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2. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo hacer una descripcion de las
manifestaciones clinicas, lesiones macro Yy microscopicas, aspectos
epidemioldgicos, métodos diagndsticos y posibles tratamientos de pitiosis
cutanea. Se realiz6 el estudio de un caso clinico de un equino hembra con una
herida crénica en region ventral de abdomen y en mal estado general,
proveniente del departamento de Treinta y Tres (Uruguay). Una vez que
ingresd al Hospital de Equinos de la Facultad de Veterinaria se le realizo el
examen clinico, constatdndose una ulceraciéon granulomatosa grave con
presencia de masas necraoticas y calcificaciones que se desprenden facilmente,
con coloracién blanco-amarillentas, que contienen hifas e infiltrado de
eosindfilos llamados “kunkers”, juntamente con la presencia de trayectos
fistulosos y descarga fibrinosanguinolenta, siendo estas sefiales inequivocas
de pitiosis. Se le realizaron examenes colaterales para descartar patologias
dermatoldgicas con caracteristicas clinicas similares. Los exdmenes realizados
incluyeron hemograma,; en el cual se destac6 una anemia severa, y analisis de
histopatologia; con intensa proliferacién de tejido conjuntivo dispuesto de forma
irregular, marcada inflamacion piogranulomatosa, infiltracion de eosindfilos,
seguido por macréfagos y neutrdfilos, presencia de masa necrotica multifocal y
el fendmeno Splendore-Hoeppli. El diagnéstico se fundamenté en las
caracteristicas clinicas-epidemioldgicas y hallazgos histopatolégicos. Debido a
la evolucién crénica del caso y la zona involucrada, el tratamiento quirdrgico no
se pudo realizar, optandose de esta forma por un tratamiento sintomatico, con
la administracion de antibidticos, antiinflamatorios, curacion diaria de la herida,
hierro y vitamina B12 por la gravedad de la anemia, junto con la vacuna Pitium-
Vac®. Luego de 20 dias se continué el tratamiento en el domicilio por decision
del propietario. No se obtuvo ninguna respuesta al tratamiento, por lo cual con
fines éticos se optd por la eutanasia.



2.1 SUMMARY

The objective of this work was to describe clinical manifestations, macro and
microscopic lesions, epidemiological aspects, diagnostic methods and possible
treatments for cutaneous pythiosis. The study of a clinical case was made, a
female equine with a chronic wound in ventral abdomen region and in poor
general condition, from the department of Treinta y Tres (Uruguay). Once
admitted to the Equine Hospital of the Veterinary Medicine School, the clinical
examination was performed, and a severe granulomatous ulceration was
confirmed, with the presence of necrotic masses and calcifications that easily
detach, with white-yellowish coloration, containing hyphae and the infiltrate of
eosinophils called “kunkers”, with plates and fistulae and fibrinous-bloody
discharge, all being unmistakable signs of pythiosis. Collateral exams were
performed to rule out dermatological pathologies with similar clinical
characteristics. The exams included a blood count; in which a severe anemia
was highlighted, and histopathology analysis; with an intense proliferation of
irregularly arranged connective tissue, a marked pyogranulomatous
inflammation, with infiltration of eosinophils, followed by neutrophils, and the
presence of a multifocal mass and the Splendore-Hoeppli phenomenon. The
diagnosis is based on clinical-epidemiological characteristics and
histopathological findings. Due to the chronic evolution of the case and the area
involved, the surgical treatment could not be performed, thus a symptomatic
treatment was chosen, with the administration of antibiotics, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, daily wound healing, iron and vitamin B12 because of the
severity of the anemia, along with the Pitium-Vac® vaccine. After 20 days,
treatment was continued at home by the owner's decision. No response to the
treatment was obtained, therefore we opted for euthanasia for ethical
purposes.



3. INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES DE LA PITIOSIS CUTANEA

La pitiosis cutanea equina es una enfermedad crénica, infecciosa, proliferativa
y ulcerosa, a menudo pruriginosa, que afecta la piel y el tejido subcutaneo de
las extremidades, la region toracica-abdominal o la cabeza. Es causada por el
Pythium insidiosum, un oomiceto filogenéticamente distinto del reino de los
hongos y més cercano al de las algas (Leon y Pérez, 2011). Esta se presenta
en zonas inundables, con abundante vegetacion en descomposicién en
regiones tropicales y subtropicales (Robinson y Sprayberry, 2012).

Esta enfermedad ha sido reportada también en perros, gatos, ganado y
humanos, sin ser considerada una zoonosis (Mosbah y col., 2012).

Las lesiones se caracterizan por su apariencia granulomatosa, y en forma de
crater, trayectos fistulosos, secrecion fibrino-sanguinolenta y salida de material
necrético caseificado denominados ‘kunkers”. Es conocida también como:
Espundia equina o ficomicosis; Cancer de los Pantanos; Hongo de la Costa del
Golfo; Oomicosis; Saguijuelas de la Florida; Dermatitis granular; Ferida brava;
entre otros (Cardona y col., 2013).

El primer registro que se tiene es de 1884 realizado por Smith (Marquez y col.,
2010), el aislamiento fue realizado por De Haan y Hoogkamer en equinos a
partir de granulomas subcutaneos en 1901, pero sélo pudo identificarse hasta
1961 como Hyphomyces destruens y en 1987 cuando De Cock lo clasifico con
el actual nombre (Leal y col., 2001).

3.2 ETIOLOGIA

El agente etiolégico es Pythium insidiosum, un microorganismo clasificado
como perteneciente al reino Stramenopila, phylum Pseudoflngi, clase
Oomycetes, orden Pythiales, familia Pythiaceae y género Pythium. Estudios
taxonomicos mas profundos, basados en analisis de secuenciamiento de ARN
ribosomal confirman que los miembros de la clase Oomycetes son
filogenéticamente distintos del reino de los hongos y mas cercanos al de las
algas (Leon y Pérez, 2011).

Esta diferencia taxonémica esta referida a la composicion de la pared y la
membrana celular. En ese sentido, la quitina que es un componente esencial
de la pared celular de los hongos, no esta presente en la pared celular de los
Oomicetos. En éstos predominan componentes como la celulosa, 3-glucanos e
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hidroxiprolina. Al contrario de los hongos, en la membrana celular de los
Oomicetos falta el ergosterol esteroide, de modo que no responde a la
exposicion de los agentes anti fungicos que inhiben o se unen a este
compuesto (Vicarivento y col., 2008).

Hay aproximadamente 120 especies del género Pythium de las cuales P.
insidiosum es la Unica especie que se sabe que infecta a humanos y animales.
El organismo se presenta en dos formas, que incluyen la ramificacion en
angulo recto, las hifas anchas, y la zoospora biflagelada motora acuética, que
es una caracteristica especifica de los oomicetos (Mendoza, 2016).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

La distribucion geografica es amplia. La pitiosis ha sido reportada en varios
paises tropicales y subtropicales del mundo, principalmente en Brasil,
Venezuela, Colombia, Guatemala, Panama, Nicaragua, Haiti, USA , Indonesia,
Australia, Costa Rica, Argentina, Grecia, Egipto, Francia, Japon, entre otros.

Fig. 1. Mapa que muestra la distribucion de la pitiosis en las regiones tropicales, subtropicales y
templadas del mundo. Fuente: Mendoza, 2016

El ciclo del P. insidiosum se basa en la colonizacion de diversas plantas
acuaticas que sirven de substrato para el desarrollo y la reproduccion asexuada
del organismo produciendo zoosporas biflageladas, las cuales se liberan
periédicamente al medio acuatico. Estas una vez libres en el agua, se mueven
hasta encontrar otra planta o animal en el que se enquistan y emiten el tubo
germinativo mientras crean un nuevo micelio y el ciclo se completa. Las
zoosporas se trasladan con movimientos giratorios sobre su propio eje hacia la
superficie de los tejidos que le ofrecen quimiotaxis, tales como el tejido animal y
vegetal, donde dejan de moverse, pierden sus flagelos y se tornan esféricas.
Estas producen y se rodean de un material amorfo que actla como una
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sustancia que facilita la adhesion de las zoosporas a la superficie del
hospedador y, a partir del lugar ocupado anteriormente por los dos flagelos
emite una proyeccion engrosada que conduce a la formacion de un tubo
germinativo, que servira para penetrar los tejidos y desarrollar las hifas que

invaden al organismo intra y extracelular (Mendoza y col., 1993).

Fig. 2. Microscopia electronica de la transmision
de Pythium en las diferentes etapas del desarrollo.
La formacion de vesiculas globosas e hifas en una
hoja son los primeros pasos en la colonizaciéon de

Fig. 3. Microscopia electrénica de la transmision de las zoosporas
moéviles de Pythium insidiosum (a-c). Las zoosporas enquistadas
se caracterizan por su morfologia globosa (d-f). Las flechas
indican el lugar una vez ocupado por los flagelos. Una sustancia
amorfa utilizada para unir las zoosporas al tejido del huésped es
evidente sobre la superficie de zoosporas enquistadas. Zoosporas
que se alejan de los tejidos de hojas o animales no secretan este

un hospedador de planta (a, b). Las fotografias de material amorfo (f). Fuente: Mendoza, 1993.
electrones muestra la formacion de esporangios

que conduce al lanzamiento de un tipo secundario

zoosporas (c-j). Fuente: Mendoza, 1993

Las condiciones ambientales son determinantes para el desarrollo del
organismo en su ecosistema. Para que sea posible la produccion de zoosporos
son necesarias temperaturas entre 30 y 40°C, ademas del acumulo de agua en
regiones inundables y vegetacion en descomposicion. La gran mayoria de los
casos fueron observados durante o después de estaciones lluviosas (Santurio y
col., 2006).

Esta patologia se ha reportado en diferentes especies como la bovina, ovina,
canina, felina y humanos, sin embargo es la especie equina donde mas se
informan casos (Mendoza y col., 1996).

Ademas de causar enfermedad cutanea en caballos, también se han reportado
casos de infeccién por P. insidiosum en pulmén, hueso, intestino y enfermedad
sistémica. En perros el patdogeno causa infeccion cutanea, subcutanea y
gastrointestinal, siendo esta ultima la mas comudn por la ingestion de
zoosporas. Otros reportes describen una forma nasal, retrobulbar, piel y
subcutdneo en gatos y enfermedad cutanea en ganado bovino y ovino
(Mendoza y Newton, 2005).
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Los caballos méas susceptibles son aquellos que se paran en aguas infectadas
0 beben de ella. De todos modos no todos adquieren la infeccion, tienen mayor
riesgo los caballos jovenes, gerontes o inmunosuprimidos (Robinson y
Sprayberry, 2012).

En los humanos se han observado tres formas clinicas de pitiosis, una forma
cutdnea con lesiones granulomatosas y ulcerativas que envuelven piel y
subcutaneo de miembros y rostro incluyendo el area periorbital. La segunda
forma es la pitiosis oftdlmica que causa queratitis, y la forma vascular o
sistémica causa un sindrome de insuficiencia arterial cronica de las
extremidades que va desde una claudicacion intermitente cronica a una
ulceracién gangrenosa de las piernas (Pal M, 2014).

Aunque la pitiosis ha sido descripta en humanos, no hay reportes publicados
acerca de la transmisién entre animales ni entre animales y humanos, por lo
tanto no es considerada una zoonosis (Mendoza y col., 1996).

En Uruguay, esta enfermedad esta asociada a campos bajos arroceros y/o
inundables donde se forman lagunas con aguas estancadas. Por lo tanto los
departamentos de mayor riesgo son los de la region Este del pais, entre ellos
Treinta y Tres, Rocha, Cerro Largo y Rivera, los cuales limitan con Brasil, pais
donde la enfermedad es endémica (Dutra, 2012).

En el 2017 se registraron 4 casos de pitiosis cutanea en nuestro pais. Estos
ocurrieron en la 9° de Rocha, 2°y 3° de Treinta y Tres y 72 de Durazno, entre
fines de verano y otofio (marzo a junio). En tres de estos casos las lesiones
cutaneas se localizaron en las extremidades y el caso restante en la region del
abdomen (Dutra, 2017).

