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PRIMERA PARTE

INTRODUCCION Y OBJETIVOS



Capitulo I: Introduccion v Objetivos

Introduccion

La Pitiosis es una enfermedad granulomatosa causada por el oomiceto Pythium
insidiosum, también llamada infeccion por moho de agua o cancer de pantano. Esta afecta una
amplia variedad de especies, principalmente a caninos, equinos y humanos (W, C, & K, 2013)
que tienen acceso a pantanos, lagos, aguas estancadas o zonas inundables. Se reconoce como

una enfermedad emergente debido al cambio climatico (Laohapensang, R.B, J, & N, 2009).

Desde las ultimas dos décadas, el Pythium spp. ha surgido como un patdégeno de
creciente importancia a nivel mundial. Tanto en medicina humana, como en medicina
veterinaria, el espectro clinicamente relevante se ha ampliado de manera constante a medida
que se reconocen con mayor frecuencia infecciones oportunistas por este pseudohongo que no

se reconocia como patogeno (Berryessa et al., 2008; White et al., 2008).

En el caso de la especie canina, la infeccidon por P. insidiosum es mas frecuente en
perros jovenes y en adultos inmunosuprimidos (Grooters A., 2003). Los mismos contraen la
enfermedad por ingestion o contacto directo con agua contaminada con el microorganismo,
pudiendo causar afecciones cutaneas y/o gastrointestinales (GI). Regularmente presentan
sintomas muy generales y facilmente confundibles en el dia a dia de la clinica de pequefios
animales, lo que conlleva a que la enfermedad pueda ser subdiagnosticada hasta el punto de
cursar con sintomas severos y progresivos que pueden llegar a ser mortales. Por esta razon, se
debe tomar en cuenta como diagnostico diferencial la Pitiosis en cualquier canino joven con
signos cronicos de enfermedad GI, una masa abdominal palpable o evidencia histolégica de

gastroenteritis piogranulomatosa o eosinofilica (Berryessa, Marks, Pesavento, & et al., 2008).



Se estima que menos del 10% de los perros se curan solo con medicamentos. La inica
opcidon de tratamiento para una posible cura es la reseccion completa del tejido afectado
mediante cirugia combinada con la inmunoterapia. En el tracto GI, la Pitiosis clinicamente
simula un carcinoma invasivo, por lo que debe intentarse una extirpacion quirirgica agresiva.
Para la Pitiosis cutanea que involucra una extremidad, puede ser necesaria la amputacion. El

pronostico de la Pitiosis en caninos es reservado (Michigan State University, s.f.).

La Republica Dominicana ofrece un clima tropical con altos niveles de temperatura y
humedad todo el afio, logrando que sean las condiciones perfectas para el crecimiento y el
desarrollo del Pythium spp. Por su localizacion geografica en medio del Caribe, cuenta con una
temporada ciclonica que convierte la isla propensa a inundaciones a lo largo de todo el territorio
nacional (Diario Libre, 2020), creando la posibilidad de que existan mas casos positivos de los

que han sido reportados.

El primer caso diagnosticado en la Republica Dominicana ocurrio en el 2019 por la
Dra. Paloma Ortiz en Santo Domingo, lo que impulso la investigacion en caninos. Previo a este
caso, se desconocia la enfermedad en el pais. En el afio 2020, las Dras. Keila D. Ruiz Solis y
Evis M. Richardson Santana realizaron un estudio titulado “Identificacion de anticuerpos
contra Pythium insidiosum, a través de Ensayo por Inmunoadsorcion Ligada a Enzimas en
caninos en las Provincias La Altagracia y La Romana”. En el mismo, se muestrearon noventa
y nueve (99) caninos y se identificaron nueve casos positivos, surgiendo la incégnita de cual
realmente es la distribucion de la enfermedad ya que al ser un descubrimiento muy reciente,
no se cuenta con suficiente documentacion sobre el alcance que posee (Ruiz Solis &

Richardson Santana, 2020).

Este trabajo de grado sirve con la intencion de estudiar y analizar la presencia del

Pythium insidiosum en el Distrito Municipal La Victoria, ubicado en el municipio de Santo
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Domingo Norte. Esta localizacion fue escogida por contar con el ambiente necesario para la
proliferacion del microorganismo debido a las altas inundaciones que presenta y por ser una
localidad donde existe una alta poblacion de mamiferos, aumentando las probabilidades de que

estos estén expuestos a la enfermedad.

Los datos recopilados en este trabajo sirven como documentacion de la extension de la
enfermedad en el territorio nacional e internacional debido a que los datos serdn analizados por
el Laboratorio Veterinario Pan American en Texas, Estados Unidos. Este laboratorio es pionero
en la investigacion y diagnostico del Pythium insidiosum, ofreciendo a su vez el tratamiento

inmunoterapéutico que ha demostrado eficacia para tratar la enfermedad.
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Objetivos

Objetivo General

e Deteccion de Anticuerpos 1gG Anti Pythium insidiosum Mediante el Método ELISA

en Suero Canino del Distrito Municipal La Victoria, Republica Dominicana.

