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Resumen

Pythium insidiosum es un hongo distribuido globalmente causante de una micosis emergente lla-
mada Pitiosis en personas y animales. El diagndstico definitivo involucra correlacién clinico epide-
mioldgica, clinico patoldgica, histopatolégica y molecular. En Colombia no existen antecedentes
diagnésticos de Pitiosis con estas correlaciones. Pitiosis fue demostrada dos equinos de zona rural
en Puerto Boyacd, Departamento de Boyacd-Colombia. Los equinos presentaron en extremidades
lesiones tnicas, pruriginosas, ulceradas, granulomatosas, alternada de masas sélidas con secrecién
serosanguinolenta. De las biopsias los hallazgos anatomopatolégicos demostraron masas sélidas
de aspecto coralino, las cuales se procesaron histopatolégicamente. Los resultados correlaciona-
dos de biogeografia, las lesiones halladas en los equinos y en ellas los patrones histopatoldgicos de
Splendore-Hoeplii, con hallazgos de hifas raramente septadas con didmetro de 2,5 a 6,2 micras en
ramificacién angulada, junto a la secuenciacién del DNA extraido y comparado con el depositado
para P.insidiosum en el GenBank permitié demostrar en todas las muestras una homologia del
100% conformdndose por primera vez el diagndstico definitivo de Pitiosis en Colombia.
Palabras Clave: Pythyum insidiosum, Pitiosis, diagndstico.

Mycoses for Pythium insidiosum.
First case with definitive diagnosis in Colombia

Abstract
Pythium insidiosum is a globally distributed fungus that causes a fungal infection called Pythio-
sis is considered an emerging disease in humans and animals. A definitive diagnosis involves
clinical, epidemiological, histopathological and molecular correlations. There are no reports of
Pythiosis diagnosis involving all these correlations in Colombia. In this study were confirmed
Phytiosis in two horses in rural area of Puerto Boyacd (Boyacd, Colombia) presenting single,
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itching, ulcerated, granulomatous lesions on their limbs with serosanguineous suppuration. Biop-
sies were analyzed pathologically and histopathologically. Polymerase Chain Reaction (PCR) was
carried out from DNA extracted of paraffin blocks. This study report the first definitive diagnosis
of phytiosis in Colombia based on the correlation between bio-geography area, the pathological
and histopathological findings which included patterns like Splendore-Hoeplii and hyphae with
rare septae (2.5 to 6.2 microns diameters of branching angled) along with sequenced DNA that
showed 100% homology with the Pythium insidiosum sequence at the GenBank.

Key words: Pythium insidiosum, Pythiosis, diagnosis.

Introduccion
Pythium sp conforma un genero de hongos oomi-
cetos de los cuales solo la especie Pythium insi-
diosum causa una enfermedad llamada Pitiosis en
personas y animales (1, 2, 4, 13-21). Es conside-
rada una micosis emergente (14). La adquisicién
de Pitiosis se hace via zoosporas flageladas moti-
les en ambientes acudticos y cenagosos empanta-

nados, en regiones de clima tropical y subtropical
(2,14, 22).

Las zoosporas de P. insidiosum ingresan por le-
siones de piel o ingestién (22). En piel intacta, se
demuestra, entran por el foliculo piloso en equi-
nos y bovinos (15,23); en contacto con tejidos las
zoosporas pierden sus flagelos e inician la forma-
cién “hifas” en direccién tisular penetrando me-
cdnicamente con la ayuda de enzimas proteoliticas

(4,24,25).

En personas, antigenos de P. insidiosum de 74 kd
dominan la respuesta inmune y en equinos anti-
genos de 28 Kd, 30 Kd y 32 Kd. Diferencias a ni-
vel de subgrupo de P. insidiosum encontrados por
andlisis filogenéticos explican las diferencias de
inmunogenicidad en humanos y equinos (26-28).

Usualmente pitiosis en personas se manifiesta
clinicamente restringida a extremidades, como
lesiones nodulares cutdneas o subcutaneas, ulce-
radas con secrecién serosanguinolenta (3,5) y en
animales se describen restringidas a extremidades
y zona ventral toracoabdominal como en ovinos
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(18), bovinos(21,23) y equinos (29-32). Adicional-
mente con presentacién gastrointestinal en cani-
nos (20,33) y respiratoria en felinos (16,19).