3.4 FISIOPATOLOGIA

La patogénesis de la pitiosis no esta del todo clara, en parte debido a que esta
enfermedad no es reproducible en huéspedes naturales. Datos obtenidos en
laboratorio indican que las zoosporas de P. insidiosum presentan un tropismo
por tejidos animales y vegetales. De esta manera, las zoosporas con su porcion
movil presentan un rol importante en la infeccion natural de los huéspedes
(Miller, 1983; Mendozay col., 1993).

De todos modos, hay reportes de casos en humanos y animales que no
presentaron contacto con aguas estancadas, siendo la inoculacion de hifas,
restos de esporas, u oogonias, una forma de contraer la enfermedad (Rinaldi y
Seidenfeld, 1989).

Cuando un animal o humano entra en contacto con aguas habitadas por P.
insidiosum, las zoosporas se sienten atraidas por heridas abiertas en la piel,
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enquistandose en los tejidos expuestos. El P. insidiosum no puede penetrar la
piel sana, ya que no presenta la fuerza suficiente para penetrar la piel intacta.
Diferentes estudios muestran que este patdgeno necesita un dafio en la piel
para invadir el huésped (Miller y Campbell, 1984; Mendoza y col., 1996).

El periodo entre el primer contacto con la piel y el desarrollo de las lesiones es
de aproximadamente 3 a 4 semanas (Dutra, 2012).

Se conoce que las zoosporas secretan una sustancia pegajosa que les permite
mantener estrecho contacto con el huésped durante las fases iniciales de
invasion. De esta forma, y estimuladas por la temperatura de la piel del
hospedero, las zoosporas enquistadas desarrollan un tubo germinativo,
frecuentemente en direccion al tejido lesionado y de forma mecanica penetran
los tejidos (Mendoza y col., 1993).

Una vez dentro, el P. insidiosum inicia una respuesta inmunitaria en el huésped
mediada por células (respuesta Th2), en su mayoria eosindfilos y algunos
neutrofilos, siendo esta respuesta insuficiente para prevenir la propagacion del
agente. Esta respuesta Th2 se basa también en la produccién de grandes
cantidades de IL-5, IL-4 y otras citoquinas, siendo probablemente activada por
las hifas del P. insidiosum, las cuales expresan un exoantigeno soluble que
modula la respuesta inmune del huésped (Mendoza y col., 2005).

Los eosindfilos entonces, en un esfuerzo para fagocitar el microorganismo, se
desgranulan alrededor de las hifas. Nuevos eosindfilos llegan al lugar y se
fusionan alrededor de los ya desgranulados y continGan desgranulandose,
formando una masa llamada “kunker”. Estos estan compuestos de eosindfilos
desgranulados entrelazados con hifas viables de P. insidiosum. El material
eosinofilico se denomina fenédmeno de Splendore-Hoeppli alrededor de las
hifas de P. insidiosum, siendo ésta una caracteristica principal en la infeccién
de los equinos pero no de otras especies (Mendoza y col., 2016).

El extenso dafo del tejido que se observa en humanos y animales, en estadios
agudos y croénicos de la enfermedad ha sido atribuido a la liberacién de agentes
quimicos a partir de la desgranulacibn de eosindfilos y mastocitos.
Clinicamente, la ulceracion extensa de la piel acompafiada por la produccion
de grandes cantidades de tejido de granulacion y fibroso, es la principal
caracteristica de esta infeccion cutanea (Miller, 1981; Mendoza y col., 2003).

Cuando el P. insidiosum invade 6rganos internos, el desarrollo de masas es
mal diagnosticado como neoplasias, siendo esto uno de los principales
inconvenientes (Mendoza y Ajello, 1996).

Se cree que el sistema inmunitario del huésped es “engafado” por los
exoantigenos de P. insidiosum, ya que el huésped siempre esta produciendo
mas eosinofilos y células mastociticas, debido a que el sistema inmunitario del
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huésped esta siempre detectando antigenos que este patégeno presenta a las
células detriticas locales. De esta manera, el patdégeno usa las defensas del
huésped para camuflarse dentro del material eosinofilico formado por la
desgranulacion de los eosindfilos. Esta estrategia podria proteger al patdgeno
de ser totalmente presentado al sistema inmune del huésped, asegurando su
presencia en los tejidos infectados (Mendoza y Villalobus, 1992).

Basado en el efecto destructivo de la respuesta inflamatoria disparada por este
patégeno en el huésped infectado, y el hecho de que es el Unico oomiceto
patégeno en mamifero, se puede especular que el P. insidiosum recientemente
desarrollo la habilidad para sobrevivir en tejidos de mamiferos, siendo
respaldado por un analisis filogenético (Schurko y Mendoza, 2003).
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Fig. 4. Propuesta de hipétesis de trabajo de los mecanismos patogénicos implicados durante la
infeccion natural y los desencadenados por inmunoterapia. Fuente: Mendoza, 2003.

3.5 SIGNOS CLINICOS

Las lesiones cutaneas producidas por el agente son mas frecuentes en las
partes distales de las extremidades, porcion ventral toraco-abdominal, pectoral
y boca, probablemente por el mayor contacto de estas areas con aguas
contaminadas con zoosporos. Estas se caracterizan por la formacion de
lesiones ulcerativas granulomatosas sobresalientes y elevadas con bordes
irregulares y en forma de crater, a menudo pruriginosas. El tamafio de las
lesiones depende del sitio y tiempo de evolucién de la infeccion y puede medir
entre 12 y 50 cm de diametro, con trayectos fistulosos o cavitaciones formadas
por el oomiceto en su trayecto invasivo en el tejido granular, con presencia de
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masas necroticas, duras, que se desprenden facilmente, de color blanco
amarillento llamadas “kunkers”. También se evidencia secrecién de fluidos
sanguinopurulentos, hemorragicos o fibrinosanguinolentos con caracteristicas
filantes o constantes (Cardonay col., 2013).

En algunas ocasiones se observan automutilaciones, debido al prurito, asi
como claudicacion cuando la lesion se presenta en las extremidades (Leal,
2001).

Fig. 6. Lesion granulomatosa en pecho y
hombro. Fuente: Romero B y col, 2016.
Reporte de un caso clinico en Florencia,

Fig. 5. Lesion granulomatosa
en la regiébn abdominal.
Fuente: Facultad de

Veterinaria Montevideo Colombia.

Uruguay 2017.
Fig. 7. Lesién granulomatosa en Fig. 8. Lesion de pitiosis en la
la region distal de un miembro region ventral del labio
posterior. Fuente: Dr. Bruno inferior.  Fuente: Cardona
Espinosa, Uruguay 2018. 2016.
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3.6 PITIOSIS EN LAS DIFERENTES ESPECIES

3.6.1 Pitiosis en perros

Los primeros reportes de la infeccidn en perros por pitiosis, fueron con lesiones
cutaneas y gastrointestinales en el Golfo de México y USA. Lesiones
subcutaneas de esta enfermedad se han encontrado también en miembros,
cara y cola (Heller, 1971; Miller, 1983; Pavletic y col., 1983; Foil y Short, 1984).

La pitiosis sistémica, involucrando los o6rganos internos también ha sido
reportada (Foil y Short, 1984; Thomas y Lewis, 1998). Las lesiones cutaneas
son pruriginosas, despojadas del pelo y perforadas por trayectos sinusales
fistulosos que descargan un exudado serosanguinolento. Los hallazgos
histopatolégicos incluyen areas de necrosis multifocal con neutréfilos y
macrofagos. Infiltracion granulomatosa discreta, rodeado por eosindfilos,
neutréfilos y células epiteliales. Las células gigantes también han sido
informadas en los casos cronicos. Las hifas detectadas en estos tejidos miden
entre 4,4 a 8,6um de diametro (Mendoza, 2016).

La pitiosis gastrointestinal en perros es caracterizada por vomitos, pérdida de
peso y diarrea esporadica. Cursa con la formacion de masas duras
granulomatosas, con areas de gran espesor y ulceracion de la mucosa que
esta presente en la mayoria de los casos. Las lesiones pueden diseminarse a
tejidos adyacentes como el pancreas, el (tero y ganglios linfaticos
mesentéricos. Histolégicamente la mucosa muestra una ulceracion, atrofia e
hiperplasias de células epiteliales. La submucosa esta engrosada y la mucosa
muscular contienen granulomas focales. En los tejidos afectados se observan
neutrofilos, eosindfilos, células plasméaticas, macréfagos, células epiteliales y
células gigantes (Miller, 1983; Pavletic y col., 1983; Thomas y Lewis, 1998).

Las hifas del P. insidiosum son dificles de detectar en tinciones de
Hematoxilina-Eosina, pero con la tincion de Grocott son facilmente detectables
hifas entre 2,5y 8,9 um de diametro. Se han reportado casos de pitiosis canina
en Australia y USA (Mendoza, 2016).

Fig. 9. (a, b) Lesiones
cutdneas causadas por
Pythium insidiosum en dos

perros con infeccion
subcutanea. Fuente:
Mendoza 2016.
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3.6.2 Pitiosis en gatos y ganado.

Pocos casos de pitiosis en gatos y terneros se han descripto en la literatura.
Bissonnette (1991) fue el primero en diagnosticar un caso de pitiosis en un gato
con hinchazon facial, pero ninguno de sus érganos internos estaba involucrado.
P. insidiosum se aislé del tejido infectado. Las caracteristicas histopatologicas
encontradas en este caso fueron similares a las registradas en caballos y
perros.

Un total de cinco terneros han sido reportados con la enfermedad en la
literatura. Casos de Ulceras multiples focales en piel y trayectos fistulosos
drenando un exudado purulento e hinchazén de articulaciones en fetos han
sido diagnosticados con pitiosis (Mendoza, 2016). Miller y sus colegas en 1985
reportaron que P. insidiosum fue aislado de dos de los terneros estudiados,
mientras se encontraron hifas de P. insidiosum en el tejido de un tercer caso.
Secciones histolégicas de este caso mostraron incrustaciones granulares
alrededor de la hifa, y presencia del fendmeno Splendore-Hoeppli.
Observaciones similares fueron descriptas por Santurio en 1998 en terneros en
la region pantanal de Brasil. El analisis histopatologico y el analisis de
secuenciacion del ADN de los tejidos infectados confirmaron la presencia del
patdégeno.

Fig. 10. Lesiones en un gato de
Florida, EE. UU con pitiosis
subcutdnea.  Fuente:  Mendoza
2016.

Fig. 11. Ulceracion granulomatosa con superficie
irregular, presencia de material necrético y exudacion
fibrino-sanguinolenta. Fuente: Cardona 2012.
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3.6.3. Pitiosis en humanos.

La mayoria de los casos en humanos han ocurrido en Tailandia, con sélo
algunos informes en Australia, Haiti, Nueva Zelanda y USA. Los primeros cinco
casos de esta enfermedad involucré dos mujeres y tres hombres en las zonas
rurales del norte de Tailandia. Diez casos mas fueron reportados en las mismas
areas de Tailandia en 1992 y 1993. La mayoria se asocia con un sindrome de
hemoglobinopatia. Clinicamente se observa una gangrena progresiva y dolor
en las extremidades. Sorpresivamente todos los casos mostraron arteritis de
los grandes vasos. El andlisis angiografico indico la oclusion de las arterias
iliacas, poplitea y femoral. El tratamiento de la amputacion fue exitosa en 7 de
los 15 casos. También se registro la invasion fatal de las arterias abdominales
con la oclusién de la parte infrarrenal de la aorta. Hasta aqui, la mayoria de los
casos de pitiosis humana han ocurrido en Tailandia, con alrededor de noventa
nuevos pacientes informados desde los primeros casos (Sathapatayavongs y
Ledachaikul, 1989).

Tres pacientes con pitiosis orbitaria subcutanea fueron diagnosticados en USA
(Rinaldi y Seidenfeld, 1989). Uno era un nifio sano en Texas que habia sido
accidentalmente golpeado en su ojo derecho. Desarrollo un edema progresivo
periorbital con quemosis, eritema y celulitis periorbital. P. insidiosum fue aislado
del tejido biopsiado. Los detalles del segundo caso no fueron discutidos. El
tercer caso fue registrado por Shenep en 1998 en un nifilo de 2 afios de
Tennessee. Dos adicionales casos de pitiosis con una historia clinica similar se
informaron en Australia por Triscott en 1993, involucrando a un nifio de 11y 14
afios. Ambos desarrollaron hinchazones periorbitarios que rapidamente
progreso a un tumor orbital. El diagndstico fue hecho histopatolégicamente por
el ensayo de la inmunoperoxidasa por inmunohistoquimica. Ademas de la
arteritis de los vasos y pitiosis subcutanea en humanos, casos de queratitis
también se han registrado en Haiti, Nueva Zelanda y Tailandia (Mendoza,
2016).