Objetivos Especificos

e Determinar la presencia del Pythium insidiosum en el Distrito Municipal La Victoria.

e Determinar si existe predisposicion del Pythium insidiosum en caninos en cuanto a sexo

y edad.

e Correlacionar la presencia de humedales cercanos a los caninos positivos vs negativo.
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Capitulo IT: Antecedentes

Antecedentes Internacionales

El Pythium spp. fue descrito por primera vez en 1884 por el Dr. Smith asociado a
lesiones en equinos. Fue aislado por De Haan y Hoogkamer en el afio 1901 y el agente en ese
momento se denomind Hyphomycosis destruens equi, en Indonesia (de Haan and Hoogkamer,
1901). En 1961, Bridges y Emmons finalmente llamaron la enfermedad “Phycomycosis”
porque pensaban que el organismo era un Zigomiceto, probablemente una Mortiella (Bridges

and Emmons, 1961).

Austwick y Copland en 1974 descubrieron que cuando habia crecimiento de colonias
en Agar Sabouraud observaban también crecimiento de zoosporas. Asi concluyeron que H.
destruens no era un hongo en si, sino que era un oomiceto perteneciente al género Pythium spp.
Mas tarde, Chandler en 1980 propuso el término de la enfermedad que conocemos hoy en dia,

denominada Pitiosis (Austwick and Copland, 1974).

En el afio 1987, el oomiceto fue formalmente descrito por De Cock como Pythium
insidiosum al observar su esporulacion sexual y, casi simultaneamente, Shipton, propuso el
nombre Pythium destruens. Hoy en dia P. destruens es considerado sindénimo de P. insidiosum
(Mendoza L. M., Antigenic relationship between Pythium insidiosum de Cock, 1989) (Dykstra,

1999).

En cuanto a los estudios referentes a la enfermedad en caninos, en el 1999 Dykstra
publicé “Descripcion de la Pitiosis cutanea y subcutanea en quince perros” donde se

describieron quince (15) casos positivos. Los animales afectados fueron caninos entre nueve
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meses y cuatro afios; cinco fueron machos y diez fueron hembras. Las lesiones reportadas
fueron de caracter cronicas, nodulares y ulceradas en la pared toracica, extremidades y regiones
perianales. Tanto la inmunoterapia como la terapia antifingica con anfotericina B, nistatina
liposomal, itraconazol o ketoconazol no tuvieron éxito. El tinico canino que sobrevivio sufrid
la amputacion de la extremidad afectada; por lo tanto, el pronostico de la Pitiosis cutanea de

estos perros fue reservado (Dykstra, 1999).

En el 2002, Amy Grooters publico un estudio nombrado “Desarrollo y evaluacion de
un Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) para el serodiagnostico de Pitiosis
en perros”. Se evaluo el suero de cuarenta y tres perros (43) con Pitiosis, ocho perros con
Lagenidiosis, otro género de oomicosis canina, dieciséis (16) perros con infecciones fungicas,
veintidos (22) perros con enfermedades gastrointestinales o cutdneas no fingicas y cincuenta
y cinco (55) perros sanos. Los resultados se expresaron como porcentaje de positividad (PP)
en relacion con un control fuerte positivo en cada placa. Las medianas y los rangos para cada
uno de los cinco grupos fueron los siguientes: Pitiosis (81,7%, 50,6-98,5%), Lagenidiosis
(17,3%, 11,3-29,2%), otras infecciones por hongos o algas (8,2%, 4,7-15,4%), enfermedades
gastrointestinales o cutaneas no fungicas (6,2%, 3,9-20,7%) y perros sanos (6,7%, 3,0-15,2%).
Ademas, los valores de ELISA medidos después de una terapia quirurgica exitosa en dos perros
mostraron una disminucion de concentraciones de anticuerpos anti P. insidiosum al rango
normal aproximadamente dos meses después del tratamiento. Se concluyo que ELISA es un
prueba sensible y especifica para el diagnostico de Pitiosis canina, y puede ser una herramienta
util para monitorear la respuesta médica o la terapia quirargica (Grooters, Leise, Lopez, Gee,

& O’Reilly, 2002).

15



Antecedentes Nacionales

En el 2019, la Dra. Paloma Ortiz report6 el primer caso en la Republica Dominicana en
su manuscrito en preparacion titulado “Primer Caso Confirmado de Pitiosis Multisistémica en
un perro en la Republica Dominicana”. En éste explica el caso clinico de Blue, un Golden
Retriever entero de un afio de edad que llegd a consulta en julio, por presentar inapetencia,
vOomitos y emaciacion. En la anamnesis, el duefio reportd varios viajes con el paciente a la

provincia de Saman4, region de clima himedo y abundantes cuerpos hidricos (Figura 6).

Se realizé una endoscopia donde se observo una masa vascularizada y ulcerada en el
estdmago del paciente. Se procedié a removerla y remitirla a histopatologia (Anexo 4) donde
se reportd un diagndstico presuntivo de P. insidiosum. Los resultados del método ELISA
fueron concluyentes con la enfermedad (Anexo 5) y se logr6 confirmar el diagnostico con
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). A pesar de que la Dra. Ortiz le administré al
paciente la inmunoterapia suministrada por el Laboratorio Veterinario Pan American (PAVL),
lamentablemente Blue fallecio en diciembre del 2019. En la necropsia se evidenciaron rastros
de una respuesta nodular inflamatoria diseminada en todos sus 6rganos, incluyendo el corazon,

cerebro, entre otros (Anexo 6).

