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RESUMEN

La pythiosis es una enfermedad que se presenta en humanos y en otros mamiferos, tales como
equinos, caninos y bovinos. El agente etioldégico de esta patologia es Pythium insidiosum, un
oomycete acuatico presente en diversas regiones geograficas del mundo. Las manifestaciones
clinicas cutaneas de tipo granulomatoso y gastrointestinales son las presentaciones que
predominan en animales infectados. La infeccion puede diseminarse hacia otros tejidos (ej.,
0seo y pulmonar). La pythiosis humana tiene cuatro formas clinicas de presentacién: cutdnea o
subcutanea, vascular, ocular y ocasionalmente se presenta en localizaciones anatémica
inusuales (ej., cerebro). En Venezuela se han reportado casos en caninos, bovinos y equinos.
En este articulo se presenta una revision actualizada de la literatura en relacion a la
epidemiologia, ciclo de vida del agente etioldgico, patogénesis, presentacion clinica en
animales y humanos, diagnéstico, tratamiento y los casos de pythiosis en Venezuela.
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ABSTRACT

Pythiosis is a disease that occurs in humans and other mammals, such as horses, canines and
cattle. The etiologic agent is Pythium insidiosum, an aquatic oomycete present in various
geographic regions of the world. The cutaneous granulomatous form and gastrointestinal are
common clinical presentations which predominate in infected animals. The infection can spread
to other tissues (e.g. osseous and pulmonary). Human pythiosis has four clinical forms:
cutaneous or subcutaneous, vascular, ocular and occasional anatomical sites may occur (e.g.
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brain). Cases in canines, bovines and equines have been reported in Venezuela. This article
updated a review of the literature on the epidemiology, lifecycle of the etiological agent,
pathogenesis, clinical presentation in animals and humans, diagnosis, treatment, and cases of
pythiosis in Venezuela.
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INTRODUCCION

La pythiosis es una enfermedad cuyo agente etioldégico es Pythium insidiosum
(1), un microorganismo clasificado en el Reino Straminipila, Phylum Oomycota,
Clase Oomycetes, Orden Pythiales, Familia Pythiaceae y Género Pythium (2-4).
Los miembros de la clase Oomycetes son filogenéticamente distantes del reino
de los hongos y estan mas cercanos a las algas. Esta distancia taxon6mica se
refleja en la composicién de la pared y membrana celular. En este sentido, la
quitina que es el componente esencial en la pared celular de los hongos no se
encuentra en la pared celular de los Oomycetes, en éstos predominan
componentes como la celulosa y el B-glucan. Asimismo, a diferencia de los
hongos la membrana celular de los Oomycetes carece del esteroide ergosterol
(2-4). El propésito del presente trabajo es presentar una revisién actualizada
de la literatura con respecto a la epidemiologia de la pythiosis, ciclo de vida
del agente etioldégico, patogénesis, presentacion clinica, diagndéstico,
tratamiento y los casos de pythiosis descritos hasta ahora en Venezuela.

Aspectos epidemioldgicos. La distribucion geografica de la pythiosis es
amplia y se ha reportado en diversos paises de clima tropical, subtropical y
templado del mundo, entre los que figuran Brasil, Venezuela, Colombia,
Argentina, Costa Rica, Guatemala, Panama, Nicaragua, Haiti y los Estados
Unidos, especialmente en estados cercanos al Golfo de México (ej., Florida,
Luisiana, Misisipi y Texas). Fuera del continente americano, se han descrito
casos en varios paises, tales como en el Sudeste de Asia (particularmente
Tailandia e Indonesia), India, Korea del Norte, Nueva Guinea, Nueva Zelanda,
Japén, Australia y Mali (Africa) (1-3, 5).

Se han reportado la existencia de variantes geograficas de este oomycete. En
este sentido, Schurko y colaboradores detectaron polimorfismo en 28
aislamientos de P. insidiosum originarios de América, Asia y Australia, al
encontrar variaciones en las secuencias espaciadoras internas de los genes
que codifican las subunidades mayor y menor del ARN ribosomal, de este
microorganismo. Los resultados obtenidos permitieron agrupar a 27 de los
aislamientos en referencia en tres grupos diferentes: Grupo | constituido por
aislamientos de América (Costa Rica, Brasil, Estados Unidos y Haiti), Grupo Il
integrado por aislamientos oriundos de Asia (India, Tailandia, Japén y Nueva
Guinea) y Australia, y Grupo Ill conformado por 2 aislamientos procedentes de
Tailandia y Estados Unidos. Los autores mencionados fundamentados en estos
hallazgos plantearon la posibilidad de una reclasificacion del microorganismo
en subespecies (6).