Triscott en 1993 descubrio en detalle la histopatologia de la pitiosis subcutanea
en humanos. Encontré que las caracteristicas histologicas eran similares a la
de pitiosis equina. Masas granulares eosinofilicas de aproximadamente 7 mm
de didmetro, que contienen eosindfilos degenerativos, granulos eosinofilicos,
hifas y eosindfilos intactos en el borde de las areas granulomatosas fueron los
principales hallazgos encontrados. También se informé un infiltrado mixto de
eosinofilos, linfocitos, neutrdéfilos, macréfagos y mastocitos. Como en la pitiosis
equina, las hifas de P. insidiosum se restringieron a las areas de las masas
granulares eosinofilicas. Sin embargo, los “kunkers”, tal como se registran en la
pitiosis equina, no se han detectado en tejidos de casos humanos.
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Fig. 12 (a, b). Lesién gangrenosa seca
en la pierna izquierda causada por
Pythium insidiosum en un paciente

talasémico  tailandés.  (b)  Digital Fig. 13. Inflamacion orbitaria
angiografia por sustraccion del mismo severa causada por la
paciente que muestra oclusion de la infeccion por Pythium
arteria  femoral superficial izquierda. insidiosum en un nifio sano.
Fuente: Mendoza 2016. Fuente: Mendoza 2016.

3.7 DIAGNOSTICO

Aunque la enfermedad es bien conocida en los paises de la region, su
diagnéstico nunca se habia confirmado del lado Uruguayo hasta el afio 2012,
tal vez por desconocimiento o confusién con otras patologias similares (Dutra,
2012).

El diagndstico presuntivo de la enfermedad se basa fundamentalmente en la
observacion de las caracteristicas clinicas de la lesion asociadas a las
condiciones epidemioldgicas descriptas, las caracteristicas histopatologicas en
la tincion de Hematoxilina Eosina (H-E) y Grocott, siendo el diagndstico
definitivo a través del aislamiento e identificacion del agente. Es preciso
establecer los diferenciales de la enfermedad, debido a que el diagnostico
clinico muestra ser aparentemente sencillo, pero a menudo es diagnosticado
errbneamente como habronemiasis cutanea, tejido de granulaciéon exuberante,
granuloma piégeno y sarcoide equino, ya que se caracterizan por lesiones
similares en forma general. Sin embargo, la presencia de “kunkers” (masas
necroticas caseificadas), trayectos fistulosos y secrecion filante
fibrinosanguinolenta son inequivocas en la pitiosis (Reis y col., 2003).

Actualmente, métodos como la imunohistoquimica, ELISA, inmunodifusion,
Western Blot y PCR, pueden auxiliar en el diagnéstico precoz y correcto de la
enfermedad (Reis y col., 2003; Santurio y col. 2006; Pedroso y col. 2009; Trost
y col., 2009; Bezerra y col., 2010).
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Los analisis de inmunohistoquimica, PCR e inmunoblot no estan disponibles
aun en el Uruguay (Dutra, 2014).

3.7.1 Hallazgos clinicos patoldgicos

El diagndstico clinico patoldgico se basa en la sintomatologia, examen fisico,
signos clinicos y radiologicos, indicadores hematoldgicos, estudio
anatomopatoldgico y las caracteristicas macroscopicas de las lesiones, que
corresponden a un aumento de volumen en forma de placa ulcerada e irregular,
de color blanco amarillento con apariencia de tejido de granulacion, sangrante,
con una longitud de hasta 50cm. Al corte superficial a profundo, se constatan
zonas de necrosis que contienen concreciones irregulares de color amarillento,
duras de superficie arenosa, que corresponden a los “kunkers” (Marquez y col.,
2010).

Las alteraciones hematoldgicas asociadas con pitiosis son inespecificas e
inconsistentes. Incluyen anemia microcitica e hipocromica, probablemente
causada por la deficiencia de hierro que resulta de la pérdida de sangre a largo
plazo a través de la abundante secrecion serosanguinolenta del granuloma
ulcerativo (Miller y Campbell, 1983).

Fig. 15. Secrecion fibrinosanguinolenta de una lesion

) . granulomatosa. Fuente Cardona, 2013.
Fig. 14. Muestra de tejido

infectado y visualizacion de los
“kunkers”. Fuente Dr. Bruno
Espinosa, Uruguay 2018.

3.7.2 Examen Directo

El estudio con las muestras de tejido con la técnica descripta por Borelli en
1974 con hidréxido de potasio al 10% y Tinta Parker, permite visualizar hifas
hialinas, gruesas, poco septadas y ramificadas. En ocasiones se observa la
presencia de vesiculas lipidicas en el citoplasma y en algunas de ellas llama la
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atencion que la periferia esta rodeada de incrustaciones, dando aspecto de una
corona radiada formando el fendmeno Splendore-Heoppli (Pérez y col., 2005).

La técnica de examen directo es un procedimiento destinado a detectar
mediante la observacion al microscopio, las estructuras fangicas presentes en
la muestra a través del uso de reactivos como el hidréxido de potasio con o sin
colorantes (Weinberg y col., 2003).

3.7.3 Cultivo Microbiolégico

Para el cultivo de las diferentes muestras tales como biopsias de tejido, se
recomienda que éstas deban ser almacenadas o transportadas a temperatura
ambiente en agua destilada estéril con la adicion de antibiéticos (ampicilina,
para inhibir el crecimiento bacteriano secundario).

P. insidiosum crece relativamente bien en una variedad de medios, tales como
agar harina de maiz, agar extracto de malta al 2%, agar infusion cerebro
corazén, agar Sabouraud dextrosa, agar dextrosa de patata, agar sangre o
agar V8. Las biopsias deben ser divididas en segmentos pequeiios, colocadas
en la superficie del agar e incubadas a 37°C en camara humeda.

El crecimiento es rapido (12 a 24 horas), formando unas colonias planas con el
micelio sumergido en el medio de cultivo, de color blanco amarillento. Las hifas
son cenociticas, hialinas y miden entre 2 a 10 ym de didametro, generalmente
las ramificaciones laterales tienen un angulo perpendicular de 90° vy
ocasionalmente se pueden observar septos, sin embargo, los septos son
abundantes en hifas de cultivos viejos.

Para confirmar el aislamiento es necesario inducir la formacion de zoosporas.
Esto se logra a partir de cultivos de 1 a 2 dias de crecimiento en agar agua al
2% con hojas de grama estéril a 37°C durante 18 a 24 horas. Las hojas de
grama infectadas con P. insidiosum se colocan en una solucion de sales
minerales diluida al 1%. Después de 2 a 4 horas de incubacion a 37°C, las
zoosporas empiezan a crecer en el interior de los esporangios generados en
las porciones terminales de hifas diferenciadas (Santurio y col., 2006).

La identificacion morfolégica es laboriosa, consume mucho tiempo y requiere
experiencia para reconocer al microorganismo especifico, lo cual puede llevar a
un mal diagnoéstico. Los factores ambientales como temperatura, medio de
cultivo y el tiempo pueden también afectar las caracteristicas morfologicas y
fisiologicas del agente (Botton y col., 2010).
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3.7.4 Histopatologia

La toma de muestras se realiza por biopsias de tejido infectado. Esta se puede
realizar bajo anestesia general o neuroleptoanalgesia.

En la histopatologia, las muestras se fijan en formol al 10% y son procesadas
rutinariamente para el examen histopatolégico en la que se incluyen en
parafina, cortadas a 5um de espesor y coloreadas por Hematoxilina Eosina (H-
E) y coloracién de Plata Metenamina de Grocott (GMS).

En la coloracion de H-E, la lesibn se caracteriza por ser altamente
vascularizada, con numerosas arteriolas, intensa proliferacion de tejido
conectivo dispuesto irregularmente, numerosos fibroblastos, con una marcada
infiltracion inflamatoria piogranulomatosa con una intensa infiltracion de
eosinofilos polimorfonucleares, seguida de macréfagos y neutréfilos en menor
proporcion con una distribucion difusa. También se observa la presencia de
masas necroéticas multifocales y del fenbmeno Splendore-Hoeppli, lo que
corresponde a una dermatitis granulomatosa eosinofilica difusa multifocal
(Marquez y col., 2010).

En la coloracion de Grocott, son visibles estructuras ramificadas,
ocasionalmente septadas, de color marron oscuro, con paredes lisas y
paralelas, de tamafio entre 2,6 — 6,4 um que a veces forman angulos de 90°
(Cardona y col., 2013).

La Plata Metenamina de Grocott es un método de tincion especial empleada
para hongos. La reaccion tintorial esta basada en que, en presencia de acido
periodico, los polisacaridos de la pared celular de los hongos son oxidados a
aldehidos. Estos a su vez reducen el complejo nitrato — plata metanamina (o
metenamina) produciendo una coloracion de café a negra debido al depésito de
plata reducida en los lugares de localizacion de los aldehido (Arango y col.,
2003).

Los estudios histolégicos no siempre llevan a un diagnéstico definitivo, debido a
que la apariencia histolégica de la pitiosis, basidiobolomicosis vy
conidiobolomicosis son similares. Para un diagndstico definitivo el P. insidiosum
debe ser aislado de los tejidos infectados (Mendoza, 2016).
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Fig. 16. Dermis. Lesion altamente Fig. 17. Dermis. Fenémeno de Splendore
vascularizada con fibrosis e intenso Hoeppli (flecha). Hematoxilina y Eosina.
infiltrado difuso de eosindfilos, seguidos por 40X. Fuente: Marquez, 2010.
macrofagos y neutréfilos. Hematoxilina y

Eosina. 40X. Fuente: Marquez, 2010.

Fig. 18. Dermis. Hifas de P. Fig. 19. Tincion de Grocott,
insidiosum  ramificadas en 90°  mostrando estructuras ramificadas
(flecha) y pobremente tabicada. y ocasionalmente septadas de
Metenamina de plata de Grocott. color café oscuro. Fuente:
100X. Fuente: Marquez, 2010. Cardona, 2010.

3.7.5 Inmunohistoquimica

Prueba de laboratorio en la cual se usan anticuerpos a fin de identificar ciertos
antigenos en una muestra de tejido. Por lo general, los anticuerpos estan
unidos a una enzima o a un tinte fluorescente. La enzima o el tinte se activan
cuando los anticuerpos se unen al antigeno en la muestra de tejido, de esa
manera el antigeno se puede observar al microscopio. Esto posibilita la
visualizacion del agente, juntamente con la lesion.
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El diagnostico de pitiosis por esta técnica utiliza muestras de tejido cutaneo
infectado, previamente fijadas en formol al 10% e incluidas en parafina y
procesadas rutinariamente para histopatologia.

Las biopsias conteniendo “kunkers” son fijadas en solucion de formol neutro al
10%, por uno o dos dias, escindidas y procesadas rutinariamente e incluidas en
parafina. Los cortes histologicos destinados a inmunohistoquimica son
montados en laminas, previamente tratadas con solucién de gelatina 0.3% y
adheridos a este medio por calor (60°C), durante 24 hs y por ultimo las laminas
son sometidas a inmunohistoquimica, utilizandose el método Estrepvidina-
biotina marcada (LSAB).

La desparafinizacion se realiza en estufa a 60°C durante 30 minutos, luego los
cortes deben ser hidratados en soluciones de silol | y Il, permaneciendo 10
minutos en cada solucion y con pasajes sucesivos a cada dos minutos en
alcohol 100%, 90%, 80%, 70% Yy posteriormente son lavados en agua destilada
por 10 veces. Luego se realiza el bloqueo de la peroxidasa enddgena por la
incubacion de las ldminas con peroxido de hidrégeno al 3% en agua destilada,
durante 15 minutos a temperatura ambiente y las muestras son nuevamente
lavadas en agua destilada. Por otro lado, el bloqueo de las proteinas
inespecificas es realizado incubandose los cortes con leche en polvo
desnatado al 5%, diluido en solucion tampén de fosfato (PBS) durante 15
minutos. La recuperacion antigénica se realiza con solucién tampon de citrato
de sodio a 10 mM, con pH 6 mediante calor (microondas potencia maxima) por
2 minutos y si es necesario, se le afiade mas solucion tampon para evitar la
evaporacion. Luego de 5 minutos destinados a la refrigeracion de la muestra,
se realiza un nuevo lavado en agua destilada.

