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PRIMERA PARTE

1. Introduccion

La Pitiosis es una enfermedad emergente a nivel mundial, especialmente en
paises humedos tropicales y subtropicales, que afecta a muchas especies de
mamiferos, incluyendo al hombre. La misma es causada por un protista, es altamente
infecciosa y provoca lesiones que pueden causar la muerte a los animales que la
padecen, especialmente si no se detecta a tiempo (*°). Esta enfermedad comenzo a

estudiarse en el siglo pasado y por lo tanto aun queda mucho por conocer de ella.

Los primeros casos documentados de una enfermedad fangica similar en
equinos fueron reportados alrededor del ano 1884 con las publicaciones de Smith, Fish
y Drouin. No fue hasta 1987, con el estudio de De Cock, Mendoza L. et al., que se
introdujo el nombre binomial de Pythium insidiosum para describir la enfermedad en
equinos de Costa Rica. Desde su descubrimiento, la Pitiosis ha sido conocida por una
diversidad de nombres tales como: espundia y cancer de los pantanos. (3812151922.25)
Algunos autores sugieren que los colicos recurrentes estan asociados con dicha forma

de la enfermedad. (3).

En la ultima década se han reportado casos en Brasil, Colombia, Costa Rica,
Estados Unidos, Indonesia, Japdén, Tailandia, siendo el equino la especie mas
frecuentemente afectada ('°). Curiosamente, en el afio 1993, en Haiti, se reporté un
caso de Pitiosis en humanos (*’) lo cual crea una alerta para la salud publica nacional,

ya que compartimos el mismo territorio islefio.

En el afo 2019, se documentd el primer caso de Pitiosis canina en Santo
Domingo, Republica Dominicana. Dado a que ya se conoce la existencia del
microorganismo en el pais, y el equino es la especie mas susceptible, surge la
intencién de investigar si existe la enfermedad en dicha especie dentro del pais,

especialmente en aquellas zonas de alto riesgo. En la actualidad no existe evidencia



alguna de un diagnostico de Pitiosis en equinos en la Republica Dominicana, lo que
nos inclina a pensar que tal vez no haya sido diagnosticada por confundirla con otras

enfermedades que presentan sintomatologia similar en esta especie.

Los mamiferos afectados con Pitiosis son principalmente aquellos que tienen
acceso a aguas estancadas, pantanos, lagos y zonas inundables. Esta enfermedad
puede presentarse en todo el afo, pero se observa un gran numero de casos en
épocas de lluvia o justamente después de ella” (°). La enfermedad se asocia con la
formacion de lesiones infiltrativas piogranulomatosas e inflamacion eosinofilica en los
tejidos de animales afectados(?). Las lesiones cutaneas son similares a otras causadas
por muchas otras enfermedades tales como: Habronemiasis, Lagenidiosis, Linfangitis
Granulomatosa o Epizodtica. También se asemejan a aquellas producidas por cuerpos

extraios y por otras causas producentes de abscesos subcutaneos.

La finalidad de este proyecto es determinar si los equinos del pais,
especialmente en zonas de alto riesgo, padecen o han padecido de la enfermedad.
Dicha investigacion se utilizara para educar e informar a los profesionales de la salud
del pais sobre los riesgos que representa la enfermedad, tanto como su distribucion,
importancia de la deteccién temprana y orientarlos acerca de las terapias que existen

para la misma.

Este trabajo investigativo ha sido uno innovador que se hara en paralelo con
otros trabajos similares en la isla, pero con distintas especies animales y
eventualmente se realizara con humanos. Los datos recopilados por este trabajo y
otros similares seran utilizados para ampliar el conocimiento que existe sobre la
enfermedad y su distribucién mundial. De igual modo, los resultados seran compartidos
con el laboratorio Pan American Laboratories en Texas, Estados Unidos. Este
laboratorio cuenta con los cientificos pioneros en el descubrimiento de la Pitiosis,

asimismo como los que han desarrollado la inmunoterapia para la enfermedad. Los



datos obtenidos ayudaran al conocimiento nacional e internacional sobre enfermedades

infecciosas emergentes que tienen repercusiones incluso para la salud publica.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo General

Detectar anticuerpos 1gG anti Pythium insidiosum en suero equino,
utilizando el Método ELISA, en zonas inundables en tres municipios de la
provincia de Monte Plata, Republica Dominicana durante los meses de agosto a

septiembre del afio 2020.

1.1.2. Objetivos Especificos

1. Identificar la relacion entre resultados seroldgicos positivos y signos
clinicos asociados a la enfermedad.

2. Determinar si existe predileccion de edad, raza, sexo o color de pelaje en
los casos positivos.

3. Determinar factores agro-ecoldgicos y climaticos locales asociados a la

enfermedad.



2. Capitulo I: Revision Literaria

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Internacionales

La Pitiosis es una enfermedad relativamente reciente ya que sus origenes se
remontan a apenas el siglo pasado. Los avances en la tecnologia han puesto a la
disposicion de cientificos mejores pruebas diagndsticas lo cual ha permitido cada dia
confirmar nuevos casos. Asi mismo, los drasticos cambios climaticos han fomentado la
deteccidn de casos positivos. Los cuerpos de agua se han secado y existe crecimiento
organico en donde antes habia agua. En épocas de lluvia, estas zonas vuelven a tener

agua logrando el ambiente ideal para la proliferacion del P. insidiosum. ('?)

Los primeros casos oficiales de Pitiosis en equinos fueron reportados en Costa
Rica, mediante la publicacién del 1986 de Mendoza y Alfaro como primer antecedente.
En su estudio “Pitiosis Equina en Costa Rica: Reporte de 39 casos”, Mendoza y Alfaro
realizan las descripciones clinicas y patologicas de 39 casos de la enfermedad en
equinos, asi como su diagndstico serologico y tratamiento. En este estudio se
determind que la Pitiosis en equinos es principalmente de forma cutanea y que no
existe predileccion de raza ni sexo para la infeccion. También se descubre que, en los
casos cronicos, los animales mueren por la toxemia producida por infecciones

bacterianas secundarias propiciadas por la lesién principal del Pythium.

Se escogi6 el estudio del afio 1993 de Virgile R. y Perry et al titulado “Ulcera
corneal humana causada por Pythium insidiosum” como antecedente a este estudio, ya
que recalca que la Pitiosis no es exclusiva de animales y que por tanto hay que educar
a la poblacién de médicos humanos sobre dicha enfermedad y la importancia de su
pronta deteccion para que el tratamiento sea efectivo. Dicho estudio también ubica el

microorganismo en Haiti, con quien compartimos el mismo territorio islefio.

El tercer antecedente es el trabajo de Bezzerra y Pedroso et al del afio 2010

titulado “Pitiosis intestinal en el Brasil Surefio” se estudié un caso poco comun de



Pitiosis gastrointestinal en un equino. Este estudio fue utilizado como referencia para
recalcar que a pesar de que la forma cutanea de la enfermedad es la mas comun,
también existen otras formas importantes de la infeccion por P. insidiosum que pueden
ser mortales si no se tratan a tiempo. También concluyen que los cdlicos recurrentes

estan asociados con dicha forma de la enfermedad.