Las Dras. Fernandez y Bayon realizaron una investigacion de trabajo de grado en la
Universidad Nacional Pedro Henriquez Ureiia titulado “Deteccion de Anticuerpos IgG anti
Pythium insidiosum en Suero Equino, Utilizando el Método ELISA, en Zonas Inundables de
Tres Municipios de la Provincia de Monte Plata, Republica Dominicana durante los meses de
agosto y septiembre del afio 2020”. En dicho estudio se tomaron muestras de sangre de
cincuenta y seis (56) equinos y se detectaron dos casos de caballos con presencia de anticuerpos

IgG anti Pythium insidiosum, con porcentaje entre 151-199% indicando un limite intermedio.
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El limite intermedio puede deberse a que los animales alguna vez estuvieron expuestos al

microorganismo o que padecieron la enfermedad y crearon anticuerpos.

En el 2020 se realiz6 un trabajo de grado titulado “Identificacion de Anticuerpos contra
Pythium insidiosum, a través de Ensayo por Inmunoadsorcién Ligada a Enzimas, en caninos
en las Provincias La Altagracia y La Romana” en la Universidad Central del Este, donde se
muestrearon noventa y nueve (99) caninos en las zonas correspondientes. Se reportaron nueve
casos positivos y dieciocho (18) casos de limite intermedio referentes a la enfermedad. Entre
los resultados de este estudio se reportd que un 32% (6 caninos) present6 algin ganglio linfatico
aumentado de tamano, un 26% (5 caninos) mostr6 pérdida de peso, 11% (2 caninos)
presentaron vomito, y el 11% restante fue totalmente asintomatico (Ruiz Solis & Richardson

Santana, 2020) (Tabla 3).
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mortalidad. El diagnostico prematuro es un factor crucial para un mejor pronostico de los

pacientes con Pitiosis.

Biologia del Pythium insidiosum

Morfologia

A pesar de que el P. insidiosum no es un hongo verdadero, produce micelios como los
hongos. La diferencia principal entre estos es que los oomicetos carecen de ergosterol en su
membrana citoplasmatica y presentan un tallo diploide y cenocitico. También, sus paredes
celulares no contienen quitina y estan compuestas de celulosas y betaglucanos (Wim Gaastra,

2010).

Las zoosporas son c¢lulas de un solo ntcleo sin pared celular que pueden nadar con la
ayuda de dos flagelos; un flagelo anterior que funciona como timén y un flagelo posterior el
cual es responsable del movimiento de la zoospora a través del agua (Wim Gaastra, 2010).
Muestran quimiotaxis, son estimulados por la presencia de iones como Potasio (K +), Calcio
(Ca2+), Magnesio (Mg2+) y se vuelven enquistados una vez que entran en contacto con tejido
vegetal dafiado o en la herida de un mamifero (Austwick, 1974) (Mendoza L. M., Antigenic
relationship between Pythium insidiosum de Cock and its synonym Pythium destruens Shipton,

1987), (Mendoza L. P., 1988) (Chaiprasert, 1990) (Mendoza L. H., 1993).
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Fisiopatologia

En cuanto a su proceso reproductivo, posee dos ciclos, es tanto sexual como asexual.
En su fase sexual realiza la oogamia en la cual el anteridio fertiliza un oogonio para producir
una oospora (Mendoza L. , 2016) y, en su fase asexual, el organismo desarrolla zoosporas
biflageladas en ambientes himedos (Alexopoulos et al., 1996). Se considera que las zoosporas
son los propagulos infecciosos y su produccion comienza con la formacion de esporangios que

se desarrollan a partir de hifas que han colonizado ciertos tipos de material vegetal.

Los mamiferos tienen dos maneras de infectarse y la via de entrada del microorganismo
determinard la presentacion de la enfermedad. A través de ingestion de agua o pasto
contaminado causa lesiones gastrointestinales; y mediante quimiotaxis de la zoospora al tejido
lesionado causa lesiones cutaneas. Una vez que el tejido objetivo ha sido localizado, las
zoosporas producen una glicoproteina que secretan en la superficie cuando se enquistan
ayudando a su adherencia (Estrada-Garcia, 1990) (Mendoza L. H., 1993) (Mendoza L. A.,
1996). Desarrollan tubos germinativos a una temperatura 6ptima de 24-36 °C, produciendo
hifas que por accion mecanica penetran el tejido produciendo asi la enfermedad (Michigan &

Mendoza, sf).

En el caso de un animal enfermo que haya fallecido, se recomienda que su cadaver sea
cremado para evitar propagacion desde tejido infectado en descomposicion hacia la tierra ya
que pueden existir condiciones ambientales optimas para el desarrollo de nuevas zoosporas.
Hasta el momento no se ha reportado transmision horizontal ni zoonotica. Otro mamifero se
infecta Unicamente por ingestion o contacto directo de tejido lesionado con aguas

contaminadas.
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Distribucion Geografica

La distribucion del P. insidiosum es relativamente amplia, ocurre normalmente en
regiones del Sureste de Asia en los siguientes paises: India, Indonesia, Japon, Corea, Nueva

Guinea, y es endémica de Tailandia (Ichitani, 1980), (Thianprasit, 1986) (Sohn, 1996).

Se han reportado casos también en paises como Argentina, Brasil, Colombia,
Venezuela (Mendoza L., 2005), Costa Rica (Mendoza L. A., 1986); (Mendoza L. A., 1990),
Guatemala (Mendoza L. A., 1996), Haiti (Virgile, 1993), Panama, Nicaragua (Mendoza L. A.,
1986), México y los Estados Unidos (Miller, 1983) (Grooters A. , 2003). Recientemente se

reportd el primer caso en la Replblica Dominicana (Paloma Ortiz, 2019).

