y Nueva Zelanda
han sido reportado casos pero de manera menos frecuente (Gaastra et al., 2010; Luis-
Ledn y Pérez, 2011; Santurio, Alves et al., 2006).

En humanos también existen distintas presentaciones de esta patologia. Si los
ordenaramos de manera decreciente, segun su frecuencia de aparicion, se
posicionaria en primer lugar, la forma vascular; luego la ocular u oftalmica;
posteriormente la cutanea o subcutanea y por Gltimo la que se presenta en
localizaciones anatomicas inusuales (Luis-Leon y Pérez, 2011).

En América Latina el primer caso reportado fue en el afio 2005. Se trataba de un
hombre de sexo masculino, de 49 afios de edad; cuya profesion era la de oficial de
policia que en sus tiempos libres se dedicaba a realizar actividades acuaticas porque
era un aficionado por la pesca. El mismo presentd una lesion cutanea en su
extremidad izquierda (Bosco et al., 2005) (Figura 14).

La pitiosis vascular se localiza frecuentemente en los miembros inferiores con signos
de claudicacion, parestesia, prurito, edema, vesiculas y Ulceras en la piel, celulitis,

33



fascitis necrotizante, fiebre, ausencia de pulso arterial, y aneurisma aértico (que puede
verse como bultos en el abdomen o zona inguinal). Todos estos signos se deben al
desarrollo de un sindrome de insuficiencia arterial cronica y pueden tardar meses en
manifestarse luego del contacto con aguas estancadas como se han reportado en la
mayoria de los casos. Probablemente la via de infeccion en esta presentacion sea por
invasion directa a través de la piel dirigiéndose luego a un tejido arterial cercano. Esta
presentacion puede verse afectando una o ambas piernas e incluso puede llevar a la
muerte si  se produce wuna ruptura del aneurisma adrtico (Krajaejun,
Sathapatayavongs, Chaiprasert y Srimuang, 2008; Luis-Ledn y Pérez, 2011).

La forma cutanea o subcutanea se presenta como granulomas subcutaneos
acompafiados de una inflamacién cronica e intenso dolor, 0 como un tejido
granulomatoso con presencia de Ulceras. Estas lesiones generalmente se observan
en una de las extremidades, pero se han reportado casos de infecciones agudas que
se presentan en ambos miembros inferiores como una celulitis necrotizante. En lo que
concierne a estudios histopatologicos, éstos revelan una inflamacién granulomatosa
supurativa y presencia de hifas no septadas, gruesas (Krajaejun et al., 2008; Luis-
Leon y Pérez, 2011) (Figura 14).

Figura 14. Humano. Aspecto clinico de lesion cutanea
en extremidad izquierda. A: Extension de la lesién en
un plano frontal. B: Extension en profundidad de la
lesién en un plano medial. (Bosco et al., 2005).

En la presentacion ocular u oftdlmica suele verse una Ulcera corneal o queratitis,
acompafiada en algunos casos de dolor, irritacion, inflamacién palpebral,
enrojecimiento de la conjuntiva, infiltracion o perforacion de la cornea con acumulo de
contenido purulento en la cadmara anterior del ojo, disminucién de la vision y en casos
graves puede verse endoftalmitis. En la mayoria de los casos los pacientes notifican
haber presentado un trauma corneal previo. Curiosamente se reportd un caso de una
nifia de 3 afos de edad que manifestaba caracteristicas de esta presentacion luego
de haber concurrido a piscinas publicas. Como también otro caso de una infeccién por
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contaminacion a través de los lentes de contacto. En ninguno de los casos de pitiosis
oftalmica primaria se ha reportado diseminacion a otros organos (Badenoch et al.,
2009; Lekhanont, Chuckpaiwong, Chongtrakool, Aroonroch y Vongthongsri, 2009;
Luis-Ledn y Pérez, 2011) (Figura 15).

Figura 15. Humano. Pitiosis ocular en un
nifio sano. Se observa severa inflamacién
orbitaria. (Mendoza, 2010).

Cuando la pitiosis en humanos se localiza de forma anatémica inusual, se presentan
en el cerebro, en los senos paranasales y en el tracto gastrointestinal, donde se
reflejan las diferentes posibles vias de infeccion que podra utilizar el agente. Por lo
general se observa en personas que padecen otra patologia previa de base como son
la talasemia, leucemia linfoblastica y hemofilia (Krajaejun et al., 2008; Krajaejun,
Sathapatayavongs et al., 2006; Luis-Ledn y Pérez, 2011).

La enfermedad en humanos se presenta con predominio en el sexo masculino. La
mayoria trabajadores agricolas en zonas inundables. Gran cantidad de pacientes en
Tailandia que cursan con pitiosis vascular, cutdnea/subcutanea o en localizaciones
inusuales, presentan diferentes patologias sanguineas previas tales como Talasemia
o hemoglobinuria paroxistica nocturna. Se desconoce por qué estas patologias
predisponen a los seres humanos a contraer pitiosis. En contraposicion a lo
anteriormente sefalado, la forma ocular generalmente se presenta en personas
aparentemente sanas (Krajaejun, Sathapatayavongs et al., 2006; Luis-Leon y Pérez,
2011).

49. Diagnoéstico de laboratorio

El diagndstico temprano de esta patologia es muy importante para obtener éxito con
el tratamiento (Gaastra et al., 2010).
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4.9.1. Patologia clinica

Sumado a los signos clinicos mencionados anteriormente, se han reportado casos de
equinos que presentaron alteraciones sanguineas tales como anemia (hematocrito
disminuido) e hipoproteinemia. Esto debido a la constante pérdida de sangre y
exudados a través de las lesiones cutaneas de caracter ulcerativo. La pitiosis genera
una anemia de tipo hipocromica microcitica, no regenerativa y se desarrolla
posteriormente a una pérdida crénica de sangre resultando a su vez en una deficiencia
de hierro (Gaastra et al., 2010; Miller y Campbell, 1983).

En un estudio realizado en ratones, donde se reprodujo la pitiosis, se observé una
disminucién del hematocrito sin la presencia de heridas cutaneas. Esto llevo a suponer
gue la pérdida de sangre a través de las heridas no es la Unica causa de anemia en
esta patologia. Otro estudio in vivo realizado en ratones, catalogé a la deficiencia de
hierro como contribuyente o como causa primaria en el desarrollo de la anemia
hipocrémica microcitica en infecciones causadas por Pythium insidiosum. Esto se vio
fortalecido cuando se descubrié que Pythium insidiosum expresa un gen que codifica
a la ferroquelatasa, una enzima que participa en la biosintesis final del grupo hemo
(Krajaejun et al.; 2011, Loreto, Alves, Santurio, Nogueira y Zeni, 2012; Zanette et al.,
2013).

Cambios en los globulos blancos se manifiesta como otra alteracién sanguinea en
esta patologia. Los glébulos blancos se limitan a una moderada leucocitosis, junto con
una neutrofilia regenerativa y eosinofilia absoluta. Estas Ultimas estan relacionadas a
la intensa reaccidn que generan las mismas, en el interior de los granulomas alrededor
de los “kunkers” (Miller y Campbell, 1983).

4.9.2. Frotis directo en montaje humedo

A través de una técnica rapida con hidroxido de potasio (KOH) al 10% y tinta Parker,
se puede realizar un examen directo sobre las muestras de tejido. De esta forma se
exhibirdn microscopicamente sus hifas. Muestras homogéneas de los “kunkers” deben
colocarse directamente sobre 10 a 20% de KOH. Las hifas se mostraran de forma
gruesa, de 3 a 10 mm de diametro, ligeramente septadas y ramificadas. En algunas
ocasiones pueden apreciarse vesiculas lipidicas en el citoplasma; algunas de ellas
posicionadas en la periferia rodeadas de escamas, dando asi un aspecto de corona
radiada y formando el fendmeno de Splendore-Hoeppli (Cardona et al., 2013b;
Gaastra et al., 2010; Mendoza et al., 1996) (Figura 16).
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Figura 16. Frotis humedo con KOH al 10% de un “kunker” proveniente de un equino con pitiosis. A y B: son el
campo microscopico continuo de la muestra clinica. Se observan hifas hialinas largas y escasamente septadas de
Pythium insidiosum. Usualmente también se ve la presencia de numerosas vesiculas dentro de las hifas. (Gaastra
et al., 2010).

4.9.3. Cultivo

Pythium insidiosum es un oomiceto que crece facilmente en distintos medios de cultivo
como Sabouraud glucosa agar al 2% (SGA), agar extracto de malta al 2%, agar V8,
agar infusién cerebro- corazén (BHIA), agar de harina de maiz (CMA), agar dextrosa
de papa, agar sangre (AS) y agar de extractos vegetales (Chaffin, Schumscher y
McMullan, 1995; Luis-Ledn y Pérez, 2011; Santurio, Alves et al., 2006) (Figura 17).

Previo al cultivo es importante realizar una correcta colecta de muestras. Conviene
extraerse de las lesiones los anteriormente mencionados “kunkers” que deben ser
enviados a un laboratorio especializado en el cultivo e identificacion de P. Insidiosum
a temperatura ambiente en el menor tiempo posible. En caso de que las muestras
deban trasladarse durante 2 dias o mas, se recomienda que éstas sean
acondicionadas en un recipiente con una solucién salina con cloranfenicol o
tetraciclina (Chaffin et al., 1995; Gaastra et al., 2010).