En equinos las lesiones frecuentemente presen-
tan masas arenosas amarillentas descritas como
formas coralinas llamadas “Kunkers” (16,29-34).
Los hallazgos histopatolégicos de Pitiosis con
histoquimica H & E muestran reaccién granu-
lomatosa eosinofila llamada fenémeno de Splen-
dore — Hoepplii en personas (13), ovinos (18),
bovinos (23), equinos (30,31,34), felinos (19) y
caninos (33).

Los “Kunkers” de la especie equina con H&E son
mayoritariamente agregados de eosinéfilos ne-
créticos con desbridados tisulares (14,30,32,34).
El diagnéstico de Pitiosis involucra aislamiento
del hongo con cultivo a 37°C, con agar dextro-
sa - Sabouraud, donde genera colonias blanque-
cino-amarillentas planas de distribucién radial,
sin hifas aéreas (3), en el aislamiento la induccién
de formacién de zoosporas es necesaria (35); o de-
teccion sérica de anticuerpos anti P. insidiosum
por inmunodifusion (36) ELISA, y Western blot
(3,31,11); y en tejidos por inmunohistoquimica
para deteccion de de hifas (18,31) e histoquimica
para morfometria de hifas con coloraciéon H&E
(13,16,19,20,30,31,33,34), PAS (10,37,38) y Go-
mori (13-14, 16-20, 22-23, 29-34).

El diagnéstico molecular utiliza reaccién en cade-
na de la polimerasa ~PCR-, analizando 510 bases
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de los genes 18s tDNA de P. insidiosum a partir
de muestras clinicas o las hifas del material de los

cultivos (38-39).

Pitiosis en Sur America es reportada con diagnos-
tico definitivo en animales de Venezuela (40,41)
y Brasil (23,29,43,48) y en personas; se registro el
primer caso con diagnostico definitivo en Brasil
para el ano 2006 (5). Este trabajo hace un diag-
nostico definitivo de Pitiosis en Colombia con co-
rrelacién clinico epidemiolégica, patoldgica, histo-
patolégica y molecular.

Materiales y métodos

El dia 12 de mayo de 2008 dos equinos fueron
examinados en consulta particular por el Dr. Gus-
tavo Sanchez, Médico Veterinario en zona rural
del Municipio de Puerto Boyacd Departamento
de Boyacd - Colombia - Suramérica, coordenadas
geograficas 5. 58. latitud norte y 74. 36. longitud
oeste Greenwich, a la orilla del Rio Magdalena, a
150 metros sobre el nivel del mar; para el ano de
2008; segtin registros publicos ambientales para
la fecha del hallazgo con temperatura media entre
25.7° Cy 29.7° C, minima entre 16.8 y 23°C y
mdxima entre 31.4 y 40° C (42).

Presentacion clinica. Caso uno; equino de raza crio-
lla, genero hembra de 4.5 anos de edad, con baja
condicién corporal, originario de Puerto Boyaci;
sus lesiones de 3,5 meses de evolucién. Se hallaron
en ubicacién tnica en relacién con el tegumento
de la falange media de miembro posterior izquier-
do, Figura 1la.

Caso dos: equino de raza criolla, genero macho
de 5 anos de edad, con baja condicién corporal,
originario de Puerto Boyacd. Sus lesiones de 3 me-
ses de evolucién también de ubicacién tnica pero
en relacién con el tegumento de la cara posterior
de la articulacién faldngico-proximal de miembro
anterior izquierdo, Figura 1b.

Las lesiones descritas en ambos casos tuvieron as-
pecto abultado, homogéneamente ulcerado, con

focos en distribucién difusa de aspecto “granu-
lomatoso”, con secrecién serosanguinolenta entre
seca y himeda; a la palpacién las masas de aspecto
granulomatoso se hallaron depresibles alternadas
de masas duras no depresibles, refiriéndose dolor
y advirtiéndose prurito intenso sobre los bodes de
la lesién llevando a frotar intensamente los artejos
contra el macizo facial, no se observé linfadenopa-
tias en los dos casos.

Histopatologia. Sin anestesia, por biopsia inci-
sional se tomaron muestras de tejido de aprox. 2
CC. En relacién con las masas granulomatosas no
depresibles se fijaron en formol al 10% y se pro-
cesaron histotecnicamente con técnicas conven-
cionales en parafina, se hicieron cortes a 4 micras
y se colorearon H&E, (Hematoxilina y Eosina),
Acido Peryodico de Schiff (PAS) y Gomori (Pla-
ta Metamina de Gomori) como procedié Reis y
Noguira (2002) (43).