La pythiosis es a menudo diagnosticada en equinos, caninos y bovinos (2, 5, 7-
19), con menos frecuencia se han reportado casos en felinos (20-22) y ovinos
(23-25). Esporadicamente se ha descrito la enfermedad en animales
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mantenidos en cautiverio tales como jaguar (20), tigre de bengala (22), camello
(26) y en un oso (3). Recientemente fue descrito un caso en un ave migratoria
(27). Asimismo, las especies del género Pythium se les considera entre los
fitopatdgenos méas destructivos, ocasionando grandes pérdidas econdmicas en
las cosechas. Ademas también causan enfermedad en los peces. Aunque
existen alrededor de 120 especies descritas, solo P. insidiosum ocasiona
patologias en animales y humanos (1, 4).

Patogénesis y ciclo de vida. Con base a reportes previos de otros
investigadores y a los resultados obtenidos de un estudio en el que
describieron en forma detallada las caracteristicas ultraestructurales de la
reproduccién asexual de P. insidiosum, Mendoza y colaboradores proponen en
1993, un modelo sobre el ciclo de vida y patogénesis de este oomycete, el cual
se fundamenta en la colonizacién de diferentes especies de plantas acuéaticas
donde se desarrolla el microorganismo, con la formacién inicial de numerosas
hifas y posterior diferenciacién en esporangios que contienen zoosporas
motiles biflageladas, las cuales, al ser liberadas en el agua y localizar a otra
planta, se reproduce un nuevo ciclo vital. En caso que un individuo susceptible
animal o humano entre en el ecosistema del microorganismo, las zoosporas
serian las formas infectantes que causarian la enfermedad (1). Se cree que las
zoosporas penetren a través de pequefias heridas en la piel o mucosa
gastrointestinal u otros sitios, cuando el huésped tiene contacto con agua
contaminada por el microorganismo. La infeccién también puede ser adquirida
por la presencia de hifas o esporas resistentes en suelos y/o gramas (1, 7). Las
zoosporas se enquistan y luego producen un tubo germinativo que
mecanicamente le permite penetrar al tejido y causar enfermedad (1, 3, 4). No
se ha reportado que la infeccién pueda ser transmitida de animal a animal, o de
animal a humano, o de humano a animal, ni tampoco de humano a humano (1,
4, 7). Las condiciones ambientales para el desarrollo de P. insidiosum en su
ecosistema son determinantes. Para la produccién de zoosporas se requiere de
temperaturas que oscilen entre 30 y 40°C con acumulo de agua en lagunas o
pantanos que pueden ser generadas en la época de lluvias (1, 7).

Analisis in vitro han demostrado la atraccién de las zoosporas por el pelo, el
tejido vegetal y animal. Posterior a su liberacién y quimiotaxis, éstas se
enquistan sobre la superficie del tejido, pierden sus flagelos, se vuelven
esféricas y producen y rodean de una sustancia amorfa que facilita la
adherencia y la formacion del tubo germinativo (1, 3, 4). También se refiere la
posibilidad de la penetracion de las zoosporas a través de los foliculos pilosos,
ello fundamentado en la observacion de las hifas en el interior de los foliculos
pilosos de bovinos infectados. Esta observacion cuestiona la necesidad de una
lesion en piel para la germinacién de las zoosporas (4). En este sentido, se ha
reportado que P. insidiosum no ejerce suficiente presion para invadir una piel
sana, no obstante, en estos casos, la secrecion de enzimas con actividad de
proteasa jugarian papel importante al reducir la solidez del tejido y por ende
facilitar el proceso de colonizacién tisular (28, 29).