Cuando llegan al laboratorio son lavadas tres veces con una solucién salina estéril e
incubadas durante varias horas en una solucién salina con un agregado de100 pg/ml
de ampicilina, con la funcién de inhibir el crecimiento bacteriano secundario (Chaffin
et al., 1995).

Posteriormente los “kunkers” son cortados de 5 a 10 mm de didmetro e incubados a
37°C en el medio de cultivo a eleccion. Se recomienda colocar el material en un matraz
de vidrio con agua destilada para aumentar de esa forma la humedad del ambiente
durante la incubacion. Transcurridas entre 24 a 48 horas pueden observarse las
colonias que pueden ser identificadas por sus caracteristicas morfologicas y por sus
hifas. Ademas, se caracterizan por ser blancas-amarillentas, hialinas, planas, de
distribucion radial y de 20 mm de diametro. Microscopicamente las hifas miden entre
2 a 10 mm de diametro, son hialinas, cenociticas y sus ramificaciones laterales tienen
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un angulo de 90° (Gaastra et al., 2010; Luis-Ledén y Pérez, 2011; Mendoza et al., 1996;
Mendoza y Alfaro, 1986; Santurio, Alves et al., 2006) (Figura 17 y 18).

Figura 17. Cultivo de Pythium insidiosum a los Figura 18. Hifas de Pythium insidiosum escasamente septadas
5 dias pos incubacion a 37°C en un medio en azul de lactofenol (20 X), obtenidas de cultivo en placa.
Sabouraud dextrosa agar al 2%. (Gaastra et al., (Gaastra et al., 2010).

2010).

Antiguamente Pythium insidiosum era considerado como el Unico oomiceto patégeno
para mamiferos. Para confirmar el diagnostico de Pythium insidiosum era suficiente y
necesario inducir la zoosporogénesis y observar sus zoosporas biflageladas. Como
éstas no se conseguian ver en el medio de cultivo, los aislamientos eran colocados
en agua estancada estéril para inducir asi la reproduccién asexual del agente, el
desarrollo de esporangios y posteriormente las zoosporas. La observacion de las
zoosporas requiere varias horas de trabajo de una persona familiarizada en su
diagndstico (Acero- Mondragén et al., 2013; Chaffin et al., 1995; Gaastra et al., 2010;
Grooters, 2003; Grooters, Whittington, Lopez, Boroughs y Roy, 2002).

Otra forma para inducir la esporogénesis y la posterior produccion de zoosporas, es
transferir pequefios fragmentos de colonias de P. insidiosum hacia una caja de Petri
gue contenga hojas de gramineas (Paspalum notatum o AXOnopus compressus)
previamente hervidas (para lograr su esterilizacion) e incubarlas durante 24 horas a
37°C. Posteriormente estas hojas son transferidas a un medio de induccién y
nuevamente incubadas a 37°C pero en un ambiente oscuro. Luego de 24 horas se
pueden observar facilmente en un microscopio esporangios conteniendo zoosporas
méviles en los bordes de las hojas (Chaiprasert, Samerpitak, Wanachiwanawin y
Thasnakorn, 1990; Mendoza y Prendas, 1988) (Figura 19).
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Figura 19. A: Vesiculas con zoosporas que se desarrollaron después de 3 h de
incubacion. B: primer plano de una vesicula antes de la liberaciéon de zoosporas. Debajo
de la vesicula se ve el tubo de descarga vacio. (Gaastra et al., 2010).

4.9.4. Histopatologia

En las secciones anteriores se sefialaron las principales caracteristicas
histopatoldgicas para cada especie que la enfermedad en estudio puede afectar. Es
momento ahora de profundizar la histopatologia especificamente en equinos, que
como lo saben, es objeto de andlisis directo de esta tesis.

En primer lugar se debe realizar una correcta colecta de muestras. Para ello se tiene
gue realizar una previa limpieza y asepsia de las lesiones que luego deberan ser
enviadas en formol bufferado al 10% a un laboratorio especializado (Becegatto et al.,
2017).

Tras ser fijadas las muestras de tejido en formol al 10% y procesadas mediante
técnicas convencionales con parafina; al examen histopatologico de las lesiones se
podra apreciar una infiltracién piogranulomatosa inflamatoria con una gran cantidad
de granulocitos eosinofilicos que corresponden a los “kunkers” (concreciones
caracteristicas de la pitiosis en equinos) (Acero- Mondragén et al., 2013; Gaastra et
al., 2010)

Esta reaccion granulomatosa eosinofilica es desencadenada por el mismo P.
Insidiosum y conduce al desarrollo del fendmeno Splendore-Hoeppli; explicado por la
formacion de un material necrético producto de la degranulacion de eosindfilos y
mastocitos alrededor de las hifas del agente. Las hifas se encuentran en el centro de
estos pequefios granulomas multifocales o microabscesos. Hacia la periferia de los
“kunkers”, pueden apreciarse granulos con mayor claridad. En los bordes es usual
encontrar también eosindfilos intactos (Mendoza y Newton, 2005; Santurio, Alves et
al., 2006) (Figura 20).
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Figura 20. Equino. Dermis. Hematoxilina y Eosina. 40X.
Fenémeno de Splendore-Hoeppli (flecha). (Marquez et al.,
2010).

Las lesiones causadas por Pythium insidiosum, estan formadas por largas masas
eosinofiicas e hifas. Contienen ademas arteriolas que generan una alta
vascularizacion, abundante tejido conectivo dispuesto irregularmente, colageno,
células plasmaticas, células inflamatorias (especialmente eosindéfilos necroéticos) y
algunos linfocitos. Los “kunkers” caracteristicos de estas lesiones, estan rodeados por
un exudado inflamatorio compuesto por neutrofilos y eosindfilos. El tejido ubicado
entre los “kunkers” se caracteriza por una inflamacion granulomatosa y granulocitica.
En casos cronicos pueden observarse células gigantes y macréfagos (Acero-
Mondragoén et al., 2013; Chaffin et al., 1995; Marquez et al., 2010; Miller y Campbell,
1984, Santurio, Alves et al., 2006).

Las hifas de Pythium insidiosum no seran correctamente coloreadas cuando se
emplee la tincion con Hematoxilina y Eosina (H&E). Pero de todas formas se podra
observar una dermatitis con tejido fibroso e infiltracion de neutréfilos, eosinoéfilos y
macrofagos (Becegatto et al., 2017; Gaastra et al., 2010) (Figura 21).
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Figura 21. Equino. Dermis. Hematoxilina y Eosina.
40X. Se observa una lesién con alta vascularizacion,
fibrosis e infiltrado de eosindfilos difuso intenso,
seguidos por macréfagos y neutréfilos. (Marquez et
al., 2010).

Con tinciones como Gridley, Periodic acid- Schiff (PAS), o las argénticas Grocott y
Gomori, las hifas se observan facilmente en la periferia de los “kunkers”. Miden entre
2 a 6 um de diametro llegando en algunas ocasiones alcanzar los 10 um. Sus paredes
son gruesas, con ramificaciones en 90°, hialinas irregulares y en algunas ocasiones
septadas (Chaffin et al., 1995; Gaastra et al., 2010; Marquez et al., 2010) (Figura 22).

Figura 22. Equino. Dermis. A: Hifa con ramificacion en angulo recto en coloracién de PAS a 100X (flecha) B: Hifa
con region delgada alternada de region gruesa en coloracion de Gomori a 100X (flecha). (Acero- Mondragén et al.,
2013).

El estudio histopatoldgico de las lesiones no es utilizado como diagndéstico definitivo
en esta enfermedad. Su resultado puede ser similar, en cuanto a la presencia de
granulomas necroticos eosinofilicos, al obtenido en patologias como
basidiobolomicosis, conidiobolomicosis y en parasitosis cutaneas como la
habronemiasis (Chaffin et al., 1995; Gaastra et al., 2010).

4.9.5. Inmunohistoquimica (IQ)

La inmunohistoquimica es una técnica altamente especifica en el diagndstico de P.
insidiosum. Tiene como ventaja que en ella se pueden utilizar muestras de tejidos que
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ya han sido fijadas en formol al 10%. El objetivo de esta técnica es identificar el agente
etiologico de las hifas presentes en los tejidos afectados. Para ello se utiliza la prueba
de inmunoperoxidasa, técnica sensible y especifica (Cardona et al., 2013b; Luis-Ledn
y Pérez, 2011; Mendoza et al., 1996).

Para la prueba de inmunoperoxidasa se utiliza a la streptovidina-biotina peroxidasa
marcada (LSAB) como anticuerpo policlonal primario anti Pythium insidiosum. En esta
técnica es utilizado como buffer una dilucion de 1:1000 de fosfato salino (Phosphate
Buffered Saline: PBS), que es incubado con un crébmogeno rojo en estufa a 37°C
durante 1 hora. Transcurrido ese lapso de tiempo, se procede a la confirmacion de la
técnica mediante la marcacion de las estructuras semejantes a hifas ocasionalmente
septadas con el anticuerpo anti Pythium insidiosum utilizado en las muestras control
(Pedroso et al., 2009) (Figura 23).