Un estudio similar fue llevado a cabo en el afio 2013 en Cordoba, Colombia
por Cardona et al. En su estudio descriptivo prospectivo “Frecuencia de Pitiosis
cutanea en caballos de produccion en explotaciones ganaderas de Cordoba, Colombia”
donde se determina la frecuencia de la presentacion cutdanea de la enfermedad.
Evaluaron la totalidad de equinos en siete explotaciones ganaderas ubicadas en zonas
inundables de la provincia durante dos meses, pasada la época de lluvias. De la
totalidad de equinos, observé un 26.9% de ejemplares con caracteristicas clinicas e
histopatolégicas compatibles con Pitiosis cutdnea. Entre las conclusiones mas
relevantes esta que no existe predileccion de raza ni sexo, pero si hay diferencias

significativas en cuanto a la ubicacién de las lesiones.

Por ultimo, en la publicacion de Weiblen y Machado et al del 2016 titulada
“Seroprevalencia de infecciones por Pythium insidiosum en equinos de Rio Grande do
Sul, Brasil”, se realiza un estudio epidemioldgico para detectar anticuerpos anti P.
insidiosum en equinos. Dicho estudio escogié un numero de fincas a muestrear dentro
de una region considerada de alto riesgo que cumplia con las condiciones
climatolégicas y ecoldgicas necesarias para la proliferacion del microorganismo. Entre
sus conclusiones, determinaron que la seroprevalencia en ganado equino era de 11.1%
con variaciones ligeras entre diversas subregiones muestreadas y que por lo tanto, la

presencia de dicho microorganismo es notable en criaderos de caballos.
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2.1.2. Antecedentes Nacionales

Existe el primer caso de Pitiosis Multisistémica en caninos, reportado por la Dra.
Paloma Ortiz de la Clinica Elemental Veterinary Hospital, y confirmado por
histopatologia (anexo V), PCR y serologia, el cual esta en proceso de publicacion para
ser entregado a las debidas autoridades nacionales. Inicialmente, el paciente canino
llamado Blue se presenté con emaciacion severa, decaimiento y linfonédulos reactivos.
Un estudio endoscopico reveld una enorme masa en el estbmago del animal y existian
altas sospechas de que fuera de origen neoplasico. La masa fue removida y se envio
muestra para biopsia. El estudio histopatologico revelé que la masa era de origen
fungico o similar y mencionaba la posibilidad de que fuera causado por P. insidiosum.
Fue entonces, cuando la Dra. Ortiz decidi6 orientarse y estudiar mas a fondo el
patdégeno. En sus investigaciones, la doctora contacté al laboratorio Pan American
Veterinary Laboratories, quienes cuentan con los cientificos expertos en la enfermedad

y fue asi como adquirio la terapia adecuada para el animal.

Lamentablemente, a pesar de los arduos esfuerzos de tratamiento intensivo y de
haber recibido la terapia adecuada, Blue fallecid en diciembre del 2019. La necropsia
arrojé que Blue se encontraba en una etapa muy avanzada de la enfermedad y tenia
rastros de una respuesta nodular inflamatoria diseminada en todos los érganos de su
cuerpo, incluyendo el cerebro. Este caso nos recalca la importancia de la deteccion
temprana para establecer una terapia adecuada y aumentar la supervivencia de los

animales que padecen de la enfermedad.

A inicios del afo 2020, se reportd otro caso que permanece presuntivo de
Pitiosis gastrointestinal en un canino en la Clinica Veterinaria de la Universidad
Nacional Pedro Henriquez Urefia, en la ciudad de Santo Domingo. Dicho caso fue
atendido por la Dra. Sara Genao y se le realizaron pruebas de histopatologia. Dado a

que el propietario no deseaba hacer estudios de diagndéstico mas certeros, no se
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realizaron pruebas de ELISA ni PCR, por lo tanto el caso permanece como un

diagndstico presuntivo de micosis gastrointestinal por un agente fungico no identificado.

2.2. Biologia del Pythium

El género Pythium esta formado por alrededor de 85 especies pertenecientes al
reino Stramenopila, filo Oomycota, clase Oomycetes y familia Pythiaceae” (*>'>%"). Son
organismos saprofitos principalmente de plantas y peces (*°). El Pythium insidiosum es

el Unico en su género que ha demostrado infectar tejidos de mamiferos ('*%).

El Pythium es eucarionte y ha sido descrito como hongo por su crecimiento en
hifas. Las hifas del P. insidiosum “miden entre 4-10 ym en didmetro con ramas
perpendiculares laterales”. (°). Su pared celular estd compuesta principalmente por -1
y 3 glucanos con minimas cantidades de ergosterol, por lo que se diferencian de

hongos verdaderos cuya pared celular esta compuesta principalmente por quitina (*%).

Su reproduccién es tanto sexual como asexual. “En el estado asexual o
vegetativo, el Pythium produce clamidosporas inactivas o esporangios que dan origen a
las hifas o a la vesicula de zoosporas. Durante la reproduccién sexual, el anteridio
fertiliza un oogonio para producir una oospora” (*°). Segun la universidad de Penn State
en Estados Unidos, soélo algunos miembros del género Pythium tienen la capacidad de
producir zoosporas. Las mismas son una adaptacion evolutiva del organismo que le
permite enquistarse en células hospederas. Las zoosporas, son flageladas y hacen
quimiotaxis hacia tejidos animales dafiados o lesionados. En algunos casos, las

zoosporas se desenquistan en la célula hospedera, dando origen a nuevas zoosporas.

(27,29).

La produccién de zoosporas es solamente posible en ambientes acuaticos, con
temperaturas entre 20-37°C, con proporciones adecuadas de carbono, nitrégeno y

calcio ().
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2.3. Epidemiologia

La Republica Dominicana reune los requisitos necesarios para el crecimiento del
Pythium insidiosum, ya que ofrece un clima tropical con épocas de lluvias que, en su
mayoria, ocasionan inundaciones. En general, la distribucion geografica es amplia,
pues ha sido reportada en varios paises tropicales, subtropicales y templados del
mundo que incluyen: Brasil, Venezuela, Colombia, Argentina, Costa Rica, Guatemala,
Panama, Nicaragua, Haiti y Estados Unidos de América, especialmente en los estados
préximos al Golfo de México (por ejemplo: Florida, Louisiana, Mississippi y Texas).
Fuera de las Américas, ha sido descrita en otras zonas y paises, como en el sudeste
de Asia (Tailandia e Indonesia), India, Corea del Norte, Nueva Guinea, Nueva Zelandia,

Japén; asi mismo en Australia y Africa (1%%).

“Se sospecha que no existe predisposicion de raza, sexo y edad para la
infeccién, y el consecuente desenvolvimiento de la enfermedad.” (). Sin embargo,
segun Cardona J.A et al, en Colombia se reporta con mayor frecuencia en caballos de
vaqueria entre los 3 y 9 anos, y reporta que la raza y coloracion de la capa o pelaje
también pudieran ser factores predisponentes; lo antes expuesto es considerado como
causante de otras patologias como son: sarcoide, fiboroma, papiloma, carcinoma de

células escamosas y melanoma. (*).