Presentacion clinica en las especies animales mas afectadas. La especie
equina es la mas afectada por esta enfermedad y la forma cutdnea de
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presentacién es la que predomina en la mayoria de los casos reportados. A
menudo, las lesiones estan localizadas en las extremidades distales de los
miembros, asi como en la porcion ventral de la region toracica y abdominal,
probablemente debido a la frecuencia y facilidad de contacto con aguas que
contienen zoosporas (2, 4, 7). Las lesiones se caracterizan por ser circulares
con bordes irregulares y varian en tamano dependiendo de la localizacién y
duracion de la infeccién, éstas se inician lentamente con un proceso
inflamatorio local y el prurito intenso es uno de los hallazgos clinicos
caracteristicos. Las mismas suelen expandirse rdpidamente y pueden alcanzar
50 cm de didmetro (2, 7). En pocos dias se observan lesiones de gran tamafo
ulcerativas y con tejido granulomatoso que llegan a rodear toda la extremidad,
observdndose también la presencia de trayectos fistulosos que descargan
material serosanguinolento o purulento (1, 2, 4, 7, 9, 10). Este tejido necrético
se caracteriza por producir un olor desagradable, en el cual destacan unas
masas duras blanco amarillentas de aspecto coralino llamadas “kunkers”, las
cuales hasta ahora unicamente han sido reportadas en casos de pythiosis
equina. Los “kunkers” son de forma irregular, tienen un diametro que oscila
entre 2 a 10 mm, su origen se asocia con el acumulo y desgranulacion de
eosinofilos alrededor de las hifas de P. insidiosum y estan rodeados por tejido
fiboroso y un infiltrado inflamatorio rico en eosinéfilos, con presencia de
macrofagos y ocasionalmente células gigantes (2, 4, 7, 9, 30). En casos
crénicos, la infeccién puede diseminarse a través de los vasos linfaticos e
invadir diversos érganos y tejidos, tales como el tracto intestinal, huesos y
pulmones, causando gastroenteritis, osteomelitis y neumonia (1, 7). Con menor
frecuencia se puede manifestar la forma clinica intestinal, en la que suelen
observarse episodios de coélicos ocasionados por la presencia de masas que
ocasionan disminucién y/o obstruccién del lumen intestinal. La necropsia revela
la presencia de ulceras y masas nodulares que pueden medir hasta 20 cm de
diametro localizadas en la pared del yeyuno (4).

La segunda especie mas afectada son los caninos, especificamente perros
(Canis lupus familiaris), en los que se han descrito formas cutdneas, aunque la
forma gastrointestinal de presentacién es la que predomina en la mayoria de
los casos reportados, probablemente debido a la ingesta de agua o grama
contaminadas con P. insidiosum. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
son los trastornos gastrointestinales como vomitos, anorexia crénica, pérdida
de peso y diarrea a menudo sanguinolenta. En el estudio de la palpacién
abdominal suelen detectarse masas nodulares tumorales que generalmente se
encuentran en las paredes del estbmago y en el intestino, éstas son debidas a
la inflamacién granulomatosa y piogranulomatosa con areas de necrosis, y
estdn compuestas por un intenso infiltrado eosinofilico y la presencia de hifas
caracteristicas de P. insidiosum (2-4, 11-16). Las lesiones cutaneas se
presentan como dermatitis ulcerativas piogranulomatosas con areas de
necrosis infiltradas por neutr6filos, macréfagos y granulomas eosinofilicos (4,
5).

Los bovinos se han constituido en la tercera especie animal mas afectada por
la pythiosis, debido al elevado numero de animales enfermos que han sido
descritos en los ultimos reportes (17-19). La forma clinica de presentaciéon es
la cutanea, la cual se caracteriza por la presencia de lesiones inflamatorias y
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ulceradas de tipo granulomatoso, ubicadas principalmente en la porcién distal
de los miembros (17, 19) y lesiones nodulares ulceradas multifocales
localizadas en extremidades posteriores, parte ventral del cuello, el esternén y
la cola (18). Histolégicamente se detectan la presencia hifas ramificadas de P.
insidiosum mostrando el fendmeno de Splendore-Hoeppli, el cual
probablemente previene la fagocitosis y muerte intracelular del microrganismo,
facilitando la cronicidad de la infeccién (17).