El anilisis histomorfométrico fue realizado por
grupo de investigaciones de Procesamiento de
Imégenes - PROSEIM - Facultad de Medicina-
Universidad de la Sabana. Utilizando microsco-
pio foténico marca Leica, con lente de cuadricu-
la milimetrada, calibrado segiin WHO (44), se
midieron los didmetros mayores y menores de las
hifas visualizadas en coloracién de Gomori, en
tres placas cada una con anilisis de 20 campos
a 100x.

El Anilisis Molecular se hizo en el Medical Tech-
nology Program, Department of Microbiology and
Molecular Genetics, Michigan State University
tras envio de los bloques de parafina obtenidos
del procesamiento histotécnico; alli se extrajo el
DNA total de los bloques en parafina que de-
mostraron hifas; el método de extraccién como
reporta Fredericks and Relman 1999 (45); las
secuencias de rDNA (subunidad ribosomal 18S)
amplificadas con primers NS1 y NS8 fueron
comparadas con las secuencias depositadas en
GenBank bajo Pythium insidiosum como proce-

de (40,46) .
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Resultados

Figura 1. Presentacion clinica de las lesiones equinas. Caso uno en miembro anterior (1a). Caso dos en miembro posterior (1b). Acerca-
miento de las lesiones con aspecto granulomatoso himedo, ulcerado con secrecién serosanguinolenta seca y en flujo, sobre las cuales se
hallan masas incrustadas duras de color café (1c). Al corte la lesién ofrece resistencia y al interior se encuentran espacios serosanguino-
lentos, en cuyo interior se hallan masas sélidas, duras a la manipulacién, que desprenden con relativa facilidad, dejando los espacios sin
colapsar y con contenido serosanguiolento. Las masas extraidas luego de lavadas revelaron color blanquecino a amarillento, con formas
desde cilindréides ramificadas a amorfas, de tamafios variables, oscilando entre 5 a 15 mm (1d).

Figura 2. (a) Granuloma con histopatologia de Esplendore Hoepplii en coloracién H & E a 5 X (b). Infiltrado de predominio eosinéfilo
con degeneracién coldgena en coloracién H & E a 40X.
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Figura 3. (a) Hifa con ramificacién en dngulo recto en coloracién de PAS a 100X, (b). hifa con regién delgada alternada de regién

gruesa en coloracién de Gomori a 100X.

El DNA extraido y secuenciado por el Dr. Leonel
Mendoza PhD y Raquel Vilela PhD en el Biome-
dical Laboratory Diagnostics Program - Michigan
State University mostré que las secuencias ampli-
ficadas son compatibles 100% con las depositadas
para la especie Pythium insidiosum en el GenBank.

Discusion

En el diagnéstico presuntivo e inicial de Pitiosis
se correlaciond las coordenadas biogeograficas de
la zona del hallazgo, Puerto Boyacd Boyacd — Co-
lombia, reconocidas como zona de vida tropical
lluvioso, con temperaturas maximas entre 31.4 y
40°C para el ano del hallazgo (2008) (42,47) y
los animales de los casos clinicos, quienes ademds
de ser originarios de la zona, demostraron estancia
permanente en dreas inundables sobre el margen
del Rio Magdalena en ese tltimo ano.

Condiciones ecoepidemiolégicas demostradas si-
milares favorecen el ciclo de vida de Pythium sp
(14,29), y predominantemente en equinos permi-
ten el desarrollo en extremidades de rdpidas lesio-
nes ulceradas, granulomatosas con secrecién sero-
sanguinolenta muy pruriginosas, como se describe
en esta especie y en ambientes ecoepidemiologicos

similares (17,29,31,52).

En nuestros casos el tiempo de evolucién de las
lesiones reportadas se estimé por anamnesis en
3y 3,5 meses para cada caso. Aspecto que puede

justificar clinicamente la baja condicién corporal
asociada en esta enfermedad (30,34) y que ademds
coincide con el tiempo, noventa dias, para el desa-
rrollo de Pitiosis con generacién de baja condicién
corporal reportada en cuatro equinos del trépico

brasilero (34).

Desde el punto de vista anatomopatoldgico el
diagnostico presuntivo de Pitiosis en la especie
equina se correlaciona con la presencia de masas
muy endurecidas dentro de las lesiones tegumen-
tarias, como incrustadas en ellas, Figura 1c, que al
extraerse representa hallazgos similares a masas de
aspecto “coralino” llamados “kunkers” descritas
en Pitiosis equinas (16,29-34,48-49,51-52), Figura
1d.