Segun Cardona J.A., Vargas- Viloria M. et al., la frecuencia de la presentacion
del Pythium insidiosum puede verse influenciada por las precipitaciones abundantes y
la elevada humedad relativa, la cual favorece formacién de cuerpos de agua y potreros
inundables, siendo estas, las mejores condiciones para la reproduccién del
microorganismo. En efecto, la gran mayoria de los casos de pitiosis se observan
durante o después de la estacién lluviosa. Por ende, los indices de morbilidad y
mortalidad son variables segun si los equinos fueron mantenidos en sitios con cumulos

de agua, potreros inundados con poco drenaje y/o vegetacion acuatica abundante.
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Para Cardona J.A., Vargas- Viloria M. et al. las condiciones agroecoldgicas son
determinantes para el desarrollo del pseudo-hongo en su ecosistema, y el principal
factor que determina la proliferacion y distribucién de este. Se descubrié que su
prevalencia se debe a la secrecidn de exo-antigenos, que son estrategias evolutivas
desarrolladas por P. insidiosum para asegurar su proliferacion en el tejido del
hospedero. Esta hipotesis es confirmada por el hecho de que se hallan hifas viables de
P. insidiosum sélo dentro de la reaccion eosinofilica, o que indica que el agente

patdgeno usa este mecanismo de defensa para asegurar su supervivencia.

2.4. Pitiosis en Humanos

A pesar de no ser una enfermedad zoondtica, la Pitiosis ademas de afectar a los
animales, también ha sido diagnosticada en humanos. Las tres formas mas comunes
observadas son la Pitiosis cutanea, oftalmica y sistémica ('°). La primera, siendo la mas
comun, se observa principalmente en las extremidades y en la cara. La segunda,
observada en el caso de Haiti, es ocular y causa queratitis en los pacientes. Por ultimo,
la mas grave de todas es la sistémica, cuya presentacion causa vasculitis, trombosis y

aneurismas.

“Los factores de riesgo asociados con la enfermedad en humanos aparentan
estar relacionados con talasemia mientras que otros son ocupacionales” ('8),
especialmente aquellos trabajos en ambientes acuaticos como la pesca de agua dulce
y en fincas de arroz. Cabe destacar que el microorganismo penetra a su hospedero a
través de piel o mucosas previamente lesionadas ('°). No obstante, se recomienda a la
poblacion mundial a no consumir o bafarse en aguas estancadas donde abunda la

materia organica .
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2.5. Pitiosis en Equinos

La Pitiosis se puede manifestar de dos formas, la primera y mas comun en
equinos es la Pitiosis cutanea ("°%°). La segunda forma de presentacién y mas comun
en caninos es la Pitiosis gastrointestinal en la cual se ven afectados el estbmago e

intestino, principalmente. (7).

Las lesiones cutaneas son mas frecuentes en areas con el mayor contacto con
aguas contaminadas de zoosporas; estas se observan por lo general en las
extremidades, como también en la zona inguinal, porcion ventral (del animal en
reposo), latero toraco-abdominal, y pectoral. También son observadas en areas donde
los equinos se laceran o lesionan con mayor frecuencia, como es el caso de la cara,

nariz y cavidad oral ('**) (ver fotos 1-4).

Marquez A., Salas Y, et al. describen que las lesiones cutaneas en equinos se
caracterizan por ser de crecimiento lento, insidioso, circulares, ulceradas o no
ulceradas hasta formar grandes granulomas de hasta 50 cm de diametro. Se han
observado lesiones granulomatosas ulceradas o no ulceradas, ubicadas en la porcion
distal del metacarpo o metatarso pudiendo implicar las falanges. Las lesiones ulceradas
varian de tamafo (100 mm), siendo redondeadas o alargadas con multiples zonas de
necrosis. Las lesiones no ulceradas se caracterizaron por presentar multiples tractos

fistulosos que drenan un material serosanguinolento, e incluso material purulento.

En la Pitiosis cutanea equina se observan estructuras sélidas llamadas kunkers,
que se encuentran limitadas al area de la lesion, donde se origind el ingreso del
patogeno ('®'9%2). Las mismas no se manifiestan en otras especies afectadas por el

oomiceto y tienen su origen en el acumulo focal de eosindfilos alrededor de las hifas

(22).

% Los Kunkers (Figura 1) - Terminologia definitiva, sin traduccion al espafol -.
“Son lesiones encontradas en equinos que se caracterizan macroscopicamente

por un aumento de volumen en forma de placa ulcerada, sangrante e irregular

15



de color blanco amarillento, con apariencia de tejido de granulacién, al corte
superficial a profundo, y de facil desprendimiento. Por otra parte, el estudio
microscopico revela una dermatitis granulomatosa, eosinofilica de difusa a

multifocal” (¢).

“Las afecciones intestinales se caracterizan por lesiones granulomatosas en el yeyuno,
las cuales producen obstruccién parcial o total, dolor abdominal, anorexia y pérdida de
peso; en estos casos la posible forma de infeccidon es a través de la ingesta de agua

contaminada con zoosporas de P. insidiosum” (*").

Adicionalmente, se han reportado casos de diseminacion de P. insidiosum hacia
los nodulos linfaticos regionales y pulmones, sin embargo, al mismo tiempo, existian
lesiones cutaneas. Para este tipo de lesiones en equinos es necesario realizar un
diferencial con otras lesiones de piel como son la Habronemiasis cutanea, tejido de
granulacidon exuberante o neoplasias, donde el estudio histopatolégico es fundamental
para su diagnostico; no obstante, la presencia de los previamente mencionados
kunkers, tractos fistulosos, y secrecion fibrino-sanguinolenta son inequivocas en la

Pitiosis cutanea equina (*).

2.6. Patofisiologia de la Pitiosis en Equinos

“El P. insidiosum penetra a su hospedero mamifero a través de piel o tejidos
previamente lesionados” (). Cuando las zoosporas entran por la herida, “se enquistan
para producir una glicoproteina que le permite una mejor adhesion al tejido” (°). Una
vez el microorganismo se encuentra dentro del tejido se transforma en hifas,
provocando una reaccion inflamatoria eosinofilica con mastocitos, macréfagos, células

plasmaticas y linfocitos ('8).

“La reaccioén eosinofilica provocada por el P. insidiosum, causa el desarrollo de

cuerpos asteroidales alrededor de las hifas en el tejido afectado. Lo anterior es
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conocido como el fendmeno de Splendore-Hoeppli, nombre otorgado por quienes lo
descubrieron”('®). Dicho fenémeno se debe al depdsito de complejos
antigeno-anticuerpo y remanentes de células inflamatorias en el lugar de infeccion.
“Microscopicamente, se visualiza material eosinofilico amorfo con configuraciones
radiales similares a una estrella, rodeando el agente causal” (°) (Figura 2). El fenémeno
de Splendore-Hoeppli en equinos es tan pronunciado que los eosindfilos se degranulan

alrededor de las hifas formando lesiones coralinas caseificadas llamadas kunkers(®).

Los kunkers se van desarrollando hasta lograr necrosar el tejido, lo que da
origen a un fuerte olor fétido. “Dichas lesiones se caracterizan por producir en el equino
prurito intenso, provocando como consecuencia la automutilacion de la herida” (). “Las
lesiones continuan en crecimiento hasta corroer los ligamentos, tendones y huesos, lo

que producira la muerte del animal dentro de los seis meses aproximadamente” ().