Pythiosis en humanos La pythiosis humana fue reportada por primera vez en
Tailandia en 1985, pais que posee la tasa mas alta con aproximadamente 80%
de los casos, sin embargo, esporadicamente se han reportado casos en otros
paises, entre los que figuran Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda (31-
33). Diversos estudios clinicos y epidemiolégicos de los casos de pythiosis
humana en Tailandia, han revelado que la mayoria de los pacientes cursan la
enfermedad con compromiso de los vasos sanguineos, seguido de casos
oculares y con menor frecuencia figuran la presentacién de lesiones
cutaneas/subcutaneas y casos atipicos diseminados en localizaciones
anatémicas no usuales. La mayor parte de los pacientes sufren de deso6rdenes
hematolégicos de tipo hemoglobinopatias, fundamentalmente talasemia vy
hemoglobinuria paroxistica nocturna (32). Asimismo, ha sido observada una
fuerte asociacion entre las patologias hematolégicas mencionadas con los
casos de pythiosis vascular, diseminada y las formas cutaneas/subcutaneas.
En contraposicién, la mayor parte de los pacientes con pythiosis ocular u
oftdlmica son personas aparentemente sanas. La enfermedad predomina en el
sexo masculino y la mayoria se dedican al cultivo de diferentes rubros
agricolas que se desarrollan en zonas inundadas de aguas estancadas (32).

En el ano 2005 fue reportado el primer caso de pythiosis humana en
Latinoamérica, especificamente en Brasil. Se traté de un policia de 49 anos de
edad, el cual en sus tiempos libres desarrollaba actividades vinculadas al
contacto con agua ya que era aficionado a la pesca. Esta persona presentd una
Ulcera tibial de 15 cm de didmetro y el diagnéstico presuntivo inicial fue de
celulitis bacteriana. Los resultados de la histopatologia revelaron la presencia
de una inflamacién granulomatosa supurativa asociada a la presencia de hifas
gruesas no septadas, lo que condujo al diagnéstico de una zigomicosis. A
pesar de la terapia antimicoética, la lesién siguidé progresando, por lo que la
amputacién del miembro afectado fue considerada. Después de una extensiva
debridaciéon quirargica, tratamiento con anfotericina B e injerto de piel, el
paciente logrd la curacién (34).

Presentacion clinica de la pythiosis en humanos

e Pythiosis cutanea o subcutane.En estos casos, por lo general, la
infeccién se circunscribe al tejido cutaneo o subcutaneo. Esta forma
clinica se caracteriza por inflamacion cronica y dolor intenso en los
granulomas subcutaneos, asi como también, en las UuUlceras con tejido
granulomatoso. Las lesiones habitualmente se observan en una de las
extremidades, aunque la infeccién aguda puede manifestarse como una
celulitis necrotizante de ambas piernas (32).
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Pythiosis vascular.Esta presentacion clinica se caracteriza por el
desarrollo de un sindrome de insuficiencia arterial crénica, frecuentemente
localizado en las extremidades inferiores, con manifestaciones de
claudicacién de la pierna afectada, fiebre, parestesia, prurito, formacién de
vesiculas y ulceras en la piel, celulitis, fascitis necrotizante, edematizacién
de las piernas, ausencia de pulso arterial, desarrollo de masas abultadas
en la zona inguinal o en el abdomen, en este caso por aneurisma aortico.
Los sintomas pueden tardar meses en manifestarse y los pacientes, en su
mayoria, refieren contacto con agua estancada y pantanosa antes de la
enfermedad. La infeccién puede ocurrir en una o ambas piernas y una de
las principales causas de muerte es la ruptura del aneurisma de la aorta
(32).

Pythiosis ocular u oftalmica En esta situacion, los pacientes suelen
presentar una Ulcera localizada en la cornea o queratitis y en algunos de
ellos se observan sintomas como dolor, irritacién, disminucion de la
agudeza visual, hinchazén del parpado, enrojecimiento de la conjuntiva,
infiltracion corneal, cornea perforada o acumulacién de pus en la camara
anterior del ojo. La endoftalmitis puede ocurrir en casos graves. No se han
reportado casos con pythiosis ocular primaria diseminada a otros 6rganos
Yy, en su mayoria, los pacientes refieren un trauma corneal antes de iniciar
la enfermedad (32). Recientemente fue reportado un caso de queratitis por
P. insidiosum en un nifo australiano de 3 anos de edad después de nadar
en estanques (33) y otro por contaminacién a través de lentes de contacto
(35).

Pythiosis en localizaciones anatomicas inusuales. Son pocos los casos
con esta forma clinica de presentaciéon y, por lo general, se presenta en
pacientes que padecen de una enfermedad de base (ej., hemofilia,
leucemia linfoblastica o talasemia) y afecta localizaciones anatémicas del
organismo que no son invadidas con frecuencia por P. insidiosum (ej.,
tracto gastrointestinal, cerebro y senos paranasales) (32).