Los tamanos de los “kunkers” hallados, entre los
rangos de 5 a 15 mm, se encuentran dentro de
los tamafios reportados para esta especie (17); y
aunque las linfadenopatias en Pitiosis equina son
comunes (14,30,) en nuestros casos no se eviden-
ciaron distribucién asociada al hueso de la falange,
la cual es reportada como manifestacién anatomo-
patolégica de Pitiosis crénica (16,30,31).

Con respecto al andlisis histopatoldgico y el diag-
nostico presuntivo de Pitiosis se correlacioné los
cortes en coloracién de H&E; Figura 2a y 2b, y
la organizacién granulomatosa compuesta por
macréfagos de aspecto epiteloide, células gigantes
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multinucleadas, linfocitos y plasmocitos (31,34),
conteniendo en el centro eosinéfilos degranulados
y células mononucleares rodeando a un material
de aspecto eosinofilico, similar al patrén histo-
patoldgico granulomatoso de Splendore- Hoeppli,
reportado en equinos ante la presencia de Pitiosis
(30,31,34). En esta coloracién las masas endure-
cidas coralinas llamadas “/kunkers” demostraron
ser masivos agregados tisulares necréticos con
abundantes eosinéfilos degranulados similar a lo
referenciado en la literatura para histopatologifa de
equinos con Pitiosis (30,32,34,52).

Con respecto a formas micéticas, no fueron vistas
hifas claramente en coloracién con H&E, como
se reporta la literatura (15,19,20, 23,31); pero si
notables con histoquimica PAS, Figura 3a, como
se reportan en otras especies (37,38) y en perso-
nas(10) y con histoquimica de Gomori como se
diagnostica en equinos (29-32,43,52), Figura 3b.

Con coloracién de Gomori, las hifas halladas
fueron mas abundantes en la periferia de los ma-
sas coralinas endurecidas llamadas “kunkers”
(30,32,34,43,52). Las hifas halladas
metricamente fueron similares a las descritas
en equinos y sugestivas de P. insidiosum, esto
es; con ramificaciones en éngulo recto, Figu-
ra 3a, (29,30,34,43,49,52), raramente septadas
(29,31,34,43,52) y con didmetro hifa oscilando
entre 2,5 a 6,2 micras, Figura 3b, 6 de 2 a 6 mi-

cras (14,29,31).

morfo-

La variabilidad de los rangos entre hifas puede re-
lacionarse por distribucién no paralela de las pare-
des de las mismas (48). Incluso se reportan didme-

tros de 3,5 — 5.5 micras (30,33).

El diagnéstico diferencial de Pitiosis en la espe-
cie equina es orientada sobre micosis causadas por
Basidiobolus ranarum y Conidiobolus coronatus,
cuyos didmetros de hifas para el primero es 5.1 a
20.5 micras y 5.1 a 12.8 micras para el segundo
(50,34), rangos que estdn por encima de los halla-
dos en los dos casos.
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Adicionalmente se descartaron estas micosis histo-
patologicamente porque B. ranarum relaciona
mas hallazgos edematosos que Pitiosis, la cual es
altamente fibrotico y celular. Por otro lado, anato-
mopatolégicamente C. coronatus restringe su pre-
sentacién sobre regién nasal (30) y P. insidiosum
predomina en extremidades y zona toracoabdomi-
nal ventral en esta especie (29-32).

Otro diagnostico diferencial infeccioso fuera de
micosis en equinos se establece con parasitosis
como habronemiasis que se describe también de-
sarrolla “kunkers”, y miasis, que desarrolla reaccio-
nes granulomatosa intensas (30, 52), pero se des-
cartaron al no hallarse formas helminticas o larvas
respectivamente tanto clinica como anatomopato-
l6gicamente e histopatologicamente.

Finalmente, en esta especie, el sarcoide equino
considera la literatura hace parte de los diagnés-
ticos diferenciales de Pitiosis dada la progresién
de las lesiones de Pitiosis simulando un cuadro
tumoral por lo cual Pitiosis es también llamada
cancer de los pantanos (31,29,52). Sin embargo,
se descarté por la no visualizacién histopatolégica
de formas celulares neopldsicas como “pseudoepi-
teliomas” tipicos del sarcoide equino (51).

El diagnéstico definitivo de Pitiosis con el DNA
extraido se confirmd, cuando las secuencias am-
plificadas manifestaron 100% de compatibilidad
con las depositadas para la especie Pythium insi-
diosum en el GenBank. La confirmacién de Pi-
tiosis en Colombia sugiere que en nuestro medio
zonas de vida definidas como tropicales lluviosas,
puede favorecer la presencia de P.insidiosum con
capacidad infectante.
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