La rapida destruccion de tejido producida por el P. Insidiosum se debe a la
intensa reaccion alérgica del animal ante la presencia de las hifas en el tejido. La
respuesta inmunolégica de tipo Th2 (Linfocitos T Cooperadores tipo 2) es la que

promueve la reaccion en el animal('23°).

2.7. Inmunologia de las Infecciones causadas por Pythium insidiosum

Las zoosporas de P. insidiosum entran al huésped dado a que la barrera
principal de defensa no se encuentra en su perfecto funcionamiento (piel, membranas
mucosas, endotelio vascular). Como se mencioné anteriormente, el organismo sélo es
capaz de penetrar la piel o tejido animal que esta previamente lesionado. Luego, ocurre
una reaccion inmunitaria no especifica en donde diferentes fagocitos (leucocitos,
macrofagos y células dendriticas) llegan al sitio de infeccion con el fin de eliminar el

agente extrario (®).
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La respuesta inmune inicial no logra combatir el microorganismo y éste
comienza a desarrollar las hifas; los antigenos liberados por las hifas dentro del tejido
animal son claves para el desarrollo de la infeccibn en mamiferos. “Los antigenos
exogenos liberados por el P. Insidiosum son presentados a las células dendriticas
plasmaticas o linfoides locales” ('®). Estas a su vez, “liberan diferentes combinaciones
de citoquinas que determinaran el tipo de reaccién inmunoldgica que tendra el animal

hospedero” (%).

“En las infecciones de Pitiosis, se ha sugerido que una respuesta inmune tipo
Th2 o de linfocitos T cooperadores tipo 2 es la responsable de la reaccion inflamatoria
severa. Esto se evidencia con el hallazgo de interleucinas IL-4 e IL-5 elevadas,
encontradas en humanos con Pitiosis arterial’('®). Dicha reacciéon inmunoldgica
‘estimula la produccién de anticuerpos neutralizantes y de IgE, los cuales son los
iniciadores de la hipersensibilidad primaria y de eosinofilia”('"). Segun varios
investigadores, se entiende que la reaccion tipo Th2 permanece en el huésped ya que
el organismo ha desarrollado una “estrategia evolutiva de proteccion en la que se
esconde dentro del material eosinofilico descompuesto. Esto a su vez hace que
constantemente el sistema inmune del animal hospedero esté detectando antigenos del
P. insidiosum y presentandose a células dendriticas, lo que promueve una mayor carga

de eosindfilos y de mastocitos en el sitio de infeccion, proliferando la misma” ('8).

2.8. Métodos de Diagnéstico

El diagndstico rapido de la Pitiosis es la clave para la resolucion exitosa de las
lesiones. Los métodos comunmente utilizados para el diagnéstico de la enfermedad
son: montajes humedos, cultivo, histopatologia, ensayos basados en ADN, distintos

meétodos de serologia e inoculacion en animales de laboratorio.

Los montajes humedos, a pesar de no ser un método de diagndstico definitivo,

se utilizan para detectar la presencia de hifas indicativas de P. insidiosum u otro
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patégeno zigomiceto en tejidos frescos. Para dicha preparacion, “se recolecta tejido de
lesiones infectadas, se sumerge en agua destilada a temperatura ambiente y luego se

fijla con KOH al 10%” (*'). La muestra luego es observada por microscopia directa.

“‘Para el cultivo del organismo, se toma una muestra de lesiones activas y se
coloca en agua destilada a temperatura ambiente hasta ser transportadas al
laboratorio. Cabe destacar que las muestras transportadas o almacenadas bajo 4°C
resultan en la muerte del microorganismo en cuestion, por lo que se debe tomar las
medidas necesarias para asegurar la viabilidad de estas; se puede conservar entre 4 y
6°C. Ya en el laboratorio, “la muestra biopsiada se coloca en agar Sabouraud
dextrosado y se incuba a 37°C por 24 a 48 horas. Luego de un dia, se comienzan a

observar colonias aplanadas de 20mm de diametro” (*').

Pasadas las 24 horas, se observan hifas cenociticas ramificadas a 90°, es decir,
sus células tienen multiples nucleos dispersos en su citoplasma ya que ocurrié division
celular y no citoplasmatica. En cultivos mas viejos, se pueden observar algunas septas.
“Para la visualizacién de las zoosporas, se agrega grama procesada en soluciones

salinas con calcio, a los cultivos y se incuba por 2-3 horas adicionales a 37°C” ().

Para visualizar los cambios producidos por el P. insidiosum en tejidos animales,
la histopatologia es de gran utilidad. “Con este método se puede visualizar el cambio
tipico en los tejidos sugestivo de una reaccion inflamatoria eosinofilica. Aun asi, los
cambios producidos son indistinguibles de aquellos que producen otros hongos, por lo
que no se considera un método de diagnédstico definitivo” ('°27). El tejido de las lesiones
observadas es recolectado y tefiido con hematoxilina- eosina o con tincion de plata

para mejor visualizacion de hifas (¥).

“La identificacion de secuencias de ADN de P. insidiosum por PCR es la técnica
idealmente utilizada para el diagndstico definitivo, especialmente para casos de Pitiosis
multisistémica.”('?’). Dado a la particularidad de la formacién de los kunkers en

equinos esta técnica nos limita en tiempo en que se puede obtener las muestras.

19



Segun conversaciones con el Dr. Robert Glass, quien ha dedicado una gran parte de
su carrera profesional al estudio de la Pitiosis, el animal debe tener lesidon activa sin
evolucion avanzada para obtener hifas, por tal razén no es costo efectivo utilizar dicha
técnica en equinos y se prefiere el uso de serologia. Entre las técnicas serolégicas que
se han utilizado se encuentran: fijacion de complemento, inmunodifusion, pruebas de
anticuerpos inmunofluorescentes, el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) y Western Blot. Este ultimo mencionado, “a pesar de ser de gran especificidad
y sensibilidad al detectar proteinas antigénicas de P. insidiosum en suero de pacientes
con Pitiosis, es de poca utilidad en el diagndstico clinico por su alto costo y

requerimiento de equipos sofisticados” (*').

El diagndstico de Pitiosis equina antiguamente se realizaba por fijacién de
complemento, pero dicha prueba no se realiza en la actualidad porque a pesar de ser
sensitiva, resultaba no ser especifica para el microorganismo. Por otro lado, la prueba
de inmunodifusion detecta precipitados de antigenos del P. insidiosum en suero equino
y humano, pero a pesar de demostrar alta especificidad, es poco sensible. Lo anterior
indica que solo resulta ser positivo en etapas tempranas de la enfermedad, arrojando

falsos negativos en casos cronicos o de animales recuperados ('°).