Diagnéstico

Hallazgos clinicos patolégicos. El diagnostico clinico patolégico se
basa en la sintomatologia, examen fisico, signos clinicos y radiolégicos,
indicadores hematolodgicos, estudio anatomopatolégico y las
caracteristicas macroscopicas de las lesiones correspondientes a las
diferentes formas de presentacién de la pythiosis, tanto en animales como
en humanos (1-4, 7, 12-24, 31, 32).

Examen directo. El estudio de las muestras de tejido con la técnica
descrita por Borelli en 1974 con hidroxido de potasio al 10% y Tinta
Parker, permite visualizar hifas hialinas, gruesas, poco septadas vy
ramificadas, en ocasiones se observa la presencia de vesiculas lipidicas
en el citoplasma y en algunas de ellas llama la atencién que la periferia
esta rodeada de incrustaciones, dando aspecto de una corona radiada
formando el fenédmeno Splendore-Hoeppli (17).
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Histopatologia. En el estudio histopatolégico se emplean a menudo las
coloraciones de Hematoxilina-Eosina, Impregnacién de Plata
Methenamina-Tricromo de Gomori y la combinacién de ambas (17). En
casos de pythiosis bovina se observan hifas en focos de necrosis, con
una reaccion gigantocelular periférica caracterizada por células
multinucleadas tipo Langhans, abundantes neutréfilos indicativo de lesidn
inflamatoria granulomatosa, presencia de eosinéfilos y células
plasmaticas. Es de destacar, que mediante la coloracién de Impregnacion
de Plata Methenamina-Tricromo de Gomori las hifas se observan de
paredes gruesas, poco septadas y ramificadas con diadmetros entre 4 a 6
um (17).

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. 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 (3, 4, 32). Las biopsias
deben ser divididas en segmentos pequefos, 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 didmetro, generalmente
las ramificaciones laterales tienen un &angulo perpendicular de 90° y
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 incubacién a 37°C,
las zoosporas empiezan a crecer en el interior de los esporangios
generados en las porciones terminales de hifas diferenciadas (1, 3, 4, 32,
36).

Serologia. El diagnéstico seroldégico de la pythiosis se realiza con la
finalidad de detectar la presencia de anticuerpos anti-P. insidiosum en los
individuos, animal o humano, infectados por este microorganismo. Con
esta intencién se han empleado diferentes pruebas, entre las que figuran
la inmunodifusién doble, aglutinacién pasiva (indirecta) de particulas de
latex, ELISA indirecto, Western blot o inmunoblot, hemaglutinacién pasiva
(indirecta) y recientemente se ha desarrollado una prueba de
inmunocromatografia. Algunos de estos métodos han mostrado alta
sensibilidad y especificidad (290%) (1-4, 17, 32, 37-40).

Métodos inmunohistoquimicos. El propésito de estos ensayos es
investigar la identidad de las hifas presentes en los tejidos infectados.
Los métodos incluyen pruebas de inmunoperoxidasa e
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inmunofluorescencia directa. El analisis inmunohistoquimico es una de las
herramientas mas precisa para la identificacion de P. insidiosum. Estas
pruebas son utiles para establecer diagnéstico diferencial entre casos de
pythiosis y otras patologias como habronemiasis, neoplasias (ej.,
carcinoma de células escamosas), granulomas bacterianos y patologias
micoéticas, tales como conidiobolomicosis y basidiobolomicosis (1, 4, 7, 8,
11, 17)

e Métodos de biologia molecularLas pruebas moleculares incluyen Ila
amplificaciobn del ADN de este microrganismo mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (41), hibridizacibn mediante el uso de
sondas de ADN especie especifica (42) y procedimientos de secuenciacién
del gen ADNr 18S o de las regiones espaciadoras internas ubicadas entre
genes que codifican las subunidades del ARN ribosomal de este oomycete
(ej., ADNr 5.8S), y su posterior analisis de alineamiento multiple con la
finalidad de comparar la secuencia obtenida con la reportada en el Banco de
Genes para P. insidiosum (8, 11, 33, 43).