La incubacion con el anticuerpo primario policlonal anti-P. insidiosum producido
en conejos se realiza en una dilucion de 1:100, en soluciébn tampén PBS,
mantenida por una hora a 37°C en estufa y luego un nuevo lavado con agua
destilada. Después de este procedimiento, se incuba el complejo
Estrepravidina- biotina (LSAB) con el anticuerpo secundario biotinilado
universal durante 20 minutos en temperatura ambiente. Enseguida, se realiza
un lavado con solucién tampén TBS (solucion TRIS salina tamponada) e
incubacion por estrepavidina también por 20 minutos a temperatura ambiente y
lavado con agua destilada. La revelacién de la reacciéon fue realizada con el
cromogeno diamino benzidina (DAB) durante 5 a 10 minutos, seguido del
lavado en agua destilada. La contra coloracion de los cortes fue realizada con
hematoxilina de Harris, con permanencia de 1 minuto. Las laminas deben ser
lavadas en agua corriente y pasar por deshidrataciones sucesivas a cada 1
minuto en bafos de alcohol 70%, 80%, 90%, 100% y soluciones de silol Il y IV.

El anticuerpo primario es producido en conejo por medio de una Unica
inoculacién de 20.000 zoosporos de P. insidiosum, via subcutanea, sin la
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utilizacion de adyuvantes. Se realizan colectas de sangre cada 14 dias y la
cuantificacion de los anticuerpos es realizada por la técnica de ELISA. El suero
utilizado corresponde a la colecta en el dia 45. Las laminas coloreadas son
analizadas en microscopia de luz.

La inmunomarcacion positiva es caracterizada por la visualizacion de
estructuras ramificadas y septadas. Esta técnica es considerada de alta
especificidad en el diagnostico de pitiosis, la probabilidad de falsos positivos es
pequefia, ya que las seudo hifas presentan moléculas antigénicas con epitopos
especificos del reino Stramenofila no encontradas en las hifas de los hongos
zigomicetos (Doria y col., 2014).

Esta técnica es de ayuda en los casos que se sospecha de pitiosis y el
aislamiento no es obtenido (Pedroso y col., 2009).

Fig. 20. Pitiosis cutdnea equina.
Hifas de P. insidiosum de Ila
periferia de un kunker. Fuente:
Martins, 2012.

3.7.6 PCR: Método de biologia molecular

La técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) es una técnica que consiste en la amplificacion in vitro de un
fragmento de ADN especifico. Para llevar a cabo el experimento de
amplificacion es necesario conocer, al menos parcialmente, la secuencia del
fragmento a amplificar (un gen, una parte de un gen, una region no
codificadora, etc.). Basicamente, se trata de replicar una y otra vez un mismo
fragmento de ADN vy, para ello, debemos realizar in vitro lo que hacen las
células in vivo para replicar su ADN.

La PCR anidada conocida como Nested PCR es una variante de la PCR
convencional que comprende dos rondas de amplificacién con distintos pares
de primers en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad y la
especificidad de la deteccion. Primero se realiza una reaccién con los primers
externos para amplificar una regién de ADN mas extensa que contiene el
segmento diana. Después, este producto de amplificacion se utiliza como
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molde de una segunda PCR con los primers internos para amplificar la region
especifica.

Las muestras para la extraccion del ADN para el diagndstico de pitiosis se
realizan a partir de los “kunkers”y de tejidos infectado. Estas son almacenadas
durante la noche en nitrégeno liquido. La extraccién de ADN es realizada por el
siguiente método: las muestras son maceradas en un mortero estéril y
resuspendidas en buffer (100mM Tris — Cl, 50mM EDTA, 2% SDS, 1% 2-
Mercaptoetanol), 10% STAB, y 5N de NaCl. Luego de la homogenizacion, las
muestras son incubadas a 65°C por 45 minutos y luego a 37°C por 15 minutos.

Las muestras fueron precipitadas con 0,55 volimenes de alcohol isopropilico,
centrifugadas 10 minutos a 13.000 rpm e incubadas con alcohol etanol al 70%
por 3 minutos en un lugar a temperatura ambiente y centrifugado por 3 minutos
a alta velocidad. EI ADN es resuspendido en 100 pl de buffer tris- EDTA estéril,
y una alicuota de 30 pl e incubado con 100 pug / ml de RNase A (Invitrogen) a
37°C por 30 minutos. El mismo protocolo de extraccion de ADN es aplicado a
las muestras control. La calidad y la concentracion de las muestras de ADN
deben ser verificadas por electroforesis.

3.7.6.1 PCR anidado

El PCR anidado es un método diagnostico importante, rapido, de alta
sensibilidad y especificidad para la identificacion del agente de la pitiosis
endémica y experimental. Se puede utilizar como una técnica adicional en
casos de que el cultivo no logre identificar el agente.

Un estudio realizado en el afio 2010 por Botton, Pereira y col. en Brasil, tuvo
como objetivo evaluar la aplicacién del PCR anidado en el diagndéstico de P.
insidiosum para detectar directamente su ADN en lesiones clinicas en equinos
y lesiones experimentales en conejos.

Este PCR fue modificado y usado para amplificar parte de una regiéon ADNr. En
la primer ronda de PCR, regiones espaciales internas transcritas (ITS1, 5.8S
ARN vy ITS2), fueron amplificadas usando los primers de hongos universales
ITS1 y ITS4. Para amplificar un fragmento mas largo, se utilizo el primers ITS4
en lugar del ITS2. Las amplificaciones fueron realizadas en 25 pul de reaccion,
conteniendo 50 ng de ADN templado, 3 UM de cada primers (Invitrogen),
100uM de una mezcla de dNTP, 2 mM de MgCI, 2,5 unidades de Tag ADN
polimerasa y 2,5 ul de 10 X enzimas buffer.

El templado son las cadenas de ADN que se separan y funcionan como molde,
para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia
blanco de interés. Esta es la ADN polimerasa encargada de la catélisis de la
reaccion, la enzima mas usada se llama Taq ADN polimerasa. Los primers son
secuencias de oligonucleotidos que delimitan la secuencia blanco que se desea

27



amplificar y son complementarios a ésta. Por su parte, dNTP’s son las bases
nitrogenadas con los que la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de
ADN y el magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de
la reaccion.

Todas las amplificaciones fueron llevadas a cabo en un termociclador
programable. Los parametros para la primer ronda del PCR fueron
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, 32 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, donde las cadenas de ADN son calentadas y
separadas, luego hibridacion a 57°C por 30 segundos, en esta etapa los
primers se alinean al extremo 3" del templado separado anteriormente e
hibridan con su secuencia complementaria, se continla con una extension a
72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C por 10 minutos. En esta
Ultima etapa de extension, la Taq polimerasa actia sobre el complejo
templado-primers y empieza su funcién catalitica a una velocidad muy rapida;
agrega dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La
extension de las cadenas es en direccidon de la sintesis del ADN, es decir, de 5’
ad.

Para la segunda ronda de amplificacion de PCR, los productos (incluidos los
controles positivos y negativos) fueron diluidos 1:50 con agua destilada estéril,
y 5 pl fueron usados como modelo usando los primers especificos de P.
insidiosum: Pl 1 y Pl 2. Estos primers corresponden a un segmento del gen
ADNr ITS1. Las reacciones de PCR fueron realizadas de la misma manera que
las descriptas anteriormente y los siguientes parametros: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 3 minutos, 28 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, luego la hibridacién a 65°C por 30 segundos, continuando con 72 °C
por 30 segundos y una extension final 72°C por 10 minutos. Una alicuota de
10ul de cada reaccion de las dos rondas de amplificacion de PCR fueron
sometidas a electroforesis, para corroborar que se amplifico la secuencia
blanco de interés correctamente.

Luego de la amplificacion de PCR anidado, el 64.28% (18/28) de conejo
muestras y el 100% (21/21) de las lesiones equinas fueron clasificadas como
positivo. En la primer ronda de PCR se produjeron amplicones con
aproximadamente 800 BP de tamafio. En la segunda ronda amplicones de 105
BP fueron observados, lo que confirmo estudios anteriores como el realizado
por Grooters y Gee en el 2002.

Esta técnica es especialmente Util para detectar P. insidiosum en cultivos en los
cuales previamente no se pudo identificar al agente en base a las
caracteristicas morfolégicas. Ademas provee un diagnéstico mas rapido que los
cultivos, ya que estos ultimos pueden demorar incluso mas de 3 dias para que
se visualicen estructuras. Los resultados sugieren que el PCR anidado es una
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importante y eficiente herramienta para diagnostico de la forma endémica y la
forma producida experimentalmente.

La desventaja de esta técnica en los equinos, es que los “kunkers” contienen
las hifas dentro de ellos, lo que dificulta la extraccion del ADN, limitando de
esta forma, el procedimiento diagnostico por dicha técnica. Por otro lado, se
necesita equipamiento costoso y personal especializado (Botton y col., 2011).

3.7.7 ELISA indirecto (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas)

Método analitico, que depende de la reaccidén antigeno- anticuerpo, en el cual
se determina la concentracién de antigeno o la concentracion de anticuerpo,
mediante el uso de uno de ellos inmovilizado en fase sdlida y el otro en
solucion.

En el caso de ELISA indirecto, se utiliza para la deteccion de anticuerpos en
muestras de suero, utilizando un anticuerpo primario anti-antigeno y uno
secundario anti primario marcado.

La preparaciéon del antigeno se puede realizar a partir de fragmentos de cultivo
de P. insidiosum, los cuales son inoculados en caldo Sabouraud Dextrosa a
37°C bajo agitacion de 120 rpm durante 6 a 7 dias. El cultivo luego de la
inactivacion con timerosal al 0,02% es filtrado. La masa fangica retirada es
pesada y resuspendia (1g de masa fungica/5ml de PBS) en tampdn fosfato
0,02M pH 7,4. La masa es sonicada (23Watts con pulsos de 30 segundos
durante 3 minutos) en bafio de gel. EI material resultante de la sonicacion es
centrifugado a 70.000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante obtenido es
colectado como antigeno soluble. La concentracibn de proteinas es
determinada por el método de LOWRY modificado, usando albamina bovina
como padron (1 mg/ml). Este es un método colorimétrico de valoracién
cuantitativa de las proteinas.

Para la sensibilizacion de las placas, se utilizan placas de poliestireno de 95
pocillos de fondo plano, éstas son sensibilizadas con antigeno soluble (10
mg/pocillo) diluido en tampon carbonato 0,05M pH 9,6 e incubadas por la
noche a 4°C para adsorcion del mismo en la superficie de la placa. Luego de la
incubacion, las placas son lavadas con tampon PBS 0,02M pH 7,2 secadas a
37°C por 10 minutos y almacenadas a 4°C hasta el momento de su uso.

Posteriormente para la realizacion del test, las placas son inicialmente
blogueadas con 100ul de solucion de albumina bovina 0,2% por pocillo e
incubadas a 37°C/1hora. Los sueros a testear deben ser diluidos en PBS pH
7,2 (1:2000), distribuidos en las placas (100ul/pocillo) e incubados por 1 hora a
37°C. Cada muestra testeada es sometida a dos repeticiones por placa y 5
repeticiones interplacas totalizando 10 repeticiones por muestra. Luego de la
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incubacion con anticuerpo primario las placas son lavadas 4 veces con solucion
de lavado (PBS 7,4 con 0,05% de TWEEN 20) y sometidas a incubacion con
anticuerpo secundario especifico (anti-lgg conjugado con peroxidasa), en
dilucién 1:10000. A continuacién, las placas son nuevamente lavadas para
finalmente recibir 100ul de sustrato cromogénico (Orthophenylene-diamine,
OPD) diluido en tampon citrato-fosfato 0,15M pH 5. Pasados 15 minutos, la
reaccion es bloqueada con 10ul de H2SO4 4N, y la lectura es realizada es
espectrofotometro de microplacas, con filtro de 400nm (Santurio y col., 2006).