Figura 23. Equino. Dermis. Inmunohistoquimica 100X.
Marcacion positiva en rojo para Pythium insidiosum (flecha).
(Pedroso et al., 2009).

Dado que las hifas de Pythium insidiosum presentan moléculas antigénicas con
epitopos espécificos del Reino Chromista que no son encontradas en las hifas de otros
zigomicetos, hay pocas posibilidades de falsos positivos. Esta prueba también es util
para descartar patologias que establecen un diagnéstico diferencial con la pitiosis.
Como por ejemplo la habronemiasis; distintas neoplasias como carcinomas de células
escamosas; la conidiobolomicosis y la basidiobolomicosis (Cardona et al., 2013b;
Luis-Leén y Pérez, 2011).

4.9.6. Inmunoflorescencia (IF)

Si bien la prueba de inmunoflorescencia directa es completamente especifica para
detectar Pythium insidiosum en perros, gatos y en humanos, la utilizacién en equinos
puede tornarse un tanto confusa. Al emplear la técnica en estos ultimos, se observa
una florescencia uniforme en toda la superficie del “kunker” que es atribuida a la
presencia de antigenos solubles liberados por las hifas presentes en é€l. De todas
formas la inmunoflorescencia ha sido utilizada para diferenciar a Pythium insidiosum
de otros Pythium spp. (Mendoza et al., 1996; Mendoza, Kaufman y Standard, 1987).
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4.9.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para efectuar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se parte de la extraccion
de ADN de cultivos realizados previamente con muestras de las lesiones. Luego de
obtener el ADN y que estas concentraciones sean medidas con un espectrofotdmetro,
se realiza un PCR anidado (Grooters y Gee, 2002; Schurko, Mendoza, Lévesque et
al., 2003).

En el PCR anidado se realiza una primera ronda donde se utilizaran los primers
fungicos universales ITS1 e ITS2 (que se basan en las regiones conservadas de los
genes de ARNr 18s, 5.8s) para amplificar una region estructural especifica de
eucariotas. Esta region se utiliza para determinar inicamente la presencia o ausencia
de ADN flingico en la muestra (Grooters y Gee, 2002; Quimica.es, 2021).

Posteriormente, se realiza una segunda ronda de PCR donde se amplifica un
segmento de 105 pares de bases (pb) de la region ITS1, con los cebadores PI-1y PI-
2 especificos de especie para determinar si la muestra contiene o no ADN de Pythium
insidiosum, comparando su tamafio con un ADN standard (Botton et al., 2011,
Grooters y Gee, 2002).

4.9.8. ELISA

ELISA es una prueba altamente especifica y sensible en aquellos equinos que estan
cursando esta patologia. Se basa en la deteccion de anticuerpos especificos para
Pythium insidiosum. Es capaz de detectar infecciones precoces y subclinicas (con
bajos titulos de anticuerpos) de manera facil y rdpida. Uno de los puntos claves en el
diagnéstico de pitiosis es detectarla en su fase inicial, favoreciendo asi el pronéstico
de la enfermedad. Esto se logra si se utiliza esta técnica (Mendoza et al., 1996;
Santurio, Leal et al., 2006).

El procedimiento de esta técnica consiste, en primer lugar, en sensibilizar las placas
con una dilucion de antigeno soluble de hifas sonicadas. Tras ser incubadas, son
bloqueadas con una solucion de albumina de origen bovino. Luego se distribuyen
sobre ellas los sueros diluidos de los animales a testear y se los incuba a 37°C durante
una hora. Se deben realizar dos incubaciones. La primera con anticuerpos primarios
gue se lavan cuatro veces. La segunda se realiza con anticuerpos especificos de
especie anti-lgG conjugados con peroxidasa. Se los lava nuevamente y se coloca en
ellos una solucion diluida de un sustrato cromogénico. La reaccidon es nuevamente
blogueada y finalmente se procede a realizar la lectura en un espectrofotometro
(Santurio, Alves et al., 2006; Santurio, Leal et al., 2006).

4.9.9. Inmuno-Difusién en Gel Agar (IDGA)

Para diagnosticar Pythium insidiosum a partir de esta técnica pueden ser utilizados
dos antigenos. Uno preparado a partir de micelios de Pythium insidiosum digeridos
con tripsina y otro a partir de antigenos filtrados de colonias puras (CFA) (Mendoza et
al., 1996).

La IDGA es una prueba especifica para Pythium insidiosum. No se han reportado

reacciones cruzadas con otras enfermedades que se comportan de manera similar,
como son las causadas por B. ranarum y C. coronatus; asi como tampoco con otras
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patologias bacterianas y micéticas. Esta técnica es capaz de detectar la patologia a
los 3 dias de iniciada la infeccion, es decir, en sus etapas tempranas. Lo que
demuestra que los anticuerpos contra la pitiosis son desarrollados rapidamente en
etapas iniciales (Mendoza et al., 1996; Mendoza, Mendoza, Kaufman y Standard,
1986).

IDGA se basa en la deteccion de precipitinas presentes en sueros de equinos que
padecen la patologia. Animales sanos y aquellos que la estan cursando crénicamente
(considerados como anérgicos), no muestran ninguna banda en esta prueba;
resultando asi negativos a la misma. Asimismo, aquellos animales que se recuperaron
luego de al menos dos meses de un exitoso tratamiento tampoco muestran bandas al
realizar esta prueba. (Mendoza et al., 1996).

Si comparamos los antigenos que pueden ser utilizados en esta técnica, podemos
sefalar que el preparado a partir de la digestion de la tripsina tiene una vida corta.
Actividad que empieza a perderse a partir de las dos semanas; perdiéndola por
completo transcurrido un mes. Por el contrario, CFA mantiene su actividad por al
menos un afo. Esto ultimo hace posible que no se esté creando continuamente nuevo
antigeno. El antigeno de tripsina es capaz de detectar Unicamente una banda de
precipitado en aquellos animales infectados, mientras que CFA detecta entre tres y
seis bandas. Esto indica que el primero tiene una menor capacidad para detectar
precipitinas, comparado con el segundo, que tiene una alta capacidad para su
deteccion. CFA probo ser mas estable y sensible para el diagnéstico de pitiosis y para
el monitoreo de animales tratados (Mendoza et al., 1986; Mendoza et al., 1996) (Figura
24).
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Figura 24. Inmuno-Difusion en Gel Agar (IDGA).
Se puede observar la reactividad de Pythium spp.
en un filtrado de -cultivo y en antigenos
tripsinizados al enfrentarse con suero de un
caballo con pitiosis. Abreviaturas: TPA, antigeno
tripsinizado recién preparado (<24 h); PHS, suero
de caballo con pitiosis. El suero de caballo produjo
mayor numero de precipitinas, seis con el CFA,
mientras que una sola precipitina, también
detectable con el CFA, fue evidente con el TPA.
(Mendoza et al., 1986).

4.9.10. Fijacion del Complemento (FC)

La fijacién del complemento es un test serologico que detecta anticuerpos IgG e IgM,
presentes en etapas tempranas de la pitiosis. Esta prueba utiliza un antigeno
preparado a partir de un liquido que proviene de cultivos de Pythium insidiosum. Es
una prueba considerada poco sensible y poco especifica si se la compara con la IDGA.
Detectando un 82% de los casos clinicos en esta patologia. A esto se le suma que su
realizacion requiere tiempo y una persona capacitada que la pueda llevar a cabo.
Probablemente estas sean las razones por las cuales la misma no ha sido
implementada en la mayoria de los paises en donde esta presente la enfermedad
(Mendoza et al., 1996; Miller y Campbell, 1982b).

4.9.11. Inmunocromatografia (ICT)

La inmunocromatografia es una técnica que se basa en la deteccion de anticuerpos
IgG anti- Pythium insidiosum en sueros de animales infectados. Si comparamos esta
técnica con IDGA y ELISA, la inmunocromatografia presenta una mayor sensibilidad
qgue IDGA (ICT 88%, IDGA 66%) pero una sensibilidad ligeramente mas baja que la
técnica de ELISA (ICT 91%, ELISA 99%). De todas formas, la sensibilidad de la ICT
es considerada alta. Por otra parte, la ICT no presenta reaccién cruzada con otros
patdgenos, proporcionando una alta especificidad (100%), que se agrega a su alta
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precision (97%) (Intaramat et al.,, 2016; Krajaejun, Imkhieo, Intaramat, y
Ratanabanangkoon, 2009) (Figura 25).

T C
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Figura 25. Inmunocromatografia (ICT). Diagrama esquematico de la
técnica de inmunocromatografia (ICT) basada en las proteinas A/G
para la deteccion de anti-Pythium insidiosum 1gGs. Panel A: (Tira
real de ICT) muestra una ICT que no fue probada (no se genero ni
la linea de prueba ni la linea de control). Panel B: Arroja un resultado
negativo (solo se hace visible la linea control). Panel C: Arroja un
resultado positivo (tanto la linea de prueba como la linea control se
hizo visible). Abreviaturas: SP, almohadilla de ejemplo; GF, fibra de
vidrio; WP, almohadilla absorbente; NCmb, membrana de
nitrocelulosa; T, linea de prueba; y C, linea de control. (Intaramat et
al., 2016).