Tratamiento. Como se menciond, la membrana plasmatica de este agente no contiene
ergosterol, componente en el cual ejercen su accidén la mayoria de los farmacos antifungicos,
razén por la cual, la mayor parte de estas drogas no han mostrado ser efectivas (2). Se han
utilizado las soluciones saturadas de yoduro de sodio y de potasio, junto al procedimiento
quirargico de debridacion del tejido en los casos de pythiosis cutanea y subcutanea con
algunos buenos resultados, sin embargo, no es efectivo en los casos de pythiosis vascular,
ocular y otros tipos de pythiosis (32). En casos de pythiosis vascular, el tejido infectado puede
ser removido mediante reseccidén de la arteria infectada, amputacién por encima o por debajo
de la rodilla y/o aneurismectomia, dependiendo del nivel y el alcance de las arterias afectadas.
La tromboembolectomia no es recomendable ya que la infeccion se puede propagar mientras
se extrae un coagulo infeccioso (32). La amputacién de la extremidad es llevada a cabo en la
mayor parte de los pacientes con pythiosis vascular, no obstante, un alto porcentaje de éstos
mueren a causa de la reaparicion de la infeccidén o sobreviven con algunas secuelas. Asimismo,
un alto numero de los casos de pythiosis ocular requieren enucleacién o evisceracién del globo
ocular afectado, dado que es dificil controlar la infeccion por queratectomia (32). La
inmunoterapia se presenta como una opcién valida en el tratamiento de la pythiosis (2). En este
sentido, se ha desarrollado un protocolo inmunoterapeudtico a partir de la administracion
subcutédnea de una mezcla de antigenos de un aislado de P. insidiosum [dosis: 100-200 pL
(concentracién: 2 mg/mL) (nimero de dosis: 2; intervalo interdosis: 14-15 dias)]. La respuesta
clinica favorable se correlaciona con el desarrollo de una fuerte reaccién cutanea inflamatoria
de hipersensibilidad retardada observada 24-48 horas post-administracion de la primera dosis
(44, 45). Alrededor de 60% de los equinos, 97% del ganado vacuno y 33% de los perros con
pythiosis han respondido favorablemente a la inmunoterapia (46). Asimismo, este tipo de
tratamiento ha mostrado ser efectivo en casos de pythiosis vascular humana (32, 45, 46).

Pythiosis en Venezuela. En Venezuela se han reportado casos de pythiosis en
caninos, bovinos y equinos. El primer caso de pythiosis canina lo reportan
Mendoza y colaboradores en el afno 2005 (11), en un perro de raza Terrier de
11 meses, el cual fue referido al Hospital Veterinario de la Universidad
Centroccidental “Lisando Alvarado” (Barquisimeto), quien presentdé signos de
depresion, anorexia, vomito, diarrea sanguinolenta y la presencia de masas
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nodulares a la palpacién abdominal. El estudio histopatolégico en la pared y
mucosa del entero-colon, revel6 la presencia de areas necrdéticas multifocales
con abundantes eosinéfilos, histiocitos, células gigantes e hifas gruesas (4-8
um de didmetro) con pocos septos, ubicadas en el centro de las &areas
necroticas eosinofilicas. El aislamiento fue infructuoso, no obstante el anélisis
inmunohistoquimico mediante inmunofluorescencia directa y la secuenciacidn
del gen ADNr 18S demostraron la infeccién por este oomycete.

Posteriormente, Salas y colaboradores (13) describieron la pythiosis
gastrointestinal en 46 perros referidos tanto al Hospital Veterinario ante
mencionado como a clinicas privadas. Los resultados revelaron la presencia de
una lesion multinodular, de aspecto tumoral que involucra estémago e
intestino. Histopatol6gicamente se observé gastritis y enteritis
piogranulomatosa multifocal extensiva e hifas largas, poco septadas, de 3 a 5
um de diametro y ramificadas. Asimismo, estos investigadores realizaron un
estudio dirigido a describir la estructura y ultraestructura de P. insidiosum y las
lesiones que produce en el tracto gastrointestinal de los perros. Las muestras
examinadas mostraron tejido necrético, trombosis vascular y numerosas hifas
de P. insidiosum, las cuales se caracterizaron por mantener su integridad a
pesar de estar intimamente relacionadas con células fagociticas, ser largas,
onduladas, de paredes aplanadas, de 3 a 5 um de diametro, ramificadas en
angulo de 90°y externamente rodeadas por un material granular electrén denso
en forma de incrustaciones, sugestivo del fenémeno de Splendore-Hoeppli (47).