La técnica de ensayo inmunoenzimatico indirecto, es un diagndstico
inmunoldgico, que permite la deteccion de infecciones precoces e incluso
subclinicas. Esta capacidad es fundamental para detectar infecciones en la
fase inicial, favoreciendo el prondstico (Mendoza y Kaufman, 1997).

El diagndstico de pitiosis es relativamente facil en casos crénicos, sin embargo
lesiones cutaneas iniciales o sistémicas son de dificil deteccién por los métodos
tradicionales e influyen decisivamente en el uso del tratamiento (Leal y col.,
2001).

La técnica de ELISA detecta anticuerpos especificos con alto grado de
sensibilidad y especificidad, siendo de ejecucion relativamente rapida y facil.
Sin embargo, uno de los puntos criticos para el éxito de la técnica esta en la
preparacién del antigeno (Cardona y col., 2013).

El desenvolvimiento de una técnica de ELISA, significa un avance para el
diagnéstico de pitiosis, permitiendo también el monitoreo de la respuesta
humoral en animales infectados y el tratamiento por inmunoterapia (Mendoza y
col., 1997).

3.7.8 Inmunodifusién

Método de estudio basado en la difusion de un antigeno y un anticuerpo en un
gel, generalmente agar, con la subsiguiente formacibn de un
inmunoprecipitado, en el caso de que el anticuerpo sea especifico para el
antigeno en cuestion.

Esta prueba diagnéstica es especifica para la pitiosis en humanos y animales,
pero de todos modos, no tiene la sensibilidad necesaria para detectar todos los
casos de pitiosis, especialmente los casos en perros y humanos con la forma
subcutanea, intestinal y venosa.

Dentro de las técnicas serolégicas se han realizado varios estudios
comparativos entre la técnica de inmunodifusion y ELISA, como por ejemplo
Mendoza y Kaufman, 1997; Krajaejuny Kunakorn, 2002, cuyos resultados
indicaron que la inmunodifusion era altamente especifica pero tenia una
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sensibilidad pobre, mientras que el ELISA tenia tanto alta sensibilidad como
especificidad. Por lo tanto, ELISA es la técnica seroldgica mas confiable y por
ende, la mas utilizada.

3.7.9 Inmunocromatografia

La inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra a través de
una membrana de nitrocelulosa. La muestra es afadida en la zona del
conjugado, el cual esta formado por un anticuerpo especifico contra uno de
los epitopos del antigeno a detectar y un reactivo de detecciéon. Si la muestra
contiene el antigeno problema, éste se unird al conjugado formando un
complejo inmune y migrard a través de la membrana de nitrocelulosa. Si no,
migraran el conjugado y la muestra sin unirse.

Técnica que se encuentra actualmente en desarrollo, para el diagnostico de
pitiosis en humanos.

En el afio 2009, Krajaejun y col., realizaron un estudio comparativo entre las
pruebas seroldgicas de inmunodifusiébn e inmunocromatografia, basado en el
diagnéstico de Pitiosis en humanos. Dentro de las conclusiones se destaco que
la inmunocromatografia presenta un 88% de sensibilidad y 100% de
especificidad, mientras que la inmunodifusibn como ya se nombré
anteriormente presenta baja sensibilidad (61%) y alta especificidad (100%). Se
destac6 que la inmunocromatografia es una técnica rapida (menos de 30
minutos), facil, que se puede realizar a campo y confiable para el diagndstico
precoz.

3.7.10 Western Blot

El andlisis del Western Blot fue introducido para determinar cual de los
antigenos de P. insidiosum era de importancia durante la infeccién. Se
encontr6 que la IgG equina reconocia la mayoria de las proteinas
citoplasmaticas del P. insidiosum. Varias proteinas antigénicas (28, 30 y 32
kDa) y otros inmunégenos fueron encontrados como inmunodominantes. Para
los resultados negativos del WB se utilizaron sueros de caballos sanos o de
caballos con otras enfermedades. Las IgG dirigidas a los antigenos 32, 30 y 28
kDa y otros antigenos inmunodominantes fueron encontrados como
persistentes por lo menos un afio luego en caballos curados con
inmunoterapia. Esto sugiere que estos antigenos prominentes pueden ser
importantes protectores inmundgenos en los caballos. Luego se encontré que
la adicibn de antigenos citoplasmaticos conteniendo  proteinas
inmunodominantes 28, 30 y 32 kDa en la vacuna disponible para pitiosis mejoré
sus propiedades curativas (Mendoza y col., 2003). Este hallazgo sugirié que
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estas proteinas pueden tener un rol importante en la inmunoterapia. En los
casos cronicos de pitiosis, el WB falla en la deteccion de antigenos
citoplasmaticos indicando que la IgG anti-P. insidiosum esta ausente en suero.
Esto apoya el concepto de que los caballos con infeccion crénica son
anérgicos. Este tests es Util para analizar las clases de inmunoglobulinas
durante la infeccion, recientemente este ensayo muestra que es sensible,
especifico y facil de realizar (Rosa, 1993).

3.8 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Es preciso establecer los diferenciales de la enfermedad, debido a que el
diagnéstico clinico muestra ser aparentemente sencillo, pero a menudo es
diagnosticado errbneamente como habronemiasis; neoplasias, especialmente
sarcoide y carcinoma de células escamosas; tejido de granulacion exuberante;
granuloma bacteriano; conidiobolomicosis; y basidiobolomicosis (Reis y col.,
2003).

Las lesiones cutaneas causadas por habronemiasis son pruriginosas y también
contienen concreciones, siendo éstas mas pequefias que los ‘kunkers”
observados en lesiones causadas por P. insidiosum. Al examen histologico en
tejido de lesiones por habronemiasis se pueden observar larvas de nematodos.
Las lesiones de habronemiasis desaparecen espontaneamente al comienzo del
clima frio.

La localizacién geografica de dénde se encuentran los caballos y la zona en la
cual aparecen las lesiones, ayuda a un diagndstico diferencial mas preciso. Las
lesiones causadas por P. insidiosum ocurren mas comunmente en la parte
distal de las extremidades, y la parte ventral del térax y abdomen. Las lesiones
causadas por Basidiobolus haptosporus ocurren mas comunmente en el lado
lateral del tronco, térax, cuello, y cabeza, no hay reportes de lesiones en las
extremidades. Las lesiones causadas por Conidiobolus coronatus ocurren
dentro de la cavidad oral, nasal y la faringe.

Histologicamente, las lesiones piogranulomatosas de basidiobolomicosis y
conidiobolomicosis se separan del tejido conectivo subyacente por una banda
ondulante caracteristica de tejido granulomatoso de color amarillo compuesto
por hifas fangicas y eosinofilos mientras que P. insidiosum no causa estas
bandas amarillas ondulantes. La morfologia de las hifas también puede ayudar
a diferenciar la pitiosis de otras formas de ficomicosis. Las hifas de C.
coronatus y B. haptosporus son generalmente mas grandes y mas
comunmente septadas que las de P. insidiosum (Miller y Campbell, 1984).

La diferenciacion con el tejido de granulacion y las neoplasias es
fundamentalmente por histopatologia. El tejido de granulacién es muy rico en
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fibroblastos, vasos sanguineos y colageno. En todas las biopsias de tejido
tumoral tefiidas con la coloracibn de H-E, se observan caracteristicas
histopatologicas similares entre ellas, las cuales consisten en hiperqueratosis,
acantosis e hiperplasia epidérmica con formacion de largas proyecciones o
papilas epiteliales en direccion a la dermis. También se observa proliferacion
dérmica densa de fibroblastos, asi como los fibroblastos de la union dermo-
epidérmica orientada perpendicularmente en la region de la membrana basal.
Se consideran también las caracteristicas clinicas y la ausencia de “kunkers”
(Colahan y col., 1998).

3.9 TRATAMIENTO

Han sido instaurados varios tratamientos, métodos quimicos (antifingicos),
quirurgicos e inmunoterapicos. La eleccion del mismo esta influenciado por el
tamanfo, localizacion y la cronicidad de las lesiones, asi como la edad, el estado
nutricional y fisioldgico del animal. En la mayoria de los casos se utilizan
terapias combinadas (Cardonay col., 2013).

3.9.1 Tratamiento quirurgico

La intervencién quirargica requiere la remocion de toda el area afectada, con
un margen de seguridad para evitar las recurrencias, ya que éstas pueden ser
frecuentes. Esta opcidn terapéutica se ve dificultada por las estructuras
anatdmicas involucradas, principalmente los miembros.

La escision quirargica es considerada el método més exitoso, debido a que de
esta forma se puede remover todo el tejido infectado. Esta técnica, en la
mayoria de los casos es combinada con otras terapias, como la inmunoterapia,
farmacos sistémicos o tépicos (Cardonay col., 2013).

La maniobra se realiza bajo anestesia general. Se comienza con un derribo
farmacoldgico administrando un sedante (ej. Xilacina 1,1 mg/kg al 10% V) y
luego de 5 minutos un anestésico disociativo (Ketamina 2,2 mg/kg al 5% V),
esto produce la caida del animal pasando 40 a 60 segundos aproximadamente.
Por ultimo se procede a colocar el triple goteo intravenoso (formulado por 1litro
de suero glucosado, 50 gr de Ester Gliceril Guayacolato, 500 mg de Xilacina
10%, 1gr de Ketamina 5%) previendo relajacion muscular y mantenimiento
anestésico (Doherty y Valverde, 2006).

Luego continuamos con el posicionamiento del paciente de acuerdo al sitio de
lesion. Esta se prepara de forma aséptica, utilizando clorhexidina 0,05%,
yodopovidona iodada 1% y alcohol 70%. En los casos en los que la lesion se
localiza en miembros, se deberia colocar un torniquete proximal a la region,
para prevenir las hemorragias.
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De esta manera se lleva a cabo la escision quirdrgica de la lesion, y luego
dependiendo de la extensidbn se pueden realizar incisiones de relajacion,
socavacion y fijacion de un colgajo de avance de la piel para cerrar la herida
mas ancha. En el caso de lesiones viejas y extensas, estd permitido que
cierren por segunda intension.

Las lesiones son localizadas en la mayoria de los casos, en ventral de térax,
abdomen, pecho, miembros anteriores y posteriores. Las masas a extirpar
pueden varias en forma, tamafo y profundidad, siendo esto lo que limita, en
algunos casos, la aplicacion de esta técnica.

El resultado exitoso del tratamiento a través de la escision quirtrgica de la
Pitiosis parece depender del tamafio, el sitio, la cronicidad de la lesion y el
estado fisiolégico del animal. En un estudio, las lesiones menores a 15 cm de
didmetro con una duracion de meses, a través de la escision quirurgica llevo a
la completa mejora del animal sin complicaciones (Mosbah y col., 2011).

Los cuidados post-quirdrgicos incluyen el uso de vendajes sobre la herida,
desinfeccién cada 3 a 4 dias y uso de antiinflamatorios.

El material escindido deberia ser remitido al laboratorio para el andlisis
histopatoldgico, y asi obtener un diagndstico mas preciso.

3.9.2 Tratamiento farmacoldgico
3.9.2.1 Tratamiento con Anfotericina B

La anfotericina B es un antibiético macrdélido poliénico, de amplio especto
obtenido por fermentacién del Streptomyces nodosus, un actinomiceto del
suelo. Este se une a los esteroles de la membrana celular del microorganismo,
interrumpiendo su integridad osmdtica, resultando en la fuga de electrolitos
intracelulares (potasio, sodio, magnesio, cloro) y también metabolitos
esenciales, nucleoétidos y proteinas que causan la muerte del agente.

En teoria la anfotericina B no deberia actuar contra el P. insidiosum debido a
que este carece de ergosterol (al componente que se une este farmaco) en la
membrana citoplasmatica (Cardonay col., 2013).

Se han hecho ensayos con la administracion de anfotericina B via regional
intravenosa sola o combinada con Dimetil Sulféxido (DMSQO) y por via topica
también combinada con DMSO (Doria y col., 2011).

3.9.2.2 Antibioticoterapia Regional Intravenosa con anfotericina B y DMSO

La ARI es una técnica indirecta que consiste en la infusidon de una droga en una
vena periférica aislada de la circulacion sistémica mediante el uso de un
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torniquete. Las drogas llegan a los tejidos dafiados por difusion de capilares
cercanos debido al alto volumen de infusion, la alta concentracion de la droga y
por la alta presion intravascular establecida por el torniquete el cual genera un
aumento del gradiente de concentracion entre tejidos y el espacio intravascular.
Esta técnica maximiza la difusion de las drogas a los fluidos sinoviales, hueso y
tejidos blandos, asi como también a los tejidos poco vascularizados, donde los
patdgenos normalmente se encuentran protegidos. La perfusion regional con
antibioticos es considerada efectiva tratando infecciones en el aspecto distal de
los miembros (Doria y col., 2011).