Cabe destacar que la ICT también es una prueba mas préactica de utilizar al compararla
con IDGA. Esto se debe a que la ICT viene pronta para ser utilizada, arroja el resultado
en tan solo 30 minutos, tiene una vida media de al menos 2 afios y se puede distribuir
a lo largo del mundo sin alterar su correcto funcionamiento. Por el contrario, IDGA,
requiere una preparacion previa del gel de difusion y 24 horas para obtener el
resultado (Intaramat et al., 2016; Krajaejun et al.; 2009).

En conclusién la ICT es una técnica altamente sensible, especifica y precisa; facil de
usar, rapida y eficiente en el diagndstico seroldgico de pitiosis (Krajaejun et al.; 2009).

4.9.12. Western Blot (WB)

Western Blot es una prueba que se introdujo en el diagndstico de la pitiosis con el
objetivo de determinar cuél de los antigenos de Pythium insidiosum eran relevantes
en la infeccion del agente. Asi, se descubri6 que las proteinas antigénicas 28K, 30Ky
32K eran inmunodominantes y que los anticuerpos IgG eran capaces de reconocer
cualquier proteina citoplasmética de Pythium insidiosum. Ademas, se prob6 que en
sueros provenientes de animales en etapas cronicas de la enfermedad no era posible
detectar los antigenos citoplasmaticos, afirmando asi la teoria de que estos animales
en etapas cronicas de la patologia se volvian anérgicos (Mendoza et al., 1996) (Figura
26).

Esta es una prueba de gran utilidad para el diagnostico de la pitiosis. Es especifica
para Pythium insidiosum y evidencia las distintas clases de anticuerpos que pueden
observarse durante la patologia. Se cree que podria colaborar con el desarrollo y/o
creacion de nuevas pruebas rpidas de andlisis serolégico para alcanzar un
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diagnéstico precoz y un tratamiento adecuado. Por otra parte, como las
inmunoglobulinas G anti proteinas antigénicas 28K, 30K y 32K persisten por al menos
un afio en aquellos animales recuperados y se considera ademas que podrian generar
cierta inmunidad en ellos; podria ser Gtil para la creacion de vacunas mas eficaces
logrando resultados favorables en pacientes con pitiosis (Krajaejun, Kunakorn et al.,
2006; Mendoza et al., 1996).

Figura 26. Western Blot (WB). Analisis de antigenos filtrados de
cultivos de diferentes cepas de Pythium insidiosum (lineas 1- 5) y
antigenos (CFA) de Conidiobolus coronatus (linea 6) tras la reaccion
con sueros de animales con pitiosis. Los antigenos 28K, 30K y 32K
fueron indicados por las bandas prominentes. Se observé una
banda de reaccion cruzada de contra Conidiobolus coronatus.
(Mendoza et al., 1996).

4.10. Diagnéstico diferencial

El diagnéstico diferencial de la pitiosis cutanea equina en primer lugar debe realizarse
con aquellas micosis cutaneas granulomatosas causadas por Basidiobolus ranarum y
Conidiobolus coronatus. La basidiobolomicosis clinicamente se asemeja méas a la
pitiosis dado que coincide con los sitios donde se producen normalmente las lesiones.
En contraposicion, las que se producen en la conidiobolomicosis se restringen
exclusivamente a la region nasal y cavidad oral. A su vez, si observamos
microscépicamente esas lesiones podemos ver que las producidas en la
basidiobolomicosis tienden a ser mas edematosas mientras que las de pitiosis suelen
ser mas fibrosas. Histolégicamente, la basidiobolomicosis y la conidiobolomicosis son
lesiones piogranulomatosas; limitadas por una banda ondulante caracteristica de
tejido granulomatoso amarillo, compuesto por eosindfilos e hifas, no presentes en
lesiones de pitiosis (Chaffin et al., 1995; Headley y Arruda, 2004).

A lo anterior se agrega que para diferenciarla de estas patologias, es util llevar a cabo
un diagnéstico histopatolégico que mida el tamafio de las hifas que se encuentren alli
presentes. Las hifas de Pythium insidiosum son relativamente pequeias. Cuentan con
un diametro de 2,6 a 6,4 um. Las de Conidiobolus coronatus presentan un diametro
intermedio de 5,1 a 12,8 um. Por ultimo las hifas de Basidiobolus ranarum poseen un
diametro mucho mayor de 5,1 a 20,5 um. La presencia de ramificaciones formando un
angulo de 90° también es considerado parte del diagnostico de Pythium insidiosum
(Headley y Arruda, 2004).
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La pitiosis también debe ser diferenciada de la habronemiasis cutanea equina. Una
patologia causada por la deposicion de larvas de nematodos espirurideos por parte
de la Musca domeéstica y la Stomoxys calcitrans en los meses de verano. Apareceran
entonces lesiones en regiones del cuerpo donde normalmente se posan las moscas.
Esas heridas generalmente se aprecian en extremidades, pene/prepucio y en zona
medial de los o0jos. Son lesiones pruriginosas, circulares, ulceradas, de
aproximadamente 5 a 15 cm de diametro, con presencia de larvas de Habronema
(majus) microstoma, Habronema muscae y Draschia megastoma. Desapareceran
espontaneamente en aquellos meses del afio donde las temperaturas son bajas. Al
corte puede apreciarse un tejido blanquecino con areas focales blanco amarillentas y
zonas de mineralizacion que pueden confundirse con los “kunkers” caracteristicos de
la pitiosis. Ademas, si observamos estas lesiones microscépicamente se visualiza un
infiltrado inflamatorio de eosindfilos, linfocitos, macréfagos, células gigantes y células
epitelioides con presencia de un tejido conjuntivo fibroso y vascular, presentes en
areas multifocales de necrosis mineralizada donde se muestran las larvas o sus
restos. En la superficie de estas lesiones se puede observar un exudado
fibrinonecrético que cuando se tornan cronicas, el tejido de granulacion se hace
presente. Para diferenciar a la habronemiasis de la pitiosis es necesario realizar un
estudio histopatolégico donde se descarte la presencia de hifas de Pythium insidiosum
(Chaffin et al., 1995; Sallis et al., 2003).

Los sarcoides son otra patologia que se debe tener en cuenta a la hora de realizar un
diagnéstico diferencial. Pueden ser confundidos debido a que muchas veces los
encontramos en aquellos lugares donde normalmente se encuentra a la pitiosis. Estos
lugares por lo general son las extremidades, ventral de torax-abdomen y en la cabeza.
Se presentan los sarcoides de cuatro formas distintas. La forma verrugosa, la forma
fibroblastica, la forma nodular y la forma oculta; siendo la forma fibroblastica la mas
frecuente. En la forma verrugosa podemos encontrar lesiones de aspecto similar a un
coliflor, pedunculadas y pequefias. En la fibroblastica se las observa como nddulos
bien delimitados en la dermis, con una epidermis ulcerada que puede predisponer a
contaminacion secundaria y hemorragias. En la nodular se aprecian masas de
consistencia firme debajo de una piel de aspecto normal. Por ultimo, la forma oculta
se manifiesta con lesiones alopécicas, asperas y circulares. En lo que respecta al
examen histologico de los sarcoides, se observa una hiperplasia
pseudoepiteliomatosa con proliferacion de colageno y tejido conjuntivo fibroso en la
dermis. En base a este estudio los mismos pueden ser diagnosticados facilmente
(Sallis et al., 2003).

Por otro lado, debe tenerse en cuenta a la hora de realizar un diagnéstico diferencial
a los granulomas bacterianos o fungicos, reacciones de cuerpos extrafios, tejidos de
granulacion exuberantes y otras neoplasias como los carcinomas de células
escamosas (Cardona et al., 2013b; Chaffin et al., 1995; Sallis et al., 2003).

4.11. Tratamiento

El éxito en el tratamiento no solo depende de su correcta eleccion y aplicaciéon. Va a
estar influenciado también por el tiempo y por el tamafio de la lesidon asi como por la
edad y el estado nutricional y fisiolégico del animal. Existen tres formas de
tratamientos que se han utilizado de manera aislada o en conjunto para la cura de la
pitiosis cutdnea equina. Seran desarrollados los tres a continuacion en la siguiente
seccion (Mendoza et al., 1996; Santurio, Alves et al., 2006).
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4.11.1. Cirugia

La cirugia consiste en la completa remocion quirdrgica de las lesiones. Esto puede
resultar un tanto dificil en aquellos lugares donde se ven comprometidas estructuras
anatomicas delicadas, como muchas veces ocurre con las extremidades. Es
importante resaltar que se extirpen completamente las lesiones para evitar futuras
recidivas. Si no se extirpa, el agente etioldgico seguird presente. De todas formas
realizarlo puede implicar la amputacién de un miembro (Gaastra et al., 2010; Mendoza
et al., 1996).

El éxito de la cirugia va depender del tamafio de las lesiones, del lugar donde se
encuentren y del tiempo que llevan presente. Pythium insidiosum tiende a expandirse
rapidamente. Se sugiere realizar la intervencion quirdrgica lo antes posible, dejando
un margen de 2 cm para asegurarnos que el agente haya sido removido
completamente (Chaffin et al., 1995).