Con respecto a los casos autdctonos de pythiosis bovina, es importante senalar
que en la ganaderia bovina de los llanos venezolanos destaca una patologia
de tendencia cronica, descrita al principio de la década de los 90 por Marin y
colaboradores, denominada Granulomatosis Enzoética Bovina (GEB) (48). Los
casos de GEB se han observado principalmente en el estado Apure en
ecosistemas de sabana inundable. Las lesiones se presentan en la parte
inferior de los miembros anteriores o posteriores. Inicialmente se observa un
proceso inflamatorio local con posterior alopecia, evolucionando hacia un
aumento del volumen de la region afectada, pérdida de la piel y exposicion de
los tejidos. La lesion avanza hacia mayor severidad con necrosis tisular,
osteolisis y fractura del miembro afectado (48). El estudio inicial descriptivo de
la GEB permitié sugerir una probable etiologia mic6tica de esta patologia o P.
insidiosum como agente causal, sin embargo, no se logré identificar al
microorganismo que ocasiona la enfermedad (48).

En el ano 2005, Pérez y colaboradores (17) reportan un estudio realizado en el estado Apure,
cuyo objetivo fue identificar al agente etiol6gico de la GEB en 63 bovinos diagnosticados con la
enfermedad. Las manifestaciones clinicas incluyeron lesiones inflamatorias y ulceradas de tipo
granulomatoso localizadas en los miembros de terneros jovenes (Figura 1A). La histopatologia
reveld una reaccién inflamatoria con neutréfilos, eosindfilos, células gigantes e hifas gruesas y
ramificadas, de 4 a 6 ym de diametro, con espacios claros en forma de anillos en cortes
transversales (Figura 1B) y mostrando el fendmeno de Splendore-Hoeppli (Figura 2A).
Ocasionalmente en el interior de células gigantes fue posible observar segmentos de hifas
(Figura 2B). El analisis inmunohistoquimico de immunofluorescencia directa comprobd que las
hifas eran de P. insidiosum. El examen directo demostré hifas gruesas, cenociticas, hialinas y
ramificadas (Figura 2C) con el fendmeno de Splendore-Hoeppli (Figura 2D). En agua destilada
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estéril segmentos de tejido incubados a 37 °C mostraron crecimiento algodonoso con hifas
ramificadas en angulo de 902, caracteristica patognomoénica de este oomycete. La presencia de
anticuerpos anti-P. insidiosum fue evidenciada mediante varias técnicas seroldgicas. Los
hallazgos obtenidos indicaron que P. insidiosum es el agente etiolégico de la GEB.

Figura 1. (A) Lesion ulcerada con tejido granulomatoso (TG), localizada en miembro anterior del bovino.
(B) Hifa gruesa irregular y ramificada de color pardo (H), sobre un fondo de tejido conectivo de color
verde. Se observan espacios claros con forma de anillo en corte transversal (CT). Impregnacion de Plata
de Gomori (1000X).
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Figura 2. (A) Histopatopatologia del granuloma por Pythium insidiosum con fenémeno de Splendore-
Hoeppli (FSH, flechas). H-E/Impregnacion de Plata de Gomori (1000 X). (B) Célula gigante (CG) con
segmento intracitoplasmatico de posible hifa en su interior (H). H-E (1000X). (C) Hifas gruesas
ramificadas poco septada (H). Examen directo KOH + Tinta Parker (400X). (D) Hifa exhibiendo el
fenomeno de Splendore-Hoeppli (FSH). Examen directo KOH + Tinta Parker (400X).

Posteriormente, Luis-Leb6n y colaboradores (43) reportaron los hallazgos de
una investigacion realizada con el propé6sito de confirmar la identidad del
microorganismo por analisis de secuencia. Para ello, se tomaron muestras de
tejido infectado de 20 bovinos con GEB y se aislé el ADN gendémico total. La
secuencia correspondiente al ADNr 18S fue amplificada mediante PCR. El
segmento amplificado (1,8 kpb) fue clonado y expandido en células de E. coli
transformadas. El ADN recombinante recuperado fue secuenciado y se comparé
con secuencias reportadas para P. insidiosum y otras especies del género
Pythium: P. myriotylum, P. monospermum, P. Ro21 y P. spinosum. El
alineamiento multiple de las secuencias demostr6 una identidad total del
segmento amplificado con la secuencia de referencia para P. insidiosum, y
diferencias significativas con las demas secuencias incluidas en el analisis.
Estos resultados, junto a las evidencias previas obtenidas por este grupo de
investigadores, demuestran que el agente etiolégico de la GEB es P.
insidiosum.