El tratamiento de los caballos con infeccion de miembros por P. insidiosum es
todo un reto y su efectividad parece depender de determinados factores, el
lugar y tamario de la lesion, duracion de la infeccion, la inmunocompetencia y el
tipo de tratamiento elegido. Las drogas antifingicas administradas
sistémicamente como el yoduro de potasio y de sodio, ketoconazol, miconazol,
fluconazol, itraconazol y anfotericina B, han sido administradas con o sin la
escision quirargica de la lesibn. De todos modos, estas drogas son
consideradas peligrosas y caras cuando son administradas sistémicamente y
debido a que el P. insidiosum no es un hongo verdadero, el organismo ofrece
una marcada resistencia a la mayoria de los agentes antifingicos actualmente
disponibles (Cardona y col., 2013).

Se ha reportado que la perfusién regional intravenosa del miembro, con
anfotericina B es efectiva para el tratamiento de caballos con lesiones cutaneas
en miembros, resolviendo la infeccién y con complicaciones controlables, como
edema del miembro, signos de dolor durante la palpacion del miembro, y la
inflamacion en el sitio de venopuncion.

Se realiz6 un estudio por Doria y col en 2011, donde se demostré que la gran
mayoria de los caballos afectados y con presencia de tejido de granulacion
exuberante en el aspecto distal del miembro toracico pélvico que fueron
tratados con perfusion regional intravenosa de anfotericina B, tuvieron una
resolucion completa de su lesion 35 dias luego de un tratamiento o 60 dias
luego de dos tratamientos. Se considera que la perfusion regional intravenosa
es una terapia adjunta efectiva a la escision quirdrgica y la termocauterizaciéon
en el tratamiento de caballos con pitiosis en la porcion distal del miembro.

Se ha hipotetizado que se pueden alcanzar mejores resultados y con menos
complicaciones si se le adiciona DMSO a la perfusion, ya que éste ayuda a
alcanzar mayores concentraciones de anfotericina B en los tejidos infectados.
Ademas, al ser un potente antiinflamatorio, reduce la inflamacién en el sitio de
administracion intravenosa a través la supresion de la produccion de
prostaglandina y atrapa los radicales libres.

El DMSO también posee algunos efectos inhibitorios en el crecimiento de una
variedad de hongos, como resultado de su efecto en la respuesta inmune, y
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también como resultado de la reduccion de endotoxinas inducidas por el dafio
tisular. Se ha demostrado que la administracién intravenosa de DMSO produce
una dilatacion vascular y un aumento del flujo de la sangre. Estas propiedades
asociadas con su habilidad para penetrar membranas biolégicas, da razones
para combinarlo con una droga antifingica para la perfusion regional
intravenosa del miembro.  Dicho esto, este estudio evalud los efectos de
administrar anfotericina B en una soluciéon de DMSO al 10% por perfusion
regional intravenosa como una terapia adjunta a la escision quirdrgica,
deseando disminuir los efectos de deterioro vascular asociados con la
administracion de anfotericina B.

Luego de la escisién quirargica como se hombré anteriormente, se procedio a
la perfusién regional intravenosa. Para llevar a cabo ésta, se le aplica a
proximal de la lesién un torniquete Esmarch, y se ubica una vena superficial
(vena cefélica, digital palmar, safena, digital plantar o la vena digital dorsal),
proxima a la lesion y distal al torniquete, la vena elegida se cateteriza usando
un catéter 20, 22, 24G para la administracion de las drogas. Se inyectan 60ml
de una solucion, conteniendo 50 mg (10ml) de anfotericina B, 6 ml de DMSO y
44 ml de una solucién de ringer lactato. Se administra de forma lenta utilizando
una jeringa de 60 ml conectada a un infusor. Luego de la administracion, el
catéter es removido y se aplica presion manualmente en el sitio de
venopuncion. El torniquete es liberado 45 minutos luego de finalizada la
inyeccion, de forma lenta.

Los estudios han encontrado que mediante la administracién de esta droga de
forma local, la concentracion de ésta en el sitio de la infeccion puede ser
aumentada sin llegar al riesgo de una concentracion toxica.

En este estudio las lesiones fueron evaluadas antes del tratamiento y
semanalmente, luego de la administracién de anfotericina B y DMSO hasta que
las lesiones fueron completamente curadas. Al mismo tiempo, se sacaron
muestras de sangre para analisis de laboratorio como hemograma y bioquimica
sanguinea.

Los resultados fueron beneficiosos resultando en la completa resolucion de las
lesiones aproximadamente luego de dos meses. En ninguno de los casos se
observaron complicaciones en los sitios de venopuncion, y tampoco se observo
recurrencia de la pitiosis hasta luego de un afio de la resolucion de la
enfermedad, incluso en los casos en los que no se removié la totalidad del
tejido infectado.

Respecto a los analisis de laboratorio, el hemograma mostré un aumento del
RBC y PCV (hematocrito) luego del tratamiento. La anemia se resolvio luego de
dos semanas de la perfusion regional intravenosa, el recuento leucocitario total
y diferencial fue significativamente alto antes del tratamiento con neutrofilia y
eosinofilia, los cuales disminuyeron y retornaron a la normalidad luego de dos
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semanas del tratamiento. Por otro lado, la concentracion del fibrinbgeno en
suero antes del tratamiento disminuyé dos semanas luego de iniciado el
mismo. El resto de los valores no mostr6 ninguna particularidad. No se
observaron cambios en las actividades enzimaticas en suero luego de la
perfusion regional intravenosa, sugiriendo que la anfotercina B no causoé
complicaciones sistémicas como disfuncién hepatica o renal que si han sido
reportadas cuando la anfotericina B es administrada sistémicamente.

De este estudio se concluye que el tratamiento fue exitoso, econémico y de
facil realizacion. La anfotericina B cuando es administrada sistémicamente no
llega a concentraciones terapéuticamente efectivas en el sitio de infeccion por
P. insidiosum y puede ser asociado a efectos adversos como nefrotoxicidad y
anemia. La perfusion regional intravenosa, demostr6 que es una técnica
efectiva para obtener altas concentraciones de droga en el tejido y que la alta
concentracion de anfotericina B en el tejido infectado mejora la eficacia de la
droga contra P. insidiosum. Altas concentraciones de anfotericina B perjudica o
inhibe los procesos metabdlicos esenciales de este oomiceto resultando en la
muerte del microorganismo (Doria y col., 2012).

Los tratamientos médicos administrados sistémicamente en los caballos en los
casos de pitiosis han sido reportados como poco efectivo cuando las lesiones
se localizan en los miembros.

La trombosis local, isquemia, necrosis tisular y la formacion de abscesos, las
tipicas lesiones caracteristicas de pitiosis, disminuye el suministro de sangre
local y esto disminuye el efecto terapéutico de la droga administrada. La
inhabilidad de reseccionar completamente la lesién debido a la proximidad de
las articulaciones o huesos, dificulta el tratamiento y favorece la persistencia de
la infeccion.

Las complicaciones asociadas con la perfusién regional intravenosa de
anfotericina B como el edema del miembro, sintomatologia de dolor durante la
palpacion e inflamacién en el sitio de venopuncioén, fueron locales y resueltas.

Se reportd que la escision del tejido exuberante de granulacién por si sola no
es suficiente para resolver la infeccion del miembro causada por el P.
insidiosum. En los casos crénicos la presencia de fibrosis y zonas de
cicatrizacion, aisla al microorganismo de los mecanismos de defensa del
hospedador, asi como de medicamentos antimicoticos administrados
sistémicamente, lo que justifica la administracion de drogas por medio de la
perfusion regional intravenosa.

El periodo de curacion esta relacionado al tamafio de la lesiébn. Mas grande la
lesion, mas largo el periodo de recuperacion.
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Se asume que usando una apropiada dosis de infusion, el aumento de la
presion intravascular favorece la difusion de la anfotericina B a través de los
tejidos y aumenta la concentracién de la droga en el tejido afectado y que la
combinacion con DMSO incrementa la difusion a través de los tejidos
afectados, brindando una mejor resolucion de la infeccibn que cuando la
anfotericina B es administrada sola. En este caso en los animales que se
administré anfotericina B junto con DMSO, solo fue necesaria una sola infusion,
en contraste con otros estudios en los que solo se administro anfotericina B.

3.9.2.3 Tratamiento con Acetonido de Triamcinolona

El acetonido de triamcinolona es un glucocorticoide sintético y de depdsito. Es
utiizado como antiinflamatorio e inmunosupresor en la terapia de
enfermedades articulares, respiratorias y oculares en caballos, sin embargo, no
ha sido utilizada en tratamiento dermatolégicos como la pitiosis cutanea. Se
realiz6 un estudio por Cardona y Vargas en 2015 en la Universidad de
Codrdoba, Colombia, el cual tuvo como objetivo caracterizar clinicamente, micro
y macroscopicamente el proceso de cicatrizacion de la pitiosis cutdnea en
equinos tratados por este farmaco. Se utilizaron 24 equinos infectados
naturalmente con pitiosis cutanea, diagnosticada por el examen fisico general
realizado durante el proceso de seleccion y confirmados por la histopatologia
en las coloraciones de Hematoxilina Eosina (H-E) y Grocott (GSM). Los
animales fueron divididos en dos grupos. Un grupo recibié tratamiento
intramuscular con 50 mg de acetonido de tramcinolona cada 15 dias hasta
completar 3 aplicaciones (grupo tratado) y al segundo grupo no se le realizd
tratamiento (grupo control). El presente estudio constituye el primer reporte de
equinos tratados con este farmaco contra pitiosis cutanea.

A todos los animales (grupo tratado y grupo control) se les realizé evaluaciéon
clinica, macro y microscépica hasta la recuperacién completa del granuloma en
el grupo tratado. Adicionalmente, en los animales con lesién en la parte distal
de los miembros, fueron realizadas proyecciones radiolégicas para evaluar el
grado de compromiso 6seo Y fibrosis tisular.

Los resultados revelaron una disminucion marcada de las caracteristicas
clinicas en el grupo de animales tratados. Se constatd una disminucion del
prurito aproximadamente a los 11 dias, salida de “kunkers” a los 13 dias,
secrecion fibrinosanguinolenta a los 14 dias y presencia de trayectos fistulosos
a los 15 dias. Aproximadamente a los 16 dias de iniciado el tratamiento se
presentd ausencia de signos clinicos y comenzé la formacion de la costra y al
cabo de 60 dias cerraron completamente las heridas. Ninguno de los animales
control presentd mejoria y se mantuvieron iguales durante todo el estudio.
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Histologicamente, previo al tratamiento se realizaron biopsias y tinciones con
H-E, observandose la presencia de intensa proliferacion de tejido conjuntivo
dispuesto en forma irregular, numerosos fibroblastos y fibras colagenas.
Ademas, marcada infiltracion inflamatoria piogranulomatosa, con infiltracion de
polimorfonucleares principalmente eosindfilos y neutrofilos, presencia de masas
necroticas multifocales y el fendmeno Splendore-Hoeppli (SH), lo que
corresponde a una dermatitis piogranulomatosa eosinofilica difusa multifocal.
En la coloracion de Grocott se observaron estructuras ramificadas,
ocasionalmente septadas, de color marron oscuro, con paredes lisas y
paralelas, que algunas veces forman angulos de 90° lo que corresponde a
seudo hifas intralesionales caracteristicas del oomiceto.

Luego de iniciado el tratamiento se observd que en el grupo tratado, a medida
que avanzaba la recuperaciébn del granuloma, disminuyé el proceso
inflamatorio, evidenciado por la disminucion progresiva de PMN, fibrina,
fenébmenos de SH, asi como el aumento de vasos sanguineos y tejidos
conjuntivo. En el grupo control se mantuvo la dermatitis granulomatosa difusa
multifocal con infiltrado inflamatorio intenso, edema y congestion focalizada, asi
como ausencia de epitelio y formacion de una camada fibrino leucocitaria
durante todo el estudio (Cardonay col., 2016).