4.11.2. Quimioterapia/ Antimicéticos

Para el tratamiento quimico de la pitiosis se utiliza yodo y anfotericina B. La
anfotericina B es la droga de eleccion para el tratamiento de enfermedades micéticas.
Al igual que la mayoria de los antifungicos, esta droga actia sobre el ergosterol
presente en las membranas citoplasmaticas. Tedricamente la anfotericina B no es util
para el tratamiento de la pitiosis debido a que Pythium insidiosum tiene como
caracteristica la carencia de ergosterol (Mendoza et al., 1996).

De todas formas la anfotericina B ha sido utilizada con éxito en algunas ocasiones. Se
puede implementar via sistémica intravenosa o en menor medida de forma tépica. Por
via intravenosa se aplica durante 30 dias. Comenzando con una dosis inicial de 0,30
mg/kg de peso vivo de anfotericina B en 1 litro de dextrosa al 5%, que va ir
aumentando cada tres dias 0,1 mg/kg de anfotericina B hasta llegar a 0,8 0 0,9 mg/kg
por dia. Este tratamiento debe ir acompafiado de un monitoreo cercano del animal,
teniendo en cuenta el consumo de agua y la produccién de orina, dado que un
aumento de los mismos puede indicar nefrotoxicosis temprana (Chaffin et al., 1995;
Mendoza et al., 1996).

Por otro lado en lo referente al yodo, autores reportan haber logrado la cura con la
utilizacion de yoduro de potasio y yoduro de sodio via sistémica intravenosa. Tanto la
aplicacion de 67 mg/kg de PV via oral de yoduro de potasio o yoduro de sodio a una
dosis de 1g cada 15 kg PV intravenoso cada 2 semanas, como terapia adjunta y no
como tratamiento primario pueden resultar benéficos (Cardona et al., 2013b; Chaffin
et al., 1995; Mendoza et al., 1996).

4.11.3. Inmunoterapia

Existen dos vacunas creadas a partir de antigenos distintos. La primera fue creada
por Miller (1981) a partir de antigenos de hifas ultrasonicadas. Este tratamiento
consiste en la inyeccién via subcutanea de 2 ml por dosis semanal durante 3 semanas
por encima de los musculos pectorales. La segunda, creada por Mendoza, utiliza
antigenos solubles de Pythium insidiosum obtenidos a partir de cultivos previamente
precipitados. Si bien ambas vacunas demostraron resultados similares, con un
porcentaje de 53% de cura, que a su vez se ve aumentado si se las combina con la
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remocién quirdrgica de las lesiones; la creada por Mendoza continta siendo efectiva
transcurridos los 18 meses de su fabricacion, mientras que la de Miller resulta mas
inestable. A esto se le puede agregar que la vacuna de Miller, a diferencia de la de
Mendoza, genera inflamacion en el sitio de aplicacion (Chaffin et al., 1995; Gaastra et
al., 2010; Mendoza et al., 1996).

Los efectos positivos de la vacunacion, comienzan a visualizarse entre los 7 - 14 dias.
A los 30 dias aproximadamente se podra observar la regresion de las lesiones.
Equinos con lesiones cronicas de mas de dos meses de evolucion no responden al
tratamiento con estas vacunas (Gaastra et al., 2010; Mendoza et al., 1996).

El efecto de las vacunas sobre la cura de la pitiosis esta explicado por un cambio en
la respuesta inmune del huésped. Pasa de una respuesta inmune Th2 durante la
infeccidon natural, a una Thl luego de la vacunacién. Se cree que la respuesta Th2 es
desencadenada como estrategia evolutiva del agente con el sistema inmune (Gaastra
et al., 2010) (Figura 27).

Cuando se trata de una infeccion natural, Pythium insidiosum ingresa a los tejidos del
huésped y sus hifas comienzan a liberar exoantigenos que son presentados al sistema
inmune. En él, las células presentadoras de antigenos (CPA) empiezan a liberar
interleucina 4 (IL4) que estimula a los ThO a diferenciarse en Th2. Este Gltimo a su vez
induce a que se libere ain mas IL4 e IL5 que a su vez estimulan a las células B para
gue produzcan IgE, IgM e IgG. La IL5 y la IgE desencadenan la migracién de
eosinofilos y mastocitos al lugar de infeccion, donde degranulan provocando el
fendmeno Splendore-Heoppli que culmina con la formacién de los “kunkers”. En el
interior de ellos, las hifas aumentan en numero y producen cada vez mas
exoantigenos que terminan bloqueando la respuesta inmune Th2 (Gaastra et al.,
2010; Santurio, Alves et al., 2006) (Figura 27).

Cuando se utilizan inmunoterapicos, los inmundgenos son presentados ante una CPA
distinta de la que participaba en la infeccién natural. Estas van a liberar interferén
gamma (IFN y) e IL2 estimulando asi a las células mediadoras de inmunidad (CMI)
compuestas por linfocitos T y macréfagos que se encargaran de eliminar las hifas de
Pythium insidiosum. Esta estrategia podria proteger al huésped por aproximadamente
un afio estimulando a las células B a producir IgG (Gaastra et al., 2010; Santurio,
Alves et al., 2006) (Figura 27).
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Figura 27. Figura ilustrativa representando en la seccion derecha la respuesta inflamatoria de
un huésped naturalmente expuesto a Pythium insidiosum y del lado izquierdo la respuesta
putativa a los inmundégenos de P. insidiosum después de la inmunoterapia. (Gaastra et al.,

2010).

Lograr un diagnéstico rapido y temprano de esta patologia es fundamental para tener
éxito con el tratamiento. Se cree que el mejor tratamiento contra Pythium insidiosum
podria ser aquel que combine la vacunacién con el tratamiento quirdargico (75%
eficacia) o la vacunaciéon con antifungicos (Mendoza y Newton, 2005; Santurio, Alves

et al., 2006).
4.12. Control

Para el tratamiento y para la prevencion de la patologia tanto en animales como en el
hombre es muy importante y de gran utilidad la implementacién y divulgacién de
ciertas medidas de control sanitario. Tratamientos que pueden ser la completa
remocién quirdrgica de las lesiones, la aplicacion de quimioterapicos o antimicoticos
y la vacunacion (Salas, Colmenares, Marquez, Luis-Ledn y Olivar, 2009).
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5.

5.1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Describir un caso de pitiosis equina en la region litoral oeste de Uruguay, su evolucion
y la confirmacién del diagnostico utilizando diferentes técnicas de laboratorio.

5.2. Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Describir las condiciones epidemioldgicas que contribuyeron al caso.
Desarrollar la evolucion clinica de un equino con diagndstico presuntivo de
pitiosis.

Sefialar los hallazgos macroscopicos observados durante la necropsia y la

colecta de muestras para el diagnéstico.

Utilizar diferentes técnicas a nivel de laboratorio para la confirmacion del
diagnéstico presuntivo:

Microbiologia (aislamiento y caracterizacion morfolégica de las hifas).
Histopatologia (tincidn Hematoxilina y Eosina y Grocott)
Inmunohistoquimica (IHQ).

Técnicas moleculares (PCR-anidado y secuenciacion del gen ITS1 e ITS2).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Datos del establecimiento

Los datos del establecimiento se obtuvieron durante las sucesivas visitas al predio.

El establecimiento se encontraba ubicado en el departamento de Paysandu, paraje
Costa del Sacra (32° 21' 23.5" S 58° 01' 52.9" O). Cuenta con una superficie de 18
hectéreas. El relieve corresponde a una ladera norte que finaliza en una planicie
inundable contigua al arroyo Sacra.

6.2. Descripcion del caso

El animal objeto de este estudio, se traté de un equino, sexo hembra, raza criolla, pelo
gateado, de 24 afos de edad, nacida en campos de basalto superficial, paraje
Queguay Chico. Al mes de edad muere su madre y fue trasladada a campos de suelos
bajos, profundos, humedos vy feértiles del litoral oeste, paraje Costas de Sacra donde
permanecio el resto de su vida. El animal convivia con bovinos que se encontraban
en buenas condiciones de salud pastoreando en un potrero con zona de bafados y
con costa al arroyo Sacra.

El 3 de marzo del afio 2017 se constatd que la yegua presentaba en la zona ventral
del abdomen, una lesion alopécica circular de unos 8 a 10 cm de didmetro y 3 cm de
profundidad aproximadamente. A su vez, se observo presencia de miasis. Por
decision de los propietarios, se aplicé via tdpica en la lesion un antimiasico, repitiendo
el procedimiento una vez por dia durante 10 dias seguidos (Figura 28).

Figura 28. Equino. Lesion a nivel de abdomen ventral.
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El 10 de marzo del mismo afio, al notar que no habia mejoria, se realizé la consulta
con un veterinario que concurrié al predio e indicé tratamientos convencionales con
antimiasico y antibidtico.

El 5 de abril al ver que la lesiébn no solo no mejoraba, sino que habia aumentado
notoriamente de tamafio, se comenzé a realizar lavados en la herida con un
antiséptico y desinfectante yodado, que se aplicé hasta el dia de la cirugia.