Los ensayos de inmunohistoquimica (inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa),
han demostrado ser tanto especificos como sensibles para la deteccidon de hifas de P.
insidiosum en muchas especies. “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” (*”). Por otro lado, a pesar de ser
una herramienta muy util para diagnosticar Pitiosis en muchas especies, los ensayos
de anticuerpos inmunofluorescentes no han sido utiles para el diagndstico de la
enfermedad en equinos. “Esto se debe a que las lesiones muestreadas, llamadas
kunkers en esta especie, tinen de manera uniforme a través de toda la lesion por los

exoantigenos que liberan las hifas en la matriz de dichas lesiones” (*°).
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Por ultimo, el método de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas, mejor
conocido como ELISA (por sus siglas en inglés), ha demostrado ser 100% especifico y
mas de un 95% sensible para la deteccion de anticuerpos IgG anti P. insidiosum en
numerosas especies, incluyendo el equino ('°). “ELISA es un ensayo realizado en un
plato y esta disefado para detectar y cuantificar sustancias como péptidos, proteinas,
anticuerpos y hormonas. Es por esto que, en adicion de detectar anticuerpos, se ha
utilizado para monitorear el progreso del animal durante tratamiento ya que arroja

titulos de anticuerpos a distintos niveles segun el nivel de infeccion” ('927).

En zonas enzooticas, los equinos que estan saludables han arrojado titulos
bajos de anticuerpos anti P. insidiosum, 1o que segun L. Mendoza es sugestivo de que

pueden existir infecciones subclinicas ('°).

2.9. Tratamiento y Prevencion de la Enfermedad

El tratamiento de la Pitiosis equina resulta dificil, pero tiene buen prondstico si
es iniciado a tiempo. Existen tres métodos terapéuticos para tratar esta enfermedad:
quirurgico, por farmacos y la inmunoterapia. “La remocion quirurgica de las lesiones es
el método mas practicado a pesar de que tiene una alta probabilidad de reincidencia”
(*). La reincidencia de la Pitiosis luego de la remocion quirtrgica se debe a la
reseccion incompleta del microorganismo y por esto la cirugia debe de ser radical. En
adicion, en la especie, las lesiones son principalmente cutaneas y estan ubicadas en
las extremidades del animal, lo que dificulta la remocion radical de tejido sin danar
tejido circundante. En ocasiones, si las lesiones no son de gran extension, la

cauterizacién luego de la remocién quirdrgica ha resultado ser efectiva ('°).

Por otro lado, gracias a José Cardona-Alvarez et al, se ha documentado el uso
de antimicoticos quimioterapéuticos para tratar algunos animales. De estos, se ha
reportado el uso de yoduro de potasio intravenoso. Los resultados de dicho tratamiento

no son consistentes en todos los casos. Se ha reportado también el uso intravenoso de

21



Anfotericina B, a pesar de que su uso es principalmente como antimicético actuando en
el ergosterol de la pared celular fungica y el Pythium carece de este componente, por lo
tanto ha tenido resultados poco exitosos en algunos casos. Ambas drogas
mencionadas son altamente hepatotoxicas por lo que su uso prolongado esta

contraindicado (*).

‘La inmunizacion de equinos con productos derivados de P. insidiosum han
resultado ser exitosos en casos de la enfermedad aguda y en el 50% de los casos de
pitiosis crénica” ('?"). La vacuna mas reciente fue creada por Mendoza y su
formulacion es a base de exo y endo proteinas extraidas del P. insidiosum. Se ha
demostrado, por histopatologia, que “luego de la inmunoterapia la reaccién eosinofilica
inicial es sustituida por macréfagos y linfocitos T. Aparenta ser que los antigenos de la
inmunoterapia estimulan una reaccién de tipo Th1, lo que ayuda a eliminar el patdbgeno
de los tejidos. Las reacciones tipo Th1 promueven la respuesta inmune mediada por
células, la activacion de macrofagos y un retardo en las reacciones de hipersensibilidad
('"). Por esto, cultivos de tejidos de animales inmunizados siempre salieron negativos a

la presencia de hifas”(®).

Existen casos reportados de equinos inmunizados y curados que recaen al aio
de terminado el tratamiento, no obstante, la vacuna ha probado ser curativa y
profilactica. Para prevenir las infecciones con P. insidiosum se recomienda alejar
animales de areas pantanales, humedales o zonas donde coexista la vegetacion y el

agua, asi como la vacunacion profilactica de los individuos en zonas de riesgo ('8)
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SEGUNDA PARTE

3. Capitulo II: Materiales y Métodos

3.1.Localizacion de Estudio

El estudio fue realizado en las zonas inundables naturales y artificiales (Ver fotos
5-7) de tres de los cinco municipios de la provincia de Monte Plata, Republica
Dominicana. Especificamente se muestre6 en fincas aledafas a rios, pantanos, con
estanques de agua artificiales o aquellas consideradas como humedales. Los
municipios que se incluyeron en este estudio fueron: Bayaguana (coordenadas: 18° 47"
00" N - 69° 36' 00" W),Yamasa (coordenadas: 18° 47' 00" N - 70° 03' 00" W) y Monte
Plata (coordenadas: 18° 45' 00" N - 69° 51' 00" W). Adicional a eso, se recopilaron
muestras de equinos ubicados en el trayecto de la carretera Hacienda Estrella a La
Luisa, dado a que es una zona que contiene muchas siembras de arroz y cuyo

ambiente pudiera favorecer a la aparicion del P. Insidiosum.

Se selecciondé dicha provincia porque cumple con los requisitos agro-ecoldgicos
y climaticos ideales para la proliferacién del microorganismo en cuestion, en adicién a
ser una provincia de alta produccion ganadera (que cuenta con equinos de trabajo en
condiciones de salubridad ideales y deseables para nuestro estudio) y de caballos de
carrera. “Monte Plata cuenta con una temperatura promedio de 30°C, una humedad
relativa de mas de un 95% y un indice de precipitacion promedio de 20% (). En
adicién contiene numerosos rios tales como: el Ozama, Yabacao, Comate, Yamasa,
Mijo, Sabita y Guanuma, los cuales en tiempos de lluvia suelen salirse de su cauce y

provocar inundaciones.
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Por otro lado, los municipios seleccionados tienen en si una gran extension de
territorio bajo la clasificaciéon de humedal segun el Ministerio de Medio Ambiente y

Recursos Naturales de la Republica Dominicana.

Se define como humedal a “cualquier superficie de terreno cubierta de agua
estancada, permanente o temporal, dulce, salobre o salada, natural o artificial que
incluye marismas, pantanos, extensiones de aguas marinas o praderas de yerbas

marinas” (').
3.2. Tamaino de Muestra

Las muestras fueron tomadas de cincuenta (50) equinos distribuidos en veintidés

(22) propiedades o unidades productivas.
3.3. Seleccién de Muestra

Dada la férmula estadistica para determinar numero de muestreo en poblaciones
infinitas (*°), si se asume un valor de confianza de 95%, un error del 5%, y un valor de
prevalencia en cada propiedad de 25% a priori segun el estudio similar realizado en
Brasil (*%), entonces el numero de muestreo seria de 288 propiedades. Al aplicar el
factor de ajuste para poblaciones finitas, con 292 unidades productivas con equinos
segun el Precenso Agropecuario 2015 de Republica Dominicana establecido para

Monte Plata, entonces tenemos un total de 77 unidades o propiedades productivas.