El mecanismo de accion del acetonido de triamcinolona en el caso de la pitiosis
cutdnea equina aun es incierto, aunque los corticosteroides tienen una variedad
de funciones metabdlicas, enddcrinas e inmunolégicas. Clares (2003) y Morato
(2006) exponen que el mecanismo de la actividad antiinflamatoria y antialérgica
de los corticoesteroides tipo glucocorticoide, es la induccién de las proteinas
inhibidoras de la fosfolipasa A2, colectivamente denominadas lipocortinas. Se
postula que esas proteinas controlan potentes mediadores de la inflamacién
como las prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos y acidos
hidroxieicosatrienoicos, todos sintetizados a partir del acido araquidénico, cuya
liberacion es catalizada por la enzima fosfolipasa A2. Como resultado de esta
accion, tendran efectos antiinflamatorios, como atraso en la migracién de
leucocitos polimorfonucleares, disminucion de la fibrinogénesis, disminucién de
la produccion de proteina C-reactiva, supresion de la desgranulacion de
mastocitos, y efectos inmunosupresores, incluyendo la supresion de los
procesos de fagocitosis y reduccion del nimero de eosindfilos y linfocitos.

Por lo tanto, la explicacion farmacoldgica en la recuperacion de los equinos con
pitiosis tratados con acetonido de triamcinolona se encuentra en el mecanismo
de la actividad imuno-moduladora de los glucocorticoides, ya que inhibe la
sintesis, liberacion y/o accion de citocinas y otros mediadores que promueven
la respuesta inflamatoria o inmune.

El acetonido de triamcinolona disminuye la vida media del eosindfilo,
bloqueando la sintesis de IL-5 y el factor estimulante de colonias de

39



granulocitos y macrofagos (GM-CSF), lo que desencadena la apoptosis de
estas células. Asi el P. insidiosum queda expuesto a los neutrofilos y
macréfagos, que a la vez eliminan totalmente las hifas del tejido, estimulando la
reparacion fisiologica de la herida. Adicionalmente, los glucocorticoides
prolongan la supervivencia de los neutrdfilos y disminuyen la apoptosis de
estas células (Meagher y col., 1996).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se pudo concluir
que el acetonido de triamcionolona fue efectivo en heridas granulomatosas por
pitiosis. Se observd una recuperacion clinica en todos los animales tratados.
Por lo tanto, se puede recomendar el uso del acetonido de triamcinolona como
una buena alternativa terapéutica en el tratamiento de esta enfermedad
(Cardona y col., 2017).

3.9.3 Tratamiento con Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tratamiento que se basa en la inyeccion de antigenos
de P. insidiosum derivados de cultivos in vitro, dando buenos resultados en el
manejo de esta patologia tanto en humanos como en caballos, siendo ademas
para ambos un tratamiento seguro. Las propiedades curativas se le atribuyen al
cambio de respuesta de Th2 a Thl. Miller, en 1981 fue el primer investigador
en reportar que los antigenos de P. insidiosum derivados de cultivos poseian
propiedades terapéuticas cuando eran inyectados en caballos, dando como
resultado la curacion del 50% de los animales tratados.

En un reporte posterior, Miller en 1985 se cuestiond la efectividad del
tratamiento inmunoldgico cuando algunos caballos parecian no responder a
este tratamiento.

Otros investigadores reportaron que los inmunégenos de P. insidiosum no
resultaban 100% efectivos en los casos cronicos (Mendoza y Villalobus, 1992).

En trabajos posteriores, con el mismo antigeno que fue utilizado por Miller y
aguellos utilizados por Mendoza, se demostré que el 100% de los casos de
estadios tempranos de la enfermedad (lesiones de menos de 20 dias) fueron
curadas, mientras solo un 20 al 40% de los casos cronicos respondieron a la
inmunoterapia (lesiones de mas de 2 meses).

Desde entonces, la inmunoterapia ha sido utilizada exitosamente en mas de
500.000 casos de pitiosis en equinos. Usando una nueva formulacion de
inmunoterapia, Mendoza en el 2003 reportdé 60% de efectividad en los caballos
sujetos solo a inmunoterapia. La combinacion del desbridamiento quirargico del
tejido afectado seguido por inmunoterapia, aumentd el rango de curacion
aproximadamente a 90% cuando es utilizado en casos cronicos y severos. En
adicién, la inmunoterapia se considera exitosa en ganado con pitiosis, en
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contraste a los resultados obtenidos en perros y gatos, en los cuales no es
efectivo en la mayoria de los casos.

La causa de la falla de la inmunoterapia en perros y gatos es desconocida,
pero una explicacion de ésta puede ser que en estos animales el diagnostico
de la enfermedad es tardio, con una infeccion ya acentuada, sistema
inmunitario debilitado y por lo tanto una respuesta a la inmunoterapia pobre
(Hensel y col., 2003).

Por otro lado, la inmunoterapia ha sido testeada de forma exitosa en pacientes
humanos en Tailandia sufriendo pitiosis arterial (Wanachiwanawin y col., 2004).

En la infeccion natural, se cree que los exoantigenos de P. insidiosum son
procesados por las células presentadores de antigenos y presentados a las
células ThO. Las células ThO se diferencian a Th2 expresando grandes
cantidades de IL-5, IL-4 y otras citoquinas. La IL-4 puede estimular las células
B para producir IgE y también precipitar 1gG e IgM, detectadas en la mayoria
de los ensayos seroldgicos. Por otro lado, la IL-5 e IgE estimulan células
mastociticas y eosindéfilos para migrar al sitio de infeccion. Estas células
inflamatorias se desgranulan alrededor de las hifas (fenémeno SH) causando
dafio en los tejidos y enmascarando las hifas de P. insidiosum del sistema
inmune del hospedero. La IL4 también puede disminuir la respuesta Thl
blogueando la respuesta del huésped. Luego de la inmunoterapia, los
antigenos son procesados por las células presentadoras de antigenos en una
forma diferente que la producida en la infeccion natural. Luego de la
presentacion, las células ThO se desarrollan a Thl expresando grandes
cantidades de IFNy e IL-2 que dispara una respuesta inmune mediada por
células mononucleares, incluyendo linfocitos citotoxicos y macrofagos. Se cree
qgue la inmunidad celular es directamente responsable de eliminar las hifas del
P. insidiosum. Las células B son también estimuladas para producir IgG dando
proteccion a largo plazo. La continua produccién de IFNy disminuye la
respuesta Th2 rompiendo el ciclo creado por los exoantigenos durante la
infeccion natural (Mendoza y col., 2003).

La inmunizacion de equinos con productos derivados de cultivos de P.
insidiosum fueron reportados presentando propiedades curativas en Australia
(Miller, 1981) y Costa Rica (Mendoza y Alfaro, 1986). Hay dos antigenos
presentes en la literatura, como las vacunas de Miller y de Mendoza que han
sido utilizadas para la inmunoterapia. La vacuna de Miller fue preparada con
antigenos de hifas sonicadas, mientras que en la vacuna de Mendoza se utilizd
un precipitado de proteinas a partir de un cultivo de antigenos filtrados. La
inmunoterapia de caballos con la vacuna Australiana tuyo un éxito del 53%. Un
aumento de este porcentaje de curacion se obtuvo cuando la inmunizacion fue
acompafada de la remocion quirdrgica. Resultados similares se obtuvieron con
la vacuna de Costa Rica. Sin embargo, la vacuna descripta por Miller pierde
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sus propiedades curativas luego del almacenamiento a 4°C. En contraste, la
vacuna de Mendoza fue considerada efectiva luego de 18 meses luego de su
preparacion.

Recientemente Mendoza introdujo un nuevo inmundgeno para el tratamiento de
pitiosis tanto en humanos como en animales. Esta nueva formulacion contiene
exo y endoproteinas extraidas de cultivos de P. insidiosum, resultando efectiva
en estadios agudos y cronicos de enfermedad (Mendoza y col., 2003). Estos
estudios sugieren que los antigenos de las hifas pueden contener productos
gue estan involucrados en la mejora de la respuesta inmunoldgica.

Los caballos con enfermedad que tuvieron una falla en la respuesta inmune no
desarrollaron inflamacion en los sitios de inyeccion de la vacuna. Se sugiere
que la respuesta a la inmunizacibn no esta solo relacionada al estado
inmunitario del huésped infectado, sino que también al tipo de inmundgeno
utilizado. Una nueva formulacion de la vacuna conteniendo una mezcla de
exoantigenos e inmundgenos citoplasmaticos, aumenté las propiedades
curativas incluyendo la recuperacion de los casos crénicos (Mendoza y col.,
2003).

Las complicaciones asociadas con la inmunoterapia son principalmente
reaccion inflamatoria en el sitio de inyeccion, contaminacion bacteriana
secundaria y claudicacion en caso de lesiones en miembros. Se han reportado
que algunos caballos curados por inmunizacion volvieron a contraer la
enfermedad un afio después.

Esto sugiere que la vacuna tiene propiedades profilacticas de corta duracion.
Las propiedades profilacticas de los inmunégenos de P. insidiosum han sido
evaluados por Santurio y Leal 2003, en un modelo animal. Estos investigadores
confirman que los antigenos derivados de este oomiceto presentan
propiedades curativas y profilacticas.

Actualmente en Uruguay no hay vacunas disponibles en el mercado, por lo cual
para su obtencion debemos recurrir al mercado de Brasil. Este cuenta con el
inmunoterapico llamado PITIUM VAC®. La presentacion de la misma es en dos
frascos para su reconstitucién; uno frasco contiene 34mg de proteinas
liofilizadas del P. insidiosum y un frasco de 2 ml con agua bidestilada estéril.

Para su inoculacién se utiliza un frasco reconstituido con 2 ml de agua estéril y
previamente agitado vigorosamente durante 3 minutos. Se aplica todo el
contenido por via subcutanea en la region del cuello, sin importar la edad o el
peso. El intervalo de aplicacion entre una dosis y otra es de 14 dias. Deben ser
aplicadas hasta la regresion total de las lesiones. Puede aparecer edema en la
region de la aplicacion, pero éste desaparece naturalmente. El producto no
presenta contraindicaciones, siendo su uso exclusivo para equinos.
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Esta vacuna esta indicada para equinos con lesiones menores a dos meses de
duracion y el tiempo necesario para conferir inmunidad es de 14 dias luego de
la aplicacion. El tiempo minimo para obtener la cura del animal va de 1 mes a
un maximo de 10 meses. Actualmente el precio de esta vacuna es de R$ 60 la
dosis (55).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

- Describir la presentacion clinica de un caso de pitiosis cutanea en un
equino.

4.2 Objetivos especificos:

- Profundizar conocimientos sobre la pitiosis cutdnea, una enfermedad
subdiagnosticada en Uruguay, y de gran importancia en los paises de la
region.

- Analizar los signos clinicos y los exdmenes de laboratorio para el
diagnostico definitivo de la misma.

- Evaluar las distintas opciones terapéuticas utilizadas en la actualidad.

- Contribuir con este estudio, para que sea de utilidad en caso de surgir
casos con caracteristicas similares.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 CASO CLINICO

Ingres6 al Hospital de Equinos de la Facultad de Veterinaria el de 17 de julio
del 2017, un equino hembra, de raza criollo, pelaje moro de 12 afios de edad,
con el nombre “Llovizna”, proveniente de zonas arroceras, Vergara,
Departamento de Treinta y Tres.

El motivo de consulta fue “Herida en el abdomen que no cura”.

La yegua no se encontraba con las medidas sanitarias correspondientes de
vacunacion y desparasitacion. Vivia en un campo, con otros caballos los cuales
gozaban de buena salud y se alimentaban del pasto del campo natural y avena.

El propietario relaté que el caso comienza con una pequefa herida en la region
ventral del abdomen, 3 meses antes del ingreso a facultad, la cual tuvo como
complicacion una miasis. Se le administro antibidtico, Oxitetraciclina
(Terramicina®) durante un mes, sin presentar respuesta al tratamiento y
cambiaron el antibiético por Penicilina-Estreptomicina (Repen®) por 15 dias
mas, desconociendo las dosis y tiempo de administracién de las mismas, pero
tampoco obtuvieron mejoria.