Debido a que la lesion con el transcurso de los dias no disminuia de tamafio, el 8 de
abril, el veterinario volvié a concurrir al predio y decidio realizar una biopsia. Las
muestras fueron acondicionadas en formol bufferado al 10% y enviadas al Laboratorio
Regional Noroeste DILAVE “Miguel C. Rubino” para estudio de anatomia patolégica.
El dia 18 del mismo mes se extrajo una muestra de sangre para hemograma. La
muestra se proceso en el laboratorio C.E.B. ubicado en el departamento de Paysandu,
utilizando el equipo hematolégico SFRI H-18.

El animal desmejoré paulatinamente de estado. La lesién continu6 aumentando
progresiva y significativamente de tamafo. Alcanzé a medir aproximadamente unos
30 cm de didmetro, era pruriginosa con continua secrecion fibrinosanguinolenta
(Figura 29).

Figura 29. Equino. Lesion a nivel de abdomen ventral. Se
observa continua secrecion fibrinosanguinolenta.

Con un informe del laboratorio de que se trataba de un proceso inflamatorio
proliferativo, crénico, compatible con pitiosis, el veterinario resolvié realizar cirugia
para extraer el tejido afectado. En primer lugar, se realizé la tranquilizacién del animal
utilizando Acepromacina (0,06 mg/kg de peso vivo intravenoso). Luego de 20 minutos
se procedi6 a la sedacion y relajacion muscular con Xilacina al 10% (0,5 mg/kg de
peso vivo intravenoso). Transcurridos cinco minutos, se administro via intravenosa en
bolo, Tiopental sédico (1 gr diluido en 9 cc de suero) como hipnotico para el derribo e
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induccién del suefio. Por Ultimo, el mantenimiento de la anestesia se efectud
alternando cada 20 minutos Tiopental y Xilacina al 10% (0,25 mg/kg intravenoso) al
notar movimientos musculares.

El animal murio luego de la cirugia, procediéndose a realizar la necropsia. Parte del
material obtenido se acondicion6 en formol bufferado al 10% y el resto de las muestras
se enviaron refrigeradas dada la proximidad del predio con el laboratorio (2,3 km.).

6.3. Datos climaticos

Los datos climaticos locales fueron obtenidos de los registros de la Estacion
Meteoroldgica perteneciente a Estacion Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC) de
la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica, ubicada a 4 km del
predio.

Se solicitaron también al Instituto Uruguayo de Meteorologia (Inumet) los registros
histéricos de temperaturas y precipitaciones del Departamento de Paysandu del
periodo 1987 a 2017.

6.4. Histopatologia e inmunohistoguimica

Los materiales fueron incluidos en parafina, seccionados a 5 ym y coloreados por la
técnica de rutina, hematoxilina-eosina (H&E) (AFIP, 1995). Se realiz6 también una
tincion argéntica (Grocott) para deteccion de morfologias fungicas (AFIP, 1995).

Para la deteccion de P. insidiosum en los cortes histologicos de las lesiones se utilizo
la técnica de inmunohistoquimica (IHQ). Esta técnica fue realizada en el Laboratorio
de Patologia de la Facultad de Veterinaria, Universidad Federal de Pelotas, Brasil. Se
bloqueé la peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno al 3%, seguido por una
recuperacion antigénica con tripsina al 1% a 37°C por 10 min y buffer citrato (pH 6.0)
por 2 min en microondas. El bloqueo de las reacciones inespecificas fue realizado con
solucion de caseina al 5%, por 20 min. Las ldminas se sometieron al anticuerpo
primario monoclonal anti-P. insidiosum 1:100, durante 60 min a 37°C. Se utilizo el
anticuerpo secundario biotinilado y el complejo estreptavidina-peroxidasa 5 (MACH4
Universal HRP-Polymer Detection System, BIOCARE, EU), incubados a temperatura
ambiente por 30 min y marcados con tetracloruro de 3-3'diaminobenzidina 5 (DAB).
Las secciones fueron contra coloreadas con hematoxilina de Harris.

6.5. Aislamiento e identificacion del agente

El aislamiento se realiz6 en Laboratorio Regional Noroeste a partir del material
refrigerado debido a la proximidad del predio con el laboratorio. Se lavaron fragmentos
de “kunkers” y de tejido conjuntivo con una solucibn de benzilpenicilina vy
estreptomicina. Posteriormente fueron sembrados en SDA (Agar Sabouraud
Dextrosa) (BIO-RAD, EU) y agar levadura al 0.1% e incubados a 37°C. Para la
verificacion del desarrollo de micelios los cultivos fueron observados a intervalos de
24 horas durante 5 dias. Tras obtener el aislamiento se procedié a realizar la
caracterizacion morfolégica de las hifas, que se realiz6 en el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Federal de Pelotas, Brasil; para ello
se empled la técnica de zoosporogénesis descripta por Mendoza y Prendas (1988).
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6.6. Caracterizacién molecular

La caracterizacion molecular se llevo a cabo en el Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Federal de Santa Maria,
Brasil. Se cultivé el aislamiento en 150 mL de caldo Sabouraud (2% de glucosa - 1%
de peptona) y se incubo bajo agitacion (120 rpm) a 37°C. Transcurridos cinco dias el
micelio fue recogido por filtracion, lavado con agua estéril y almacenado en ultra
freezer a - 80°C. EI ADN fue extraido de acuerdo con el protocolo descripto por Mdller,
et al. (1992) con modificaciones (Klassen, Balcerzak, de Cock, 1996). Los
aislamientos congelados fueron macerados en buffer de lisis (2- mercaptoetanal,
SDS 2 %), CTAB 10 % y NaCl 5 N, seguido de la extraccion fendlica. EI ADN total fue
resuspendido en TE estéril y almacenado a - 80°C. Las concentraciones de ADN total
se determinaron utilizando espectrofotometria. Se llevaron a cabo dos reacciones de
PCR-anidado realizadas empleando cebadores para las regiones ITS. En primera
instancia, la amplificacion de los segmentos génicos de laregion ITS (ITS1, 5.8s rARN
e ITS2 del rADN) fue realizada por PCR, utilizando los cebadores universales ITS1
(5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) ") e ITS4 (5- CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3 )
(White et al., 1990). Las reacciones se realizaron en un volumen total de 50 pL,
conteniendo 20 pmol de cada cebador, 1,25 unidades de Taq DNA polimerasa
(Invitrogen, USA), 200uM de deoxinucleotideos (dNTP), 1 X del buffer de enzima 10
X, 1,5 mM MgCI2, y 200 ng de las muestras de ADN. Las amplificaciones se realizaron
utilizando termociclador PTC-100 (Programable ThermalController, MJ Research,
EU), con un perfil de ciclo: 94 °C por 5 min, y 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por
1 miny 72°C por 2 min, finalizando con 72°C por 10 min. Posteriormente, una segunda
reaccion de PCR fue realizada empleando los cebadores para la region ITS1,
especificos para P. insidiosum (Grooters y Gee, 2002). En esta reaccion se procedio
como cita Botton, et al. (2011), empleando una alicuota (5 uL) de los productos de la
reaccion anterior (incluyendo controles positivos y negativos) que fueron empleados
como molde para los iniciadores especificos de P. insidiosum: PI1 (5'-
TTCGTCGAAGCGGACTGCT-3") y PI2 (5-GCCGTACAACCCGAGAGTCATA-3)
(Grooters y Gee, 2002). Las reacciones de PCR se realizaron en las mismas
condiciones descriptas por Botton, et al. (2011) y en los siguientes parametros de ciclo:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante extension a 72°C durante 30 seg, extension
final a 72°C durante 10 min. Una alicuota de 10 yL de cada producto de ambas
reacciones de PCR fue sometida a electroforesis en gel de agarosa al 2%, coloreadas
con bromuro de etidio y visualizadas bajo luz ultravioleta. Después de la verificacion,
los productos fueron purificados por el kit 174 PureLink (Invitrogen, EU) y los productos
de PCR generados fueron enviados a secuenciar empleando el secuenciador
automatico MegaBACES500 empleando el kit DYEnamic ET (Amersham, RU). Como
control positivo de la reaccion se utilizé la cepa estandar de P. insidiosum CBS101555
y como control negativo agua ultra pura.
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7. RESULTADOS

7.1. Datos del establecimiento y condiciones ambientales

El establecimiento donde se registr6 el caso comprendia una superficie de 18
hectareas y finalizaba en una planicie inundable contigua al arroyo Sacra. En la Figura
30 se representa un mapa del predio con su empotreramiento y las curvas de nivel,
gue indican la posicién topogréfica correspondiente a una situacion de bajo en donde
se encontraba el animal.

De acuerdo a la clasificacion de suelos del Uruguay (MGAP, 1976) cuenta con suelos
03.40 con un indice de productividad Coneat 96. Estos suelos se corresponden con
las planicies de arroyos del litoral oeste comprendidas en las regiones de la formacién
Fray Bentos. Suelos que ademas de presentarse en el departamento de Paysandud,
pueden encontrarse también en Rio Negro, Soriano y Colonia. EI material geoldgico
estd asociado a los cursos de agua y corresponde a sedimentos limo arcilloso y
sedimentos aluviales de texturas variables y estratificadas. Las planicies presentan
mesorrelieve, ocurriendo en los planos altos una asociacion de Brunosoles Eutricos
Lavicos (Praderas Pardas maximas y planosdlicas), de color pardo oscuro, textura
franco limosa, fertilidad alta y drenaje imperfecto; y Solonetz Ocrico, de color pardo
grisaceo claro, textura franco limosa, fertilidad muy baja y drenaje imperfecto. El uso
es pastoril con vegetacion de parque, con arboles de densidad variable (Universidad
de la Republica, Facultad de Ciencias. (2021); Uruguay country information. (s.f.)).