* Una unidad agropecuaria productiva es un terreno, dentro de un
distrito, utilizados total o parcialmente como una unidad econdmica para

el productor ().

Al dividir las 77 propiedades o unidades productivas entre los cinco municipios,
entonces hay alrededor de 15 unidades productivas por municipio para un total de 45
propiedades. Dicho numero es ajustado a la mitad, dado a que no considera que las

unidades productivas a evaluar son en zonas con condiciones climaticas ya
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establecidas. Para ser considerada como parte del estudio, la propiedad debia de

ubicarse en zona inundable ya sea natural o artificial.

Se establecié que cada propiedad muestreada tenia al menos un equino para
ser considerada parte del estudio. Similar al estudio realizado en Brasil por Weiblen y
Machado, en fincas con 10 equinos o menos, se muestrearon la totalidad de
ejemplares. En fincas con mas de 10 equinos, se tomo6 hasta un maximo de 15
ejemplares. Para el estudio completo se estableci6 un minimo de 50 equinos. Los
equinos se incluyeron en el muestreo sin discriminar por edad, sexo, raza o color de
pelaje, pero dandole cierta prioridad a aquellos que tuvieran lesiones o signos clinicos

sugestivos de Pitiosis.
3.4. Recoleccion de Datos

Se realizaron visitas a dichas propiedades agropecuarias entre los meses de
agosto y septiembre del afio 2020. Se realizé una identificacion de cada animal, de la
propiedad donde se encontraba cada uno, su historial clinico y se procedi6 a realizar un
examen fisico basico de los caballos. Dichos datos relevantes se anotaron en un
formulario que incluimos en los anexos de este trabajo (Anexo lll). Luego, se tomaron
muestras de sangre de la vena yugular de cada equino en tubos separadores de suero
debidamente identificados (Ver fotos 8, 9, 11, 12). Las muestras de cada dia fueron
almacenadas en un refrigerador a temperaturas entre 0-4 grados Celsius. Luego, las
mismas fueron centrifugadas para posteriormente separar el suero en un tubo de
recoleccion de sangre limpio y sin aditivos. Todas las muestras de suero fueron
almacenadas de manera exitosa en un congelador hasta culminar el muestreo total y
fueron enviadas al laboratorio Pan American Veterinary Laboratories, para que se
realizaran las prueba serolégicas ELISA. El laboratorio establece que las muestras de

suero congeladas son viables hasta por un periodo de seis meses.

De encontrar casos positivos que presentaran lesiones activas caracteristicas de

Pitiosis, se acordd proceder a confirmar uno de estos resultados con prueba de PCR.
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3.5. Equipo y Materiales Utilizados

Los materiales utilizados para la recoleccion de las muestras fueron los siguientes: (ver
foto 10)

e Jeringas de 5cc (aproximadamente 100 unidades)
e Alcohol isopropilico 70%
e Algodon
e Tubos de recoleccidén de sangre al vacio
o Sin aditivos y con gel separador
e Centrifuga

e Congelador/ Refrigerador
e Tabla de anotaciones

e Boligrafos

3.6. Descripcion del método de diagnéstico ELISA utilizado por el Laboratorio

Pan American Veterinary Labs (PAVLSs)

Para este proyecto se utilizdé el formato ELISA mas popular, el de deteccion
indirecta. Este método utiliza un anticuerpo secundario marcado o un complejo de
biotina-estreptavidina para la amplificacion; el anticuerpo secundario tiene especificidad

por el anticuerpo primario (*').

Segun Thermo Fisher Scientifics, las ventajas de este método es que existe una
amplia variedad de anticuerpos secundarios que estan disponibles comercialmente. Es
versatil ya que se pueden hacer muchos anticuerpos primarios en una especie y usar el
mismo anticuerpo secundario marcado para la deteccion. La sensibilidad aumenta
porque cada anticuerpo primario contiene varios epitopos que pueden unirse al
anticuerpo secundario marcado, lo que permite la amplificacion de la sefal. Dentro de

las desventajas puede existir la reactividad cruzada con el anticuerpo secundario,
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dando como resultado una sefial inespecifica, y se requiere un paso de incubacion

adicional en el procedimiento.

Segun el PAVL o Pan American Veterinary Labs., los pasos para el procedimiento

ELISA indirecto son los siguientes.

1) Preparacion de la placa de dilucion:
e Colocar 200 ul de diluyente de suero en los pozos.
e Anadir 10 ul de cada suero (muestra y control).
e Dejar los primeros 3 pozos en blanco, y colocar el control negativo, y el

control positivo.

2) Preparacioén de la placa del antigeno:
e Seleccionar los pozos recubiertos con el antigeno apropiado para la prueba
a realizar.
e Agregar el numero de placas vy tiras recubiertas necesarias para cada prueba.
e Transferir 50 ul de las muestras diluidas a los pozos con el antigeno
seleccionado.
e Cubrir las placas de antigeno con la placa de dilucion e incubar por veinte (20)
minutos a temperatura ambiente.
e Lavar la placa de antigeno tres veces.
e Anadir 100 ul de buffer conjugado a cada pozo.
e Cubrir nuevamente las placas e incubar por veinte (20) minutos
e Con los 5 minutos restantes del periodo de incubacion, prepare la solucion
OPD.
a. Medir 35mg de OPD congelada.
b. Agregar 10 ml de sustrato buffer.
c. Mezclar suavemente varias veces
e Lavar la placa tres (3) veces y secar.
e Agregar 100 ul de solucién OPD a cada pozo.

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

e Esperar cinco (5) minutos y leer la placa con una longitud de onda de 490 nm.

En resumen, los pasos de este formato son:

1. El antigeno se une y recubre al pozo.

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

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

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

5. Se agrega sustrato OPD. Si el antisuero marcado con peroxidasa esta presente,
se desarrolla el color.

6. La cantidad de color esta en relacion con la cantidad de peroxidasa. Si el suero

del paciente no tiene anticuerpos contra el antigeno, no habra color.

3.7. Interpretacion de Resultados por ELISA

Los resultados fueron interpretados por el laboratorio de la siguiente manera: se
dividio la densidad optica (DO) de cada muestra entre la densidad éptica de las de

control negativo y se multiplico el resultado por cien y se expreso en porcentaje.
Ejempilo:

(DO de la muestra / DO control negativo) x 100 = Puntuacién del paciente (% de

actividad)
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Interpretacion de Puntaje: (¥').

0 - 150% NEGATIVO
151 - 199% LIMITE INTERMEDIO
200 % o mas POSITIVO

Estos porcentajes no estan relacionados a especificidad ni a sensibilidad, sino
que nos indican los distintos niveles de infeccion segun la cantidad de titulos de
anticuerpos o densidad Optica resultante. Siendo esta una prueba serolégica que mide
anticuerpos 1gG, la previa exposicion a Pythium sin una infeccion actual puede inducir
niveles de anticuerpos que pueden ser detectables durante varios meses luego de la

exposicion.