Signos Clinicos de Pitiosis en Caninos

Se ha reportado de forma cutanea, multisistémica y gastrointestinal, siendo
mayormente observada su presentacion gastrointestinal. “El hecho de que los perros beban con
frecuencia agua estancada y coman pasto que puede contener elementos de P. insidiosum
explica el elevado numero de casos de Pitiosis intestinal en los caninos” indica el Dr. Mendoza

(Michigan & Mendoza, s.f.).

Los signos clinicos mas frecuentes de la Pitiosis gastrointestinal incluyen vémito,
diarrea, anorexia cronica, y masas nodulares a la palpacion abdominal que normalmente se
ubican en la pared del estomago y/o intestino. Se observa un engrosamiento severo de la
mucosa gastrica e intestinal, rara vez se observa en el esofago o en la region faringea (Grooters
A. , 2003). Los hallazgos del laboratorio incluyen eosinofilia, anemia, hiperglobulinemia e

hipoalbuminemia. La extension de la patologia hacia los vasos mesentéricos puede provocar
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isquemia intestinal, infarto, perforacion o hemoabdomen agudo. Ademas, la infeccion puede
extenderse desde el tracto gastrointestinal hacia tejidos contiguos como el pancreas (Grooters
A., 2003). Histolégicamente se puede observar ulceracion, atrofia, hiperplasia y abundantes

células inflamatorias en la mucosa gastrointestinal (Dr. Mendoza, s.f.).

En la presentacion cutanea se presentan lesiones fistuladas, proliferativas, a menudo de
répida expansion con descarga de exudado serosanguinolento que por lo general se encuentran
en la cola, las extremidades, el torax y el abdomen de los caninos. MicroscOpicamente se

observan areas multifocales de necrosis y abundantes células inflamatorias (Dr. Mendoza, s.f.).

Métodos Diagnosticos

El diagnostico definitivo del Pythium insidiosum se da por tres métodos: Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), Western Blot o por diferentes métodos serolégicos siendo el
mas importante la deteccion de anticuerpos anti P. insidiosum mediante el Ensayo por

Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA).

A) El diagnostico molecular por PCR es la técnica sensible para el diagnostico definitivo,
sin embargo, en la practica diaria no es el método mas utilizado por su alto costo y por
la necesidad de los caninos presentar lesiones activas a la enfermedad, siendo ya la
enfermedad normalmente muy avanzada para su correcto tratamiento (Mendoza L. ,

2016).
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B) El método por Western Blot es muy especifico y sensible, pero por su alto costo y su

necesidad de un equipo especial, se utiliza mas para fines investigativos que para fines

de diagnostico clinico.

C) En cuanto al diagndstico del microorganismo en cuestion por lo métodos seroldgicos

se encuentran los siguientes:

)

2)

El Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) es uno de los métodos
mas utilizados en la actualidad ya que es altamente sensible, rapido y no invasivo.
Posee un 100% de especificidad y mas de un 95% de sensibilidad. Sirve como una
herramienta util para el monitoreo de la respuesta clinica o quirargica, también se
utiliza para diferenciar los caninos que poseen la enfermedad de aquellos que
simplemente han sido expuestos a P. insidiosum en medios acuaticos (Grooters,

Leise, Lopez, Gee, & O’Reilly, 2002).

El método por inmunodifusion es la prueba serologica que mas se ha usado tanto
en medicina humana como en medicina veterinaria. Cuenta con un alto nivel de
especificidad, pero con un muy bajo nivel de sensibilidad. Por lo tanto, solo en
estadios tempranos de la enfermedad este método da un resultado positivo,
excluyendo asi la enfermedad cronica y produciendo falsos negativos, lo que
conlleva a que de igual manera deba confirmarse la enfermedad utilizando otra
prueba mas sensible. No es recomendada ya que el 40% de caninos positivos a

Pitiosis resultan negativos con esta prueba (Michigan State University, s.f.).
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3) Por ultimo, las pruebas de anticuerpos inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa
son especificas, sensibles y muy ttiles para la confirmacion del microorganismo en
biopsias o cultivos. “Los ensayos con inmunoperoxidasa utilizan anticuerpos anti
P. insidiosum, policlonales, marcados con peroxidasa para que estos se unan a las
hifas en los tejidos lesionados. Estos tejidos son luego observados
microscopicamente para identificar las hifas tefiidas” (Michigan State University,

s.f.).

Existen otros métodos presuntivos como son la determinacion del agente por montajes
himedos en 10% Hidréxido de Potasio (KOH), o la observacion de hifas por histopatologia,
en donde la muestra del tejido lesionado es tefiida con hematoxilina-eosina o con tincion de
plata y visto al microscopio (Wim Gaastra, 2010). La observacion de hifas no es un diagnostico
definitivo para P. insidiosum debido a que son indistinguibles a los producidos por hongos. De
igual manera, por el método de histopatologia se puede observar el cambio tipico en los tejidos
de una reaccion inflamatoria eosinofilica (Pan American Veterinary Laboratories. Technical

Papers, s.f.).

Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para la Pitiosis ya que, al carecer de ergosterol, las
infecciones por P. insidiosum tipicamente no responden a tratamientos farmacologicos
antimicoticos convencionales. El tratamiento de eleccion es la extirpacion quirurgica del tejido
comprometido combinado con terapias a base de sueros inmunologicos, fabricadas y
distribuidas por el Laboratorio Veterinario Pan American. Sin embargo, en el reporte “Manejo
exitoso de tres (3) perros con Pitiosis colonica usando itraconazol, terbinafina y prednisona”

realizado en Estados Unidos y publicado en el afio 2019, se observo resolucion completa de
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los signos clinicos, regresion de las masas coldnicas y disminuciones progresivas en los titulos
serologicos después del tratamiento administrado con itraconazol, terbinafina y
corticosteroides pero la tasa de respuesta general se ha estimado en menos del 20% (Mendoza

L., 2005) (Grooters, 2003).

La reseccion quirtirgica con margenes amplios es sin duda alguna el tratamiento mas
eficaz, no obstante, debido a la ubicacion y extension de las lesiones, normalmente se dificulta
lareseccion completa de los 6rganos afectados. Por tal motivo, se desarroll6 una inmunoterapia
que inicialmente se utilizaba para tratar casos de Pitiosis equina, pero en la actualidad también

es utilizada como tratamiento en caninos y humanos.

En equinos, se demostré que la inmunoterapia cuenta con una efectividad del 60% en
casos tempranos de la enfermedad, mientras que su efectividad disminuye con la cronicidad
siendo reportado de un 20% a 40% de efectividad y, aumenta la tasa de curacion al 90% cuando
se combina con desbridamiento quirtirgico. Lamentablemente, en caninos solo se ha
demostrado un 33% de efectividad. Esto se debe a que en equinos la presentaciéon es
mayormente de forma cutanea, lo que facilita su diagnostico al ser visible macroscopicamente,
mientras que en caninos su presentacion es mayormente de indole gastrointestinal, dificultando
su diagnostico. El Dr. Leonel Mendoza, médico veterinario que se ha dedicado a crear un
producto inmunoterapéutico para tratar la enfermedad que causa el Pythium spp. explica que
debido a que los casos de Pitiosis canina suelen ser diagnosticados tardiamente, resulta en
animales con inmunodeficiencia que no responden correctamente a la inmunoterapia (Mendoza

L., 2005).
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Prevencion

En Republica Dominicana la prevencion es un gran reto ya que en temporada de lluvia
es muy comun la presencia de aguas estancadas. Es mayormente ahi, donde los mamiferos que
habitan en zonas susceptibles pudiesen contraer el Pythium insidiosum. Algunas medidas que

se pueden tomar para prevenir el contagio son:

- Siempre ofrecer agua fresca a los animales para evadir la ingestion de aguas

estancadas donde pueda albergar el microorganismo.

- Apartar a los animales de pantanos, estanques y humedales para evitar que caminen o

se sumerjan en ellos.

- Vacunacion profilactica en zonas de alto riesgo.
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TERCERA PARTE

MATERIALES Y METODOS
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Capitulo IV: Materiales v Métodos

Localizacion del Estudio

Este trabajo se realizo en el Distrito Municipal La Victoria, localizado en el municipio
de Santo Domingo Norte, provincia de Santo Domingo, Region Ozama, Reptblica Dominicana

(Figura 1y 2).

Los limites territoriales del municipio La Victoria son: al Norte, los municipios de
Yamasa y de Monte Plata, provincia Monte Plata; al Sur, municipio Santo Domingo Norte; al
Este, municipio Monte Plata, provincia Monte Plata; al Oeste: municipio Yamas4, provincia

Monte Plata y municipio Guaricano (Senado de la Republica Dominicana, 2002).

Santo Domingo Norte es el municipio de la provincia de Santo Domingo que cuenta
con la mayor cantidad de cuerpos hidricos (Figura 3) y, por ende, mayor tasa de inundaciones
(Figura 4). Aparte de los numerosos cuerpos hidricos tales como Arroyo Dajao, Arroyo Los
Prados, Arroyo Tasa, Arroyo Cabon, entre otros, La Victoria cuenta también con el Parque
Nacional Humedales del Ozama, el cual es el segundo sistema de humedales mas grande del

pais (Listin Diario, 2018) (Figura 5).

Tamaiio de la Muestra

El nimero de habitantes en el Distrito Municipal La Victoria conforme a los datos del
Censo 2010 de Poblacion y Vivienda, Oficina Nacional de Estadistica es de 60,922 habitantes

(Gobierno de la Republica Dominicana, 2010). Segun el Centro Antirrabico Nacional (CAN),
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se estima que por una proporcion de diez personas hay un perro, lo que nos da una poblacion

aproximada de 6,092 caninos.

Conforme a las aplicaciones estadisticas, la cantidad a muestrear es de ciento
veinticuatro (124) caninos con la finalidad de obtener un porcentaje de la presencia de dicha

enfermedad en esta zona determinada.

Para calcular la muestra se efectud una proporcion dado que es un estudio no
probabilistico. Utilizando la férmula para calcular el tamafio de la muestra de una poblacion
conocida con variables cualitativas con una poblacion finita, se decidié trabajar con un nivel
de confianza del 95% (o= 0.5) y (z = 1.96), un error maximo admitido de un 5% (d = 0.05) y
se asumid que la prevalencia de Pitiosis en la poblacion fue de 9% (p = 0.09) a priori el estudio
similar titulado “Identificacion de anticuerpos contra Pythium insidiosum, a través de “Ensayo
por Inmunoadsorcién Ligada a Enzimas”, en caninos en las Provincias La Altagracia y La

Romana” donde se encontr6 un 9% de casos positivos (Anexo 7).