Previo al aflo 1985 el establecimiento tuvo fuertes antecedentes agricolas en su
totalidad. A partir de ese afio se abandona la agricultura y se comienza a implementar
la ganaderia bajo un régimen de pastoreo rotativo.

En cuanto a la caracterizacion floristica, se corresponde con una sucesion vegetal
constituida fundamentalmente por Paspalum notatum, Schizachyrium microstachyum,
Nassella neesiana, Piptochaetium stipoides, Piptochaetium montevidense, Lolium
moltiflorum, Lotus glaber, Cynodon dactylon y Paspalum dilatatum. (Com. Pers. Ing.
Ag. Marcelo Pereira Machin).

El area riparia esta conformada por una franja de monte galeria nativo que provee de
sombra a los animales. Se recorrié dos veces todo el potrero donde se encontraba la
yegua. Los recorridos se realizaron los dias 28 de abril y 5 de mayo del afio 2017. En
ambas ocasiones se observd abundante presencia de plantas acuaticas del tipo
nenufares.
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Figura 30. Mapa del predio con division de potreros y curvas de nivel.

7.2. Datos clinicos

Equino raza Criolla, pelo gateado, sexo hembra, de 24 afos de edad. El 3 de marzo
del afio 2017 se le observo una lesion de color amarillento, circular, ulcerada en la piel
de la zona ventral del abdomen, de 8 cm de diametro y 3 cm de profundidad con
presencia de miasis. A pesar de que el animal mantuvo el apetito y las grandes
funciones normales (miccion y defecacion), comenzé a desmejorar y perder peso
rapidamente manifestando prurito en la region afectada. A su vez, la masa de tejido
empez6 a aumentar de tamafio rapidamente, triplicando su tamafio en 30 dias (Figura
31).
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Figura 31. Equino. Estado de emaciacién con presencia de lesion a nivel de
abdomen ventral.

La biopsia fue realizada el 8 de abril. Arroj6 un diagnostico histopatolégico de un
proceso inflamatorio proliferativo, cronico, compatible con pitiosis. El dia 18 del mismo
mes, se efectué un hemograma que destacé anemia macrocitica, leucocitosis
moderada y neutrofilia con eosinofilia. La lesion ventral a nivel de piel habia
aumentado de tamafio significativamente (30 cm de diametro y 8 cm de espesor),
exudando permanentemente un liquido viscoso de color amarillo (Figura 32). Se
resolvié entonces, el 28 de abril, que se llevara a cabo la extirpacion quirdrgica. El 5
mayo se realizd la cirugia. ElI animal muere por paro respiratorio después del acto
quirargico, como consecuencia del estado de debilidad y anemia

B
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Figura 32. Equino. Lesion a nivel de abdomen ventral exudando liquido viscoso
serosanguinolento.
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7.3. Datos climéticos

En los meses de enero y febrero del afio 2017 previos a la deteccion clinica de la
infeccién, se registraron temperaturas mayores a 32°C durante 22 dias y constantes
precipitaciones en el departamento (Figura 33 y 34).
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Figura 33. Grafico de temperaturas maximas, temperaturas medias y temperaturas minimas del
periodo comprendido entre diciembre del afio 2016 y junio del afio 2017 (EEMAC).
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Figura 34. Gréfico de precipitaciones mensuales totales del periodo comprendido entre diciembre
del afio 2016 y junio del afio 2017 (EEMAC).
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Comparando los registros locales con los registros historicos de 30 afios (1987- 2017)
brindados por el Instituto Uruguayo de Meteorologia (Inumet), en los meses previos a
la presentacion del caso (enero y febrero) las precipitaciones estuvieron por encima
de la media y la temperatura alcanzé una maxima necesaria para la proliferacion del

agente (30 a 40°C) (Figura 35y 36).
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Figura 35. Gréfico de precipitaciones totales registradas en
comprendido entre los afios 1987 a 2017 (Inumet).
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Figura 36. Grafico de temperaturas maximas, medias y minimas registradas en los meses de enero y febrero en el

periodo comprendido entre los afios 1987 a 2017 (Inumet).
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7.4. Hallazgos macroscopicos

En la zona ventral del abdomen, la piel se presentaba himeda, ulcerada, exudando
liquido serosanguinolento. Se extrajo una masa de tejido con un peso de 3,337 Kg y
con las siguientes dimensiones: 40 cm de largo por 25 cm de ancho por 13 cm de
espesor. Al corte se observé abundante proliferacion de tejido conjuntivo, de
coloracion amarillenta, que abarcaba piel y subcutaneo; infiltrando musculo del recto
abdominal y la vaina del recto; con mdltiples formaciones blanco-amarillentas de
textura caseosa, tipo coral (“kunkers”) (Figura 37 y 38).

En la necropsia del animal se destacaba severo edema y congestion pulmonar, como
también hemorragias difusas en el miocardio, sin otros hallazgos de significacion.

Figura 37. Equino. A: Tejido extirpado en su cara adyacente a la pared abdominal. Se observa
abundante tejido de granulacion, extensas areas de fibrosis y focos amarillentos de textura
caseosa (“kunkers”). B: Tejido extirpado, cara superficial.

Figura 38. Equino. A, B y C: Cortes transversales del tejido extirpado. Tejido de granulacion,
areas multifocales de necrosis con contenido supurativo hemorragico y concreciones blanco-
amarillentas (“kunkers”) (flechas).
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7.5. Histopatologia e inmunohistoquimica

Al examen histopatolégico de la piel del abdomen donde se encontraba la lesién, se
observd extensa ulceracion de la epidermis. En dermis superficial y profunda, se
visualizé proliferacion de tejido conjuntivo difusa, neovascularizacion, areas
multifocales de necrosis rodeada por abundantes polimorfonucleares y macréfagos.
Los focos necroticos que corresponden a los “kunkers”, consisten en una densa
coleccion de eosindfilos con nucleos pobremente definidos y escasas trabéculas de
colageno degenerado. En el tejido conjuntivo se encontrd un infiltrado de eosinoéfilos
difuso y en menor numero de plasmocitos. Se observo la presencia de hifas
coloreadas positivamente con la coloracién argéntica de Grocott dentro de las areas
de necrosis (Figura 39). La técnica de inmunomarcacion (IHQ) en los cortes
histoldgicos fue positiva a P. insidiosum (Figura 40).

Figura 39. Equino. Piel. A: Hematoxilina y eosina (H-E) 100X. Foco de necrosis rodeada por polimorfonucleares y
macrofagos. Se observan también en el tejido conjuntivo un infiltrado difuso de eosinéfilos. B: Grocott, 400X.
Presencia de hifas (flechas) en lesion de subcutaneo. (Schanzembach et al., 2019).
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Figura 40. Equino. Piel. Inmunohistoquimica. DAB, 100X.
Marcacion positiva a P. insidiosum (flechas). (Schanzembach et
al., 2019).
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7.6. Aislamiento e identificacién

Después de incubar “kunkers” durante 48 horas a 37°C en agar levadura al 0,1%, se
visualizé el crecimiento de un micelio aéreo transparente, corto y delicadamente
radiado. Por otro lado, en el agar Sabouraud se observé el desarrollo de un micelio
radiado, exuberante y blanquecino. Al observar estos crecimientos
microscépicamente se reveld la presencia de hifas cenociticas con ramificaciones
perpendiculares laterales en angulo recto. La zoosporogénesis se obtuvo tras tres
horas de incubacion a 37°C.

Observando microscépicamente los fragmentos de gramineas se reveld la presencia
de hifas con formacion de vesiculas que posteriormente dieron origen a
zooesporangios en sus extremos. En el interior de los zooesporangios se revelo la
formacion de las zooesporas. Estas presentaban movimientos rapidos de sus flagelos,
provocando la ruptura de la membrana del zooesporangio y su posterior liberacion al
medio de induccién. Los zooesporas liberadas exihibian una forma ovoide y nadaban
en diferentes direcciones a través de movimientos de rotacién alrededor de su propio
eje. Posteriormente, tras cesar sus movimientos, se volvian globosas y emitian tubos
germinativos (Figura 41).

Figura 41. Zoosporogénesis in vitro de P. insidiosum, 3 horas de incubacién a 37°C. A: 20X. Fragmentos
de graminea (Paspalum notatum) colonizados por hifas de P. insidiosum. B: 20X. Presencia de vesicula
(asterisco) en la extremidad de la hifa e esporangios conteniendo zoosporas en su interior (flechas) C: 40X.
Zoosporas con forma ovoide (flechas). D: 20X. Zoosporas emitiendo tubos germinativos (flecha).
(Schanzembach et al., 2019).
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7.7. Caracterizacién molecular

En la reaccion de PCR-anidado se obtuvieron fragmentos de ~800pb generados con
los cebadores universales (ITS1 y ITS4). En la segunda reaccién de PCR se
obtuvieron amplicones de ~105pb generados con los cebadores especificos de P.
insidiosum (P11 y PI2). Las secuencias de ADN de las regiones ITS1, 5,8r RNA e ITS2
se compararon con las secuencias depositadas en GenBank (registro MF767408),
confirmando, con 100% de homologia, al aislamiento como P. insidiosum (Figura 42).