Una vez ingresada al Hospital, se realiz6 la valoracion de la yegua, iniciando la
historia clinica donde se determinaron las constantes fisioldgicas (frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, mucosas y temperatura), se constato
frecuencia cardiaca elevada, la cual se mantuvo elevado por varios dias de
internacion (80-96 Ipm) al igual que las mucosas palidas. Los demas
parametros no presentaban alteraciones o resultados por fuera de los rangos
normales. Ademas, se observé mal estado general, depresion del sensorio,
condicion corporal mala y lesiones de piel en todo el cuerpo con presencia de
prurito.

El examen objetivo particular fue dirigido a piel y subcutaneo. A la inspeccion
se observo una herida en la region abdominal ventral, de forma oval, profunda,
de aproximadamente 50cm por 30cm, de aspecto granulomatoso, ulcerante y
necrotico con trayectos fistulosos, secrecibn sanguinopurulenta, con
inflamacion y edema en los bordes de la misma. También se constaté la
presencia de prurito y olor fétido en la herida. Se observaron regiones
alopécicas multiples bilaterales de diferentes tamafos con escaras en todo el
cuerpo, predominantemente en el cuello, térax y miembros.

El mismo dia del ingreso al Hospital, fue inmunizada con la vacuna Antitetanica
(TETANIC®).
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Fig. 21.  Lesiones  cutaneas  rjg 22 Herida en la region abdominal ventral, de forma oval,
a!opemcas mdltiples bilaterales de profunda, de aspecto granulomatoso, ulcerante y necrético
diferentes tamafios con escaras.  con trayectos fistulosos, secrecion sanguinopurulenta. Fuente:

Fuente: Facultad de Veterinaria  pacuitad de Veterinaria Montevideo, Uruguay. 2017.
Montevideo, Uruguay. 2017

5.2 Métodos diagnésticos

Se tomaron biopsias de tejido necrético, tejido de transicién (areas sanas e
infectadas) y de piel de las zonas alopecicas de la region del cuello, las cuales
fueron fijadas en formol al 10%, y enviadas al DILAVE, Laboratorio Veterinario
Oficial, para la evaluacion histopatolégica.

También se tomaron muestras sanguineas, en tubo con anticoagulante para
realizar hemograma en el Laboratorio del Hospital de la Facultad.

Fig. 24. Muestras de tejido
infectado fijadas en formol
al 10%. Fuente: Facultad
de Veterinaria Montevideo,
Uruguay 2017.

Fig. 23. Escision de muestras de tejido
infectado. Fuente: Facultad de Veterinaria
Montevideo, Uruguay 2017. 46



6. RESULTADOS

6.1 Resultados del hemograma

Cuadro I: Hemograma del 17 de julio

17 de julio del | Valores de referencia
2017
Hematies 2,73 6 —12,9 x 10%?3/L
Hemoglobina 5,2 11 -17 g/dl
Hematocrito 14,1 32-48%
V.C.M 52 37-59 u3
H.C.M 18,9 12,3-19,7 pg
C.H.C.M 36.4 31 -39 g/dl
Plaguetas 114 100 — 300 x 10°/L
Leucocitos 10,8 58—-12x10°%L

Cuadro Il: Hemograma y leucograma del 7 de agosto 2017

7 de agosto del 2017 Valores de referencia
Hematies 2,73 6 —12,9 x 1012/
Hemoglobina 55 11 -17 g/dl
Hematocrito 15,2 32-48%
V.C.M 52 37 —59 u3
H.C.M 20,2 12,3-19,7 pg
C.H.C.M 36,2 31 -39 g/l
Plaguetas 137 100 — 300 x 10°/L
Leucocitos 13,7 5,8-12x10%L
Neutrofilos 67 40 — 70%
Linfocitos 17 20 — 45%
Monocitos 4 0-4%
Eosindfilos 12 0-4%
Basdfilos 0 0-3%

En el primer hemograma del Cuadro |, que se realiz6é el dia que ingreso, se
constata anemia, que se correlaciona con el aumento de la frecuencia cardiaca
y las mucosas pélidas que presentaba el paciente.

En el hemograma del Cuadro Il, que se realiz6 el dia 7 de agosto cuando ya el
paciente se encontraba en su domicilio y se observa que continué la anemia y
ademas presentaba una leucocitosis eosinofilica.
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6.2 Resultados de histopatologia: 1/08/2017 Treintay Tres

A la histologia de las varias piezas recibidas se observa un tejido de
granulacion con marcada fibrosis y que contiene un proceso inflamatorio de tipo
piogranulomatoso, cronico-activo, formado por células epiteliales, gran cantidad
de neutrofilos y multiples areas necroticas amorfas, eosinofilicas, que contienen
eosindfilos normales y necroticos, muchos desgranulados alrededor y a lo
largo, fibras colagenas con degeneracion hialina. Hay trombosis vascular y
vasculitis leucocitoclasitica.

Las lesiones histoldgicas son caracteristicas de Pythium insidiosum
En suma los resultados son compatibles con Pitiosis Equina.

Dr. Fernando Dutra.

6.3 Tratamiento

Debido a la evolucién crénica del caso y la zona involucrada, el tratamiento
quirargico no se pudo llevar a cabo. De esta forma se optd por realizar un
tratamiento sintomatico con la administracion de antibidticos en los cuales se
incluyeron penicilina-estreptomicina (REPEN®) 20.000Ul/kg, intramuscular
cada 12 horas y Gentamicina 6,6 mg/kg, intravenoso cada 24 horas;
antiinflamatorio, Diclofenac 0,8 mg/kg, intravenoso cada 12 horas por 8 dias,
desinfeccién de la herida, hierro y vitamina B12 10 ml de cada uno, intravenoso
lento cada 48 horas y un complejo de vitaminas y minerales, 50 ml oral cada 24
horas (Red cell®) debido a la anemia presente, hasta que fue dada de alta.

El dia 24 de julio se le administr0 una dosis de 20 mg de Acetonido de
triamcinolona (Acetidrona®) intramuscular, para disminuir el prurito y basado en
los buenos resultados obtenidos de un estudio realizado en Colombia por
Cardonay Vargas en el 2015.

El dia 29 de julio se le administré la vacuna PITIUM VAC® subcutanea. Esta
vacuna es un inmunoterapico especifico para esta patologia que se inocula
cada 14 dias y que actia alterando la respuesta inmunitaria de los animales,
promoviendo la disminucion de la inflamacion y cicatrizacion de las lesiones,
obteniendo mejores resultados en etapas agudas de la enfermedad.
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6.4 Evolucion

Las lesiones de piel no cedieron en todo el tratamiento, aunque se noté una
disminucion del prurito luego de la administracion del acetonido de
triamcionolona.

El 30 de julio del 2017 se continud el tratamiento a domicilio por decision propia
del propietario. No se obtuvo ninguna respuesta al tratamiento, por lo tanto,
para detener el sufrimiento del animal y con fines éticos se opté por la
eutanasia.
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7. DISCUSION

Una vez que el paciente arrib6é a la consulta debido al aspecto clinico de la
lesién y la anamnesis, se plantearon distintos diferenciales, entre ellos los
principales fueron, tejido de granulacion exuberante, sarcoide equino y pitiosis
cutanea. En primera instancia se tomd una muestra sanguinea para realizar un
hemograma, y muestras de tejido afectado para analisis de histopatologia, fue
inmunizada con una vacuna anti-tetdnica y se le instauré un tratamiento
sintomético debido al mal estado general y la depresién sensorial.

Mediante la anamnesis, signos clinicos y analisis de laboratorio se determind
un cuadro de pitiosis cutanea (Reis y col., 2003; Socolovski y col., 2007). En
nuestro pais el método diagndéstico de laboratorio se realiza en el Laboratorio
Oficial DILAVE, a través de histopatologia por las técnicas de tincion de
Hematoxilina-Eosina y Grocott.

Existen ademas, otras técnicas de importancia para el diagnéstico precoz de la
enfermedad, como la imunohistoquimica, ELISA, inmunodifusion, Western Blot
y PCR (Reis y col., 2003; Santurio y col., 2006b; Pedroso y col., 2009; Trost y
col., 2009; Bezerra y col., 2010). Esto resulta de gran importancia, debido a que
la cronicidad de la lesion empeora el pronéstico vital del paciente.

Si bien el diagnostico clinico es facil debido a las lesiones caracteristicas que
presenta esta patologia, el desconocimiento y la baja incidencia dificultan su
diagndstico en Uruguay (Dutra, 2012). Esta se debe a que el agente etioldgico
se desarrolla en zonas tropicales y subtropicales, entre ellos Brasil, pais
limitrofe.

Otro dato a destacar, es que los equinos son la especie que resulta mas
susceptible a la infecciébn por este oomiceto y que contamos con un factor
individual, ya que no todos adquieren la enfermedad, teniendo mayor riesgo los
caballos jévenes, gerontes o inmunosuprimidos (Robinson y Sprayberry, 2012).

Por otro lado, el cambio climatico ha contribuido a que en estos Ultimos afios
hayamos pasado de un clima templado a uno mas subtropical, lo que
contribuye a un ambiente éptimo para el desarrollo de pitiosis, principalmente
en la frontera con Brasil.

En Uruguay se describen 7 casos de pitiosis equina cutanea ocurridos en la
region Este de Uruguay entre el 2012 y 2017. Todos los casos ocurrieron entre
fines de verano y otofio (marzo a junio). Por lo tanto, esta patologia presenta
una marcada estacionalidad, asociada al ciclo del agente causal, que permite
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tomar medidas preventivas que eviten el contacto prolongado en ese periodo
(Dutra y col., 2018).

Al consultar la bibliografia sobre diversos tratamientos para la pitiosis cutanea,
se referencia a que el éxito de los mismos, no solo depende de la cronicidad de
la enfermedad, sino también de la localizacién, tamafio de la lesion y estado
inmunitario del animal (Cardona vy col., 2013).

En la mayoria de los casos reportados se utilizan terapias combinadas para
obtener mejores resultados. El tratamiento quirtrgico siempre esta indicado, a
menos que las lesiones sean muy extensas y comprometan estructuras
anatomicas de relevancia. Esta técnica se acompafia con otras terapias, con la
inmunoterapia y/o farmacos sistémicos o locales.

La inmunoterapia ha sido mas efectiva en estadios tempranos de la
enfermedad (Mendoza y col., 2003). En Uruguay no hay vacunas disponibles
en el mercado nacional, teniendo que recurrir al mercado de Brasil.

Las terapias farmacoldgicas consisten en el uso de anfotericina B y DMSO
tépico y/o regional intravenosa, pero actualmente en nuestro pais no contamos
con la anfotericina B de administracion intravenosa (Doria y col., 2015).

En el 2015 Cardona y Vargas realizaron un estudio, administrado acetonido de
triamcinolona a animales infectados naturalmente de pitiosis obteniendo
resultados exitosos en combinacion con la escisién quirdrgica. Esto resulta ser
una buena alternativa terapéutica en nuestro pais por la disponibilidad del
farmaco.

El tratamiento insaturado en nuestro caso clinico, una vez diagnosticada la
pitiosis, consistio en la aplicacién de la inmunoterapia y el uso de acetonido de
tramcinolona. Desafortunadamente debido a la cronicidad (3 meses de
evolucion) de la lesion y su localizacion no se pudo llevar a cabo la escisiéon
quirargica. Esto complicé el prondstico y no se obtuvo mejorias clinicas,
optandose tiempo después por la eutanasia del animal.
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8. CONCLUSIONES

La pitiosis cutanea es una enfermedad infecciosa, causada por el Pythium
insidiosum, un microorganismo que necesita condiciones medioambientales
determinantes para su desarrollo, zonas tropicales y subtropicales, inundables
y con abundante vegetacion.

Si bien el cambio climético en estos Ultimos afios ha contribuido en el desarrollo
de este patdgeno en nuestro pais, seguramente haya sido una patologia sub-
diagnosticada o mal diagnosticada durante varios afos.

El resultado exitoso de los tratamientos para la pitiosis cutdnea depende
fundamentalmente de un rpido diagndstico y tratamiento temprano para un
buen pronéstico, basandose en la presencia de los kunkers que son
caracteristicos y unicos en los equinos, y confirmandose por histopatologia.

El uso de terapias combinadas en los casos reportados arroja mejores
resultados.

En Uruguay se esta conociendo méas sobre la enfermedad, y seguramente esto
haga que mejoren los prondsticos en casos futuros.
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