Seleccion de la Muestra

Para este estudio se realizd un muestreo no probabilistico por conveniencia. Ciento
veinticuatros caninos (124) de ambos sexos, con o sin propietarios, con o sin signos clinicos, y
con historial de exposicion a cuerpos hidricos donde pudiese albergar el microorganismo en

cuestion, como son rios, pantanos, estanques y humedales.
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Procedimiento de la Toma de Muestra

Se recolectaron muestras de sangre entre marzo y mayo del afio 2022 en el Distrito
Municipal La Victoria y se llenaron formularios que incluyen el examen fisico y el historial
clinico de la mascota (Anexo 8). En caso de poseer duefio, también se incluyeron los datos de

contacto de los propietarios.

Primero, se desinfecto el area con alcohol isopropilico al 70% y se recolectaron 3.5 ml
de sangre de la vena yugular o de la vena cefélica (Figuras §, 9, 10 y 11). Se colocaron en tubos
recolectores identificados individualmente, estériles, de tapa roja con separador y activador de
coagulo (Figuras 12 y 13). Las muestras se fueron almacenando en una nevera portatil con
hielo a temperaturas entre 0-4°C (Figuras 14 y 15). Se procedio a centrifugar cada una de las
muestras, durante 10 minutos a una velocidad de 1.500-2.000 r.p.m, dando como resultado =
1.5 ml de suero (Figura 16). Finalmente, las muestras se mantuvieron congeladas (Figura 17)
y al culminar el muestreo fueron enviadas al Laboratorio Veterinario Pan American en Texas,
Estados Unidos, para su posterior andlisis a través del Ensayo por Inmunoadsorcion Ligada a

Enzimas (ELISA).

Localizacion de Analisis de Laboratorio

El Laboratorio Veterinario Central (LAVECEN) es un organismo dependiente de la
Direccion General de Ganaderia (DIGEGA), considerado el laboratorio de referencia nacional
por respaldar al Sector Agropecuario y al Ministerio de Salud Publica, especificamente con el
diagnostico de la salud animal. A través de esta entidad fueron empacadas y enviadas las ciento
veinticuatro (124) muestras de suero obtenidos mediante la centrifugacion de las distintas

muestras de sangre extraidas de los animales seleccionados para el estudio. Fueron recibidas
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por el Dr. Leonel Mendoza y enviadas al Dr. Robert Glass quien las procesoé en el Laboratorio
Veterinario Pan American ubicado en Texas, Estados Unidos, utilizando el método ELISA para
la identificacion de los oomicetos Pythium spp., Lagenidium spp. y Paralagenidium spp., con

interés particular de diagnosticar P. insidiosum.

Instrumentos Utilizados

Se utilizé un formulario el cual sirvid6 como instrumento para la organizacion de la
recolecta de datos y examen fisico de cada canino. Este instrumento fue elaborado para
recopilar la informacidn especificamente necesaria para este estudio (Anexo 8). También, se
les entregd fisicamente un encarte informativo sobre la enfermedad a los propietarios de los
caninos en el area del estudio para explicarles el propodsito de la toma de muestra y qué medidas

pueden tomar para prevenir que su mascota contraiga la enfermedad (Anexo 9).

Equipos y Materiales

Los materiales utilizados para la parte practica de este estudio fueron (Figura 7):

s Jeringas de Scc (aproximadamente 150 unidades)

¢ Alcohol isopropilico 70%

¢ Guantes

s Algodon

s Tubos de recoleccion de sangre estériles con gel separador

s Centrifuga
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s Congelador/ Refrigerador
s Tabla de anotaciones

¢ Boligrafos

s Bozales

s Soga

< Agua Oxigenada

¢ Estetoscopio

s Termometro

s Cronometro

Descripcion del método de diagndstico ELISA utilizada en el laboratorio Pan American
Veterinary Labs PAVL

Segun el PAVL, los pasos para el procedimiento ELISA indirecto son los siguientes.

1)) Preparacion de la placa de dilucion:

1. Colocar 200 ul de diluyente de suero en los pozos.

2. Anadir 10 ul de cada suero (muestra y control).

3. Dejar los primeros tres (3) pozos en blanco, y colocar el control negativo, y el control

positivo.

II) Preparacion de la placa del antigeno:
1. Seleccionar los pozos recubiertos con el antigeno apropiado para la prueba a realizar.

2. Agregar el nimero de placas y tiras recubiertas necesarias para cada prueba.
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Transferir 50 ul de las muestras diluidas a los pozos con el antigeno seleccionado.
Cubrir las placas de antigeno con la placa de dilucion e incubar por veinte (20) minutos
a temperatura ambiente.
Lavar la placa de antigeno tres veces.
Afadir 100 ul de buffer conjugado a cada pozo.
Cubrir nuevamente las placas e incubar por veinte (20) minutos.
Con los cinco (5) minutos restantes del periodo de incubacion, prepare la solucion OPD.
a. Medir 35mg de OPD congelada.
b. Agregar 10 ml de sustrato buffer.

¢. Mezclar suavemente varias veces.

Lavar la placa tres veces y secar.

. Agregar 100 ul de solucion OPD a cada pozo.

Incubar por veinte (20) minutos para desarrollo de color.
Agregar 100 ul de solucion STOP al terminarse el periodo de incubacion.