800 pb—>

100 pb—>

Figura 42. PCR-anidado en gel agarosa A: Marcador de peso molecular 100pb DNA
ladder. B: aislamiento de P. insidiosum, fragmentos de ~800pb generados con los
cebadores (ITS1 e ITS4); C: P. insidiosum CBS 101155 (control positivo); D: agua
ultra pura (control negativo); E: aislamiento de P. insidiosum con amplicones de
~105pb generados con los cebadores especificos de P. insidiosum (PI1 y PI2). F: P.
insidiosum CBS 101155 (control positivo); G: agua ultra pura (control negativo).
(Schanzembach et al., 2019).
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8. DISCUSION

En este trabajo de tesis se confirma el diagnostico de pitiosis mediante el aislamiento
de P. insidiosum, la histopatologia e inmunohistoquimica de las lesiones y la
secuenciacion gendémica de los genes ITS1 e ITS2. Este trabajo es el primer caso
reportado en la region litoral oeste del pais. La region sureste del Uruguay al tener un
predominio de areas con suelos pobremente drenados y cuerpos de agua
estacionarios, se encuentra predispuesta a la presentacion de esta patologia.
Tomando en cuenta que el animal se encontraba pastando sobre potreros de campos
bajos, inundables, con costas a un curso de agua, podriamos plantearnos que la
enfermedad puede desarrollarse en cualquier area del pais que presente suelos de
drenaje pobre (Dutra 2012; Garcia et al., 2018; Marcolongo et al., 2012; Mendoza et
al., 1996; Viegas Sallis, Brayer Pereira y Buss Raffi, 2003).

Al comparar las precipitaciones y temperaturas registradas en los meses previos a la
observacion del cuadro clinico, con los registros histéricos de la zona, se observé que
las precipitaciones estuvieron por encima de la media historica. La temperatura
alcanzé una maxima necesaria para la proliferacion del agente (mayor a 30°C). Estas
condiciones probablemente permitieron el desarrollo y la presencia de P. insidiosum
en los potreros donde se encontraba el animal. Que ademas de ser inundables eran
suelos de drenaje pobre. Otro hallazgo en el establecimiento, fue la presencia de
plantas acuaticas del tipo nendfares en el area riparia. Estas forman parte del ciclo de
vida y colaboran en la propagacion del patégeno (Mendoza et al., 1993; Presser et al.,
2015)

La ubicacion de la lesion, en la pared ventral del abdomen, podria estar relacionada
con los periodos de descanso, donde el animal se echaba permaneciendo en decubito
esternal durante tiempo prolongado. De esta forma podria haberse incrementado el
reblandecimiento de la piel y la formacién de heridas en la zona, donde posiblemente
haya penetrado e ingresado el agente. En los equinos las lesiones producidas por esta
patologia generalmente se ubican en aquellas partes bajas, que permanecen en
contacto directo con agua contaminada y pueden brindar acceso a las zooesporas de
P. insidiosum (Gaastra et al., 2010; Mendoza y Alfaro, 1986).

Con respecto a la evolucion clinica, el cuadro fue de evolucion crénica con aumento
progresivo del tamafio de la lesién. Con el resultado de la biopsia compatible con
pitiosis, se decidio realizar la extirpacion total de la lesién por cirugia. Cabe destacar
gue esta decisidon se tomo por razones afectivas, a pesar del mal estado general del
animal y del dato del hemograma que indicaba anemia.

De acuerdo con Johnston y Henderson (1974), en equinos, ademas de observar un
proceso granulomatoso caracteristico en los estadios cronicos de la enfermedad, se
observan focos de necrosis compuesta por eosinéfilos, moderado colageno
degenerado y pequefios vasos necrotizados. EI aislamiento del agente
exclusivamente de los “kunkers” es otro de los factores que dan indicio de una
evolucion cronica de la infeccion en el animal. Esto se debe a que en casos cronicos
de pitiosis, el Unico lugar donde se pueden hallar las hifas de P. insidiosum es en los
“kunkers”. Asimismo, la infiltracion de los planos musculares encontrados en la
necropsia también indica un estado expansivo y de evolucion en el tiempo (Gaastra
et al., 2010; Mendoza y Alfaro, 1986).
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Los hallazgos histopatol6gicos mantuvieron concordancia con aquellos descriptos en
casos de pitiosis equina. Estos hallazgos, se caracterizaron por la presencia de focos
de degranulacion de eosindfilos y mastocitos alrededor de las hifas del agente. Este
tipo de reaccion inmune contribuye al progreso de la enfermedad pudiendo volverse
cronica. Los resultados del hemograma indicaban un marcado incremento de
eosinofilos en la sangre siendo una respuesta caracteristica de estas infecciones en
equinos. Los bovinos, a diferencia de los equinos, por lo general curan
espontaneamente. Esta cura espontanea se le atribuye al tipo de respuesta
inflamatoria dada por las células mononucleares que conforman y predominan en los
granulomas. Las células mononucleares destruyen las hifas de P. insidiosum y
colaboran en la cura de estas lesiones. En los equinos, los eosindfilos son quienes
predominan en la reaccion inflamatoria, forman los “kunkers” alrededor de las hifas
dificultando asi la eliminacion del agente y la cura de las lesiones. El hecho de que los
bovinos tengan una baja susceptibilidad a este agente, podria ser una explicacion de
por qué no han sido reportados casos de pitiosis en esta especie en Uruguay
(Santurio, Alves et al., 2006; Silva do Carmo y Riet- Correa, 2014).

El andlisis macro e histopatoldgico de la lesion sumado al aislamiento y posterior
identificacion molecular del agente, permiten obtener un diagnostico preciso de la
pitiosis. En el caso de no poder aislar al agente por medios microbioldgicos es
importante apoyarse en la realizacion de pruebas inmunohistoquimicas para la
deteccion de antigenos especificos. El aislamiento de P. insidiosum por si solo no
permite la identificacion adecuada del agente dado que comparte caracteristicas
morfolégicas con los hongos filamentosos Basidiobolus ranarum y Conidiobolus
coronatus. Estos ademas son causantes de lesiones similares en localizaciones
anatomicas que coinciden con las producidas por P. insidiosum (Chaffin et al., 1995;
Headley y Arruda, 2004).

El cultivo microbioldgico, el estudio histopatoldgico y las pruebas inmunohistoquimicas
son Utiles para el diagnostico de la pitiosis, pero pueden resultar un tanto inconclusas
y dificiles. Es la caracterizacion molecular con posterior secuenciacion de ADN de las
regiones ITS1, 5,8r RNA e ITS2 la técnica mas precisa y rapida para lograr un
diagnéstico confirmatorio de P. insidiosum (Botton et al., 2011)

En equinos, cuando se presentan lesiones con estas caracteristicas se debe realizar
un diagndstico diferencial con otras patologias, como son la basidiobolomicosis; la
conidiobolomicosis; la habronemiasis; sarcoides y otras neoplasias equinas;
granulomas bacterianos o flngicos; reacciones de cuerpos extrafios y tejidos de
granulacion exuberantes. En estos casos, el estudio histopatologico juega un rol
fundamental para su diagnéstico. Por otra parte, detectar y diagnosticar de forma
temprana esta patologia es de suma importancia para obtener éxito con el tratamiento
y un prondstico favorable. Para la cura de la pitiosis cutanea equina se han utilizado
tres formas de tratamientos; de manera aislada o en conjunto. La extirpacion
quirurgica del tejido afectado, el uso de antimicoticos y la inmunoterapia. Se cree que
el mejor tratamiento contra P. insidiosum podria ser aquel que combine la vacunacion
con el tratamiento quirdrgico (75% de eficacia) o la vacunacion con antifingicos
(Cardona et al., 2013b; Chaffin et al., 1995; Gaastra et al., 2010; Headley y Arruda,
2004; Mendoza et al., 1996; Mendoza y Newton, 2005; Sallis et al., 2003; Santurio,
Alves et al., 2006).
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9. CONCLUSIONES

Se confirma el diagnostico de pitiosis cutanea equina por primera vez en el litoral oeste
del Uruguay. Diagndstico que se logra a través del estudio microbiol6gico
(aislamiento), histopatologico e inmunohistoquimico, asi como también a técnicas
moleculares.

Si bien en el litoral oeste del Uruguay no hay predominio de areas extensas con suelos
bajos, inundables, de pobre drenaje, como sucede en el sureste; basta contar con un
area pequefia con drenaje pobre donde se dé la triada epidemiologica (agente,
huésped y medio ambiente) y que se reunan las condiciones de temperatura y
humedad, para hacer posible el mantenimiento, proliferacion y expansion del agente.
Por lo tanto ante lesiones a nivel de piel de caracter proliferativas y de evolucion
cronica en equinos, se debe incluir a la pitiosis en el diagndstico diferencial.
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