Segun Robert Glass del Pan American Vet Labs en Lexington, Texas, el limite
negativo indica que el animal nunca ha padecido de la enfermedad ni tampoco ha
tenido contacto con el agente. El limite intermedio sugiere que el animal tuvo una
reaccion, ya sea por haber padecido de la enfermedad y superarla, o haber tenido una
reaccion alérgica al P. Insidiosum llamada “Enfermedad de las Vias Respiratorias
inducida por Pythium” o PIAD por sus siglas en inglés, la cual causa una dificultad
respiratoria significativa, cicatrices por la inflamacién crénica de la regién faringea nasal
y aun esta bajo investigacion. Por lo general, estos caballos dan una puntuacion

positiva baja o limite en esta prueba, sin haber padecido de la enfermedad.

Por otra parte, en zonas enzodticas, los equinos que estan saludables han
arrojado titulos bajos de anticuerpos anti P. insidiosum, lo que segun L. Mendoza es

sugestivo de que pueden existir infecciones subclinicas('®).
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4. Capitulo Ill: Resultados

Se muestred un total de cincuenta y seis (56) equinos distribuidos en veintidos
(22) propiedades durante los meses de agosto y septiembre de este afio 2020.
Cuarenta y cinco (45) ejemplares y quince (15) propiedades en el municipio de Monte
Playa, cuatro (4) propiedades y ocho (8) ejemplares en la zona de Bayaguana y el resto
en Yamasa. Dichas fechas coincidieron con inundaciones repentinas en las zonas de

muestreo.

Se detectd la presencia de anticuerpos IgG anti Pythium insidiosum en suero
equino en dos (2) de los cincuenta y seis (56) ejemplares. Estos ejemplares son del
municipio de Monte Plata, uno de los tres municipios de la provincia de Monte Plata
estudiados. Los titulos de anticuerpos arrojados fueron de clasificacion limite
intermedio, siendo el resto de la poblacidn muestreada negativa para la presencia del
organismo en cuestion, con una frecuencia de 3.57% (Grafica 1); ninguno de estos

casos mostraba lesiones activas evidentes (Tabla 1).

De los doce(12) animales con historial relacionado a signos clinicos asociados a
Pitiosis, entre ellas: lesiones inactivas y/o célicos recurrentes, soélo un 16.7% (2/12)
resulté tener anticuerpos anti P. insidiosum (Grafica 2). Se observé que los rangos de
edad de 2-6 afos y mayores de 17 fueron los afectados con Pitiosis. La frecuencia de
Pitiosis en estos rangos de edad fue de 2.9% (1/34) y 20% (1/5) respectivamente
(Gréfica 3). Dichos animales afectados por Pitiosis son pertenecientes a la raza Paso
Fino, y cabe aclarar que estos animales no estaban estabulados y tenian acceso a
pastoreo libre. Al comparar el numero de casos de equinos con anticuerpos anti P.
insidiosum con los no afectados por Pitiosis, se obtuvo que la raza Paso Fino fue
afectada al 25% (2/8) (Grafica 4).

En cuanto al sexo, un 3.8% de hembras afectadas de la totalidad de 26 hembras

muestreadas y un 3.3% para machos afectados, de un total de 30 machos evaluados
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(Grafica 5). Ambos equinos con anticuerpos anti P. insidiosum eran de color zaino. Al
comparar los animales de este color afectados con los no afectados, vemos que la

pitiosis afectd a dicho color de pelaje en un 16.7% (Grafica 6).

En detalle, en el municipio de Bayaguana se realizaron visitas a cuatro
propiedades, todas con caracteristicas climaticas y agroecolégicas similares. La
humedad promediaba el 87%, humedas todo el afio y todas las fincas muestreadas
estaban ubicadas cerca de cafiadas con zonas inundables naturales (Tabla 2). Los 8
caballos muestreados en esta zona, resultaron ser todos negativos para la presencia
del P. insidiosum (Tabla 1). Ninguno de los caballos examinados en este territorio

mostro lesiones activas sugestivas de Pitiosis.

El historial de dos equinos (002, 003) de este municipio mostraba que habian
padecido de lo que los propietarios llamaban “culebrilla”, otros dos (007, 008) de cdlicos
recientes y/o recurrentes, y solo uno (004) con presencia de cicatrices a nivel de la
segunda falange del miembro posterior izquierdo (cicatriz compatible con lesion

producida por pitiosis cutanea pasada).

En el municipio de Monte Plata se visitaron 15 unidades productivas. La mayoria
de los equinos muestreados en este trabajo investigativo (45 ejemplares) habitaban
dicho territorio. La humedad promedio resulté ser de un 87% vy al igual que en el
municipio anterior, permanecian humedas durante todo el afio (Tabla 2). En este
municipio predominaron las zonas inundables mixtas, tanto naturales (rios, lagunas y

cafiadas) como artificiales (arrozales).

Fue en esta region que se encontraron los dos casos positivos de limite
intermedio. Ambos pertenecientes a la misma propiedad, y ambos con cicatrices de
lesiones cutaneas en sus miembros apendiculares. Ambos ejemplares eran de raza
Paso Fino y color zaino. Uno era macho en el rango de edad de 4 afios (011) y otra
hembra de mas de 17 afios (012) (Tabla 1).
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De los equinos examinados en esta regidn con resultados negativos para la
presencia de anticuerpos IgG anti P. insidiosum, sélo uno (021) presentaba lesion
activa en su miembro anterior derecho, a nivel del menudillo (Ver foto 14). Otros 5 (006,

016, 022, 031, 050) tenian historial o cicatrices de lesiones sugestivas de Pitiosis.

En Yamasa, se visitaron 3 propiedades y un total de 6 ejemplares (todos de
trabajo). El territorio que predominaba en estas propiedades era de tipo inundable
natural, cerca de cafadas. La humedad promedio era de 86% y permanecia asi
durante todo el afo. Todos los equinos muestreados en este municipio resultaron ser
negativos en la prueba seroldgica y solo uno (051) mostraba una lesion redonda activa

sugestiva de Pitiosis (Ver foto 13 y tabla 1).

Dado a que el laboratorio Pan American Laboratories se encuentra investigando
la distribucién mundial de Pitiosis, Lagenidiosis y otras enfermedades causadas por
oomicetos, nos permitieron utilizar las muestras obtenidas para investigar la presencia
de Lagenidium . Ya que los hallazgos incidentales encontrados durante el muestreo

son de gran significancia; los incluimos a groso modo a continuacion: (Tabla 1).

- ElI 17.8% de los animales muestreados resultaron positivos a Lagenidium,
incluyendo los dos ejemplares (011-012) que arrojaron titulos de limite
intermedio para P. insidiosum.

- 9 de estos caballos resultaron ser reales positivos para Lagenidium y 1 de limite
intermedio.

- Un 41.7 % de los equinos con historial sugestivo de Pitiosis (cicatrices y/o

colicos) resultaron positivos para anticuerpos anti Lagenidium .
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5. Capitulo IV: Discusion de Resultados

La Pitiosis en equinos no habia sido reportada en Republica Dominicana. En
este trabajo investigativo, se detectaron dos casos de caballos con presencia de
anticuerpos IgG anti Pythium insidiosum en una misma propiedad de Monte Plata,

Republica Dominicana durante los meses de agosto y septiembre de este afio 2020.