Esperar cinco minutos y leer la placa con una longitud de onda de 490 nm.

En resumen, los pasos de este procedimiento son:

1.

2.

El antigeno se une y recubre el pozo.

El suero del paciente se agrega al pozo, y si hay anticuerpos contra el antigeno, se uniran
al antigeno.

Se agrega anti-IgG (cadena pesada y ligera) marcada con peroxidasa, especifica de
especie.

El anti-IgG se unira a los anticuerpos que se unieron en el paso 2.

33



5. Se agrega sustrato OPD. Si el antisuero marcado con peroxidasa estd presente, se
desarrolla el color.
6. La cantidad de color estd en relacion con la cantidad de peroxidasa. Si el suero del

paciente no tiene anticuerpos contra el antigeno, no habré color.

Interpretacion de los Resultados

Los resultados son interpretados por el laboratorio de la siguiente manera: se divide la
densidad optica (DO) de cada muestra entre la densidad Optica de las de control negativo, se

multiplica el resultado por cien y se expresa en porcentaje.

Ejemplo: (DO de la muestra / DO control negativo) x 100 = Puntuacion del paciente

(% de actividad)

Interpretacion de Puntaje:

Un porcentaje de 0-150% indica un resultado negativo, un porcentaje entre 151-199%
indica un limite intermedio y un porcentaje superior a 200% indica un resultado positivo a la
prueba (Tabla 2). Estos porcentajes indican los distintos niveles de infeccion segln la cantidad
de titulos de anticuerpos o densidad oOptica resultante, no se relacionan a especificidad ni a
sensibilidad. Al ser una prueba serologica que mide anticuerpos IgG, puede reconocer
anticuerpos de una previa exposicion al microorganismo, aunque el individuo no presente una
infeccion actual ya que marca niveles de anticuerpos durante varios meses luego de la

exposicion.
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Capitulo V: Resultados

Para este estudio, se tomaron muestras de un total de ciento veinticuatro (124) caninos
de ambos sexos, con o sin propietarios, con presencia de signos clinicos o asintomadticos, que
poseen historial de exposicion a cuerpos hidricos donde se pudiese albergar el Pythium
indisiosum, como son rios, pantanos, estanques y humedales del Distrito Municipal La Victoria

entre los meses de marzo y mayo del afio 2022 (Tabla 1).

Se detectd que ninguno de los caninos muestreados arrojé titulos serologicos ELISA
positivos a Pitiosis (puntaje de densidad optica de 200%). Sin embargo, dieciséis (16)
presentaron un resultado en limite intermedio (puntaje de densidad optica de 151-199%)
sugestivo de algun contacto previo con el microorganismo. Estos resultados representan un
12.9% en relacion con los animales muestreados. Los demas ciento ocho (108) animales estan

negativos al Pythium insidiosum (puntaje de densidad optica 0-150%) (Gréafica 1).

En relacion con los animales que tuvieron exposicion con zonas inundables naturales o
artificiales, de los ciento veinticuatro (124) caninos muestreados el 93% (115/124) estuvo en
contacto en algin momento con los mismos y el 7% (9/124) no tuvo ningln tipo de contacto

con humedales segun la informacién proporcionada por los propietarios (Grafica 2).

De la totalidad de caninos muestreados, 55% (69/124) son hembras de los cuales el
10% (7/69) resultaron con titulos de limite intermedio, y el 44% (55/124) restante son machos,

presentando el 16% (9/55) titulos de limite intermedio (Grafica 3).

De la totalidad de caninos muestreados respecto a la edad, hubo un 14% de caninos

menores de un 1 afio, un 60% entre 1-3 afios, un 15% entre 3-6 afios, y un 11% mayor de 6
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anos. Se observd que el rango de los caninos que presentaron limite intermedio para la

enfermedad fue de 1-8 afios siendo el 69% (11/16) de edad entre 1-3 afios (Grafica 5).

De los ciento veinticuatro (124) caninos muestreados cuarenta y ocho (48) presentaron
alglin signo clinico relacionado a Pitiosis, pero solo nueve de los dieciséis (16) que presentaron
anticuerpos ante Pythium insidiosum de limite intermedio presentaron signos clinicos
caracteristicos de la enfermedad. El 44% (7/16) presento signos gastrointestinales, el 6% (1/16)
presento lesiones cutdneas y el 50% restante (8/16) fueron asintomaticos. Todos ellos contaron

con historial de previa exposicion a zonas inundables (Grafica 4).

En base a estos resultados podemos deducir que no hay predisposicion por sexo ni edad,
pero si que es estrictamente necesario la exposicion a aguas estancadas para la infeccion y

propagacion del P. insidiosum.

Debido a que la prueba serologica ELISA proporcionada por el Laboratorio Veterinario
Pan American contaba con el diagnostico de dos oomicetos adicionales, se observaron ciertos

hallazgos incidentales significantes que son dignos de mencionar y analizar:

El 2% (3/124) de los animales muestreados resultaron positivos a Lagenidium spp. De
€sos tres casos positivos, uno de los animales presentaba vomitos al momento del estudio, otro
de ellos presentaba una lesion de piel redonda en el miembro anterior izquierdo y el tercero,
asintomatico. En cuanto a la relacion del sexo de los animales positivos a Lagenidium spp.
hubo un macho y dos hembras. En cuanto a la edad, los tres caninos estuvieron en el rango
entre 2-5 afios y todos estuvieron expuestos a zonas inundables naturales, especificamente

cafladas.
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El 15% (18/124) de los animales muestreados resultaron con titulos intermedios a
Lagenidium spp. de los cuales 67% (12/18) son hembras y 33% (6/18) son machos. Con
relacion a los signos clinicos se observd que un 17% (3/18) de estos presentaba sintomas
gastrointestinales, diarrea especificamente, un 11% (2/18) presentaba lesiones de piel y un 72%

asintomaticos. Todos estuvieron expuestos a zonas inundables naturales.