Cabe destacar, que durante el desarrollo de estos dos ultimos reportes (17,
43), los investigadores en referencia, a partir de biopsias obtenidas de un caso
de pythiosis bovina diagnosticado con GEB y serologia marcadamente positiva
(3+/4+) mediante aglutinaciéon de particulas de latex, lograron el cultivo de este
oomycete en agar Sabouraud dextrosa y en agar infusién cerebro corazén a 37
°C. El crecimiento se caracterizé por ser de forma radiada con colonias planas
sumergidas en el agar de cultivo, de color amarillento (Figura 3A) y presencia
al examen directo de hifas largas, gruesas, hialinas, poco septadas y con
ramificaciones laterales en angulo de 90°.
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Figura 3. (A) Cultivo de P. insidiosum en agar infusién cerebro corazén a 37 °C en camara humeda.
Muestra obtenida de un caso de Granulomatosis Enzoética Bovina (Tamario normal 1X). (B) Subcultivo
de P. insidiosum en caldo Sabouraud dextrosa a 37 °C en camara humeda. Se observa crecimiento
algodonoso (CA) (Tamafo normal 1X).

Adicionalmente, subcultivos realizados en medio liquido a 37 °C mostraron
crecimiento algodonoso (Figura 3B) y la presencia de hifas ramificadas en
angulo de 90° visualizadas con el examen directo (datos no publicados).
Aunque la zoosporogénesis no fue posible realizarla, la procedencia de la
muestra cultivada, los resultados de la serologia y las caracteristicas
morfolégicas descritas, las cuales son compatibles con cultivos de este
microorganismo previamente reportados, permiten inferir que se trata de P.
insidiosum.

Adicionalmente, estos investigadores observaron en un equino del estado
Apure la presencia de una lesién granulomatosa ulcerada que rodeaba toda la
parte inferior de una extremidad, en la cual se destacaban los denominados
“kunkers” (Figura 4), de donde fue posible observar hifas gruesas, cenociticas
y ramificadas, mostrando el fenédmeno de Splendore-Hoeppli. Asimismo, en el
suero de este equino se detect6 la presencia de aglutininas anti-P. insidiosum,
a través de una fuerte reaccién de aglutinacion de particulas de latex. Estos
hallazgos permiten sugerir la presencia de casos de pythiosis equina en
Venezuela.
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Figura 4. Lesion granulomatosa ulcerada localizada en la parte inferior de la extremidad de un equino.
Se observan masas blanco amarillentas de consistencia dura y aspecto coralino denominadas “kunkers”
(K) (Tamario normal 1X).

En correspondencia con estas observaciones en la especie equina, figura un reciente reporte
de Marquez y colaboradores (49) en el caballo criollo venezolano que habita la region de los
llanos, en zonas correspondientes a los estados Apure, Barinas y Portuguesa. Estos
investigadores tomaron muestras de 8 animales con lesiones cutdneas compatibles con
pythiosis y realizaron una descripcion anatomopatolégica de las mismas. El estudio
macroscopico de la lesion revelé aumento de volumen en forma de placa ulcerada e irregular,
de color blanco amarillento con apariencia de tejido de granulacién, sangrante, que varié de
longitud entre 10 a 25 cm, ubicada en la cuartilla y rodete coronario de miembros posteriores.
Fueron halladas zonas de necrosis que contenian concreciones irregulares de color
amarillento, duras, de superficie arenosa, que se corresponden con los denominados “kunkers”.
Histopatoldégicamente, el estudio demostré una lesion en piel altamente vascularizada con
fibrosis e intenso infiltrado difuso de eosindfilos, seguidos por macréfagos y en menor
proporciéon neutréfilos. Asimismo, fue posible observar la presencia de hifas gruesas
pobremente tabicadas y ramificadas en angulo de 90%, con el fendmeno de Splendore-Hoeppli.
Los autores refirieron que el total de animales muestreados resultaron positivos a P. insidiosum
por cultivo microbiolégico, aunque no describen las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas de estos cultivos.
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