Un 2% (2/124) mostro titulos serologicos intermedios al oomiceto Paralagenidium spp.
Ambos caninos eran hembras, asintomaticas, una de un afio de edad y otra de seis afios, ambas

con previa exposicion a zonas inundables.

Capitulo VI: Discusion de Resultados

El Pythium insidiosum se ha convertido objeto de estudio en la Republica Dominicana a
partir del primer caso positivo en caninos reportado por la Dra. Paloma Ortiz y posterior a
este, otros nueve caninos fueron detectados positivos por las Dras. Keila D. Ruiz Solis y Evis
M. Richardson Santana en las Provincias la Altagracia y La Romana. A raiz de esto, ha
surgido la incognita de saber cudl es la extension de la enfermedad en el pais, ya que aun se

desconoce.

En el presente estudio, aunque no hubo ningln caso positivo, se detectaron multiples
caninos, exactamente dieciséis (16), con presencia de valores en rango de limite intermedio
de anticuerpos I1gG anti Pythium insidiosum en el Distrito Municipal de la Victoria,
Republica Dominicana. Esto sugiere que los caninos estuvieron en contacto con el patégeno

en algin momento, implicando que no se debe descartar la presencia del microorganismo en
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el area de estudio. A raiz de estos resultados recae la importancia de continuar investigando
en diferentes zonas del pais para lograr determinar cuales son las areas de mayor riesgo de la

enfermedad.

Entre los hallazgos incidentales se observaron tres casos positivos a Lagenidium spp.
Este microorganismo fue diagnosticado por primera vez en el 2020 como hallazgo incidental
durante el trabajo investigativo de grado de las Dras. Bayon y Fernandez realizado en equinos
de la Provincia de Monte Plata. La Provincia de Monte Plata limita al Norte al municipio de la
Victoria, lo que concuerda con que posiblemente en Santo Domingo Norte, el principal
oomiceto emergente sea el Lagenidium spp. Una particularidad amenazante de este
microorganismo es que puede infectar larvas de mosquitos (Viela & Taylor, 2015) lo que
implicaria una rapida expansion de la enfermedad en el pais. Al igual que el Pythium
insidiosum, en perros, esta enfermedad cursa con lesiones cutaneas y subcutineas pero afecta

con frecuencia a las extremidades, region mamaria, y/o tronco.

Capitulo VII: Conclusion y Recomendaciones

Conclusion

La Pitiosis es una enfermedad emergente de la cual alin queda mucho por estudiar e
investigar a nivel mundial. Republica Dominicana cuenta con un ambiente ideal para el
desarrollo y proliferacion del oomiceto Pythium insidiosum. Aparte de su alta mortalidad, la
mayor inquietud es que puede cursar de manera asintomatica hasta encontrarse en una etapa
muy avanzada. Consecuentemente, implicaria un diagnostico tardio y la incapacidad de ofrecer

el tratamiento a tiempo.
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A pesar de que no hubo ningliin caso positivo al P. insidiosum, multiples caninos
presentaron valores en rango de limite intermedio. Esta investigacion en conjunto con las
demas en el tema, aportan a la determinacion de areas de mayor riesgo para identificar la
necesidad de instaurar un protocolo profilactico. Igualmente, contribuir a que la enfermedad

sea considerada como diagnostico diferencial de patologias gastrointestinales y/o cutaneas.

Cabe destacar los hallazgos incidentales de otros oomicetos que resultan de importancia
en el pais como son el Lagenidium spp. y Paralagenidium spp., habiendo detectado tres casos

positivos al Lagenidium spp.

Recomendaciones

1. Continuar investigando la presencia de Pythium insidisoum en otras areas del pais con
condiciones climaticas humedas, particularmente en zonas inundables. Por los
antecedentes nacionales existentes, se recomienda realizar investigaciones en zonas del

Este 0 en Samana.

2.  Realizar investigaciones en otras especies como en humanos y en bovinos.

3.  Serecomienda investigar a mayor profundidad los microorganismos Lagenidium spp. y

Paralangenidium spp. y la presencia de éstos en el pais, ya que como hallazgo incidental

de nuestros resultados se observo una cantidad significante de animales previamente

expuestos a dichos microorganismos.
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Se recomienda a todos los propietarios de animales, ofrecerle siempre acceso a agua
potable para beber, y en animales con presencia de lesiones cutaneas, evitar contacto con

agua estancadas.

En areas con altas incidencias de mosquitos, se recomienda fumigar peridodicamente.

Se recomienda actualizar las estadisticas sobre los censos de las diferentes especies de

animales domésticos en el pais.

Exhortamos a todos nuestros colegas a conocer el Pythium insidiosum por su facil manera

de camuflajearse como una enfermedad gastrointestinal y/o cutanea, asi puedan

considerarlo como un diagndstico diferencial en las zonas de alto riesgo.
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