Los equinos con titulos de anticuerpos IgG para P. Insidiosum no presentaban
lesiones activas de Pitiosis por lo que corroborar el diagnéstico por otros métodos como
histopatologia y por PCR no fueron posibles. Aun asi, se considera la prueba
serologica ELISA como la mas sensible y especifica disponible para el diagndstico de

esta enfermedad.

Dichos resultados de nuestra investigacion representan una frecuencia de 3.57%
en relacion con los animales muestreados. Contrario a lo esperado, la frecuencia
detectada fue mucho mas baja en relacion con otros trabajos similares cuyas

frecuencias fluctuaban los 11.1% (*°) y 26.9% (*).

En los casos previamente descritos, la zona de hallazgo de La Luisa en el
municipio de Monte Plata, y la época del afo del muestreo cumplen con las
condiciones climaticas y ambientales que epidemiolégicamente favorecen el ciclo de
vida de Pythium sp. (**°). Dichas condiciones necesarias son: lluvias abundantes,
terrenos inundables, temperatura promedio de 29°C, humedad promedio de 87% y
pastoreo cerca de una laguna, pudieran predisponer a estos animales a una posible
infeccion. Estos datos coinciden con los hallazgos de Weiblen C., Machado G., et al.
quienes discuten que “P. insidiosum es un oomiceto acuatico y su ciclo esta
relacionado con la presencia de agua y materia organica”(*°); siendo cualquier territorio

de este tipo considerado uno de alto riesgo para padecer la enfermedad.

Con la data de este experimento se encontré que la patologia afecta a ambos
sexos del mismo modo y que puede afectar tanto a animales jovenes como geriatricos.

De los resultados obtenidos, la raza mas predispuesta fue la Paso Fino y el color de
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pelaje zaino. Estas relaciones no pueden generalizarse ni ser consideradas

universalmente ciertas hasta realizar un trabajo investigativo mas amplio en el pais.

Los casos con titulos de anticuerpos anti P. insidiosum detectados arrojaron
valores de densidad optica clasificados como de limite intermedio. Lo anterior significé
una de dos cosas: que estos equinos alguna vez padecieron de la enfermedad y
crearon anticuerpos, o que la enfermedad es endémica de la zona y los animales han
creado cierta resistencia al microorganismo. Se descartdé la posibilidad de que los
animales padecieran la Enfermedad de las Vias Respiratorias inducida por Pythium
(PIAD) dado a que ninguno de los animales, en su examen fisico, mostré evidencia de
dificultad respiratoria caracteristico de la enfermedad segun conversaciones con el Dr.

Glass de Pan American Veterinary Laboratories.

De la totalidad de suero equino evaluado con historial o algun signo sugestivo de
la enfermedad, sélo un 16.7% (2 de los 12 con historial relacionado) resultdé tener
anticuerpos anti P. Insidiosum. Esto quiere decir que existen otras enfermedades

diferenciales que afectan a los equinos estudiados con mas frecuencia que la Pitiosis.

Al investigar la presencia de Lagenidium en estos animales, encontramos que de
los 12 caballos con historial relacionado a Pitiosis (cicatrices en miembros
apendiculares y célicos) un 41.7% de éstos resultaron ser positivos para la presencia
de este otro oomiceto, incluyendo los dos equinos también afectados por Pitiosis. En la
totalidad de muestras, el Lagenidium afecté a los equinos en un 17.8%, lo que hace a

esta enfermedad de mayor riesgo que la Pitiosis en la zona estudiada.

La Lagenidiosis, es una enfermedad aun menos estudiada en equinos que la
Pitiosis. La misma cursa de modo similar a la Pitiosis, con lesiones similares, pero con
la caracteristica alarmante de que puede infectar larvas de mosquitos(*°). Este ultimo
detalle aun esta bajo investigacion, pero representaria una via de diseminacién rapida

en Republica Dominicana.
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Cabe mencionar que en redaccién de esta porcion del trabajo de tesis, se recibid
una llamada del propietario de los dos equinos afectados por la enfermedad, indicando
que uno de estos (012) tiene lesiones activas actualmente (diciembre 2020) de lo que
él llama “Culebrilla” (nombre popular que se ha utilizado en la Republica Dominicana
para referirse a la enfermedad Linfangitis Epizodtica), que anteriormente habia
padecido (no lo menciond durante la toma de muestra) y que siempre lo ha tratado
mediante cauterizacion de las lesiones con mucho éxito, pero en esta ocasion dicho
tratamiento no ha funcionado. Durante el muestreo de esta tesis, al ensefiar imagenes
de equinos con Pitiosis los propietarios reconocian dichas imagenes como “Culebrilla”.
Queda por investigar si la popular enfermedad conocida como “Culebrilla” esta
relacionada a un diagndstico especifico o a un conjunto de enfermedades que

desarrollan lesiones cutaneas similares.

Con fines de dar seguimiento, se ha de confirmar el diagnostico de estos
caballos que dieron positivos tanto a P. Insidiosum como Lagenidium , y proporcionar
alternativas de tratamiento para este animal. Pan American Veterinary Laboratories
tiene el compromiso de proporcionarnos pruebas de Inmunodifusion o ID que aunque
son menos sensibles que la serologia ya realizada, nos pueden ayudar a corroborar la
data recopilada. En adicion, nos brindaran la inmunoterapia adecuada para tratar la
enfermedad que esté activa en el momento. Los hallazgos de dichas pruebas, de estar
listos a principios del afo siguiente, seran compartidos al presentar este trabajo de
grado, como datos adicionales. A pesar de darse por concluido este proyecto

investigativo, se entiende que esta investigacion en el pais recién esta comenzando.
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6. Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones

6.1. Conclusion

Se detectaron equinos en zonas inundables de uno de los tres municipios de
Monte Plata, Republica Dominicana con anticuerpos igG anti P. insidiosum.
Hasta el momento, la pitiosis afecta a ambos sexos del mismo modo y puede
infectar tanto a animales jovenes como geriatricos.

A pesar de que el color zaino y la raza paso fino fueron afectados, se require
mayor investigacion del su posible relacion.

Monte Plata, especialmente los municipios estudiados cumplen con las
condiciones climaticas y agro-ecoldgicas ideales para la proliferacién de las
zoosporas del Pythium , pero al momento la pitiosis no representa una amenaza

para los equinos del pais.

6.2. Recomendaciones

1.

Recomendamos continuar el trabajo investigativo de Pitiosis en otras zonas del
pais con caracteristicas climaticas similares, incluyendo varias especies

animales.

La metodologia empleada se puede utilizar en estudios de investigaciones de
otros temas similares o areas similares, como por ejemplo, la presencia y
prevalencia de Lagenidium, que acorde con nuestros resultados y como hallazgo
incidental, presenta ser una incognita de mayor gravedad que la misma

presencia de P. insidiosum en el pais.

La baja frecuencia de la enfermedad reportada en este trabajo investigativo no

implica bajar la guardia contra ésta y otras enfermedades similares. Por lo
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contrario, se debe continuar educando a la poblacion veterinaria del pais sobre

este y otros organismos patégenos similares.

Se recomienda continuar educando a la poblacion sobre esta enfermedad
relativamente nueva en nuestro pais, que pudiera afectar directa o
indirectamente a las unidades productivas vulnerables, sus animales y a sus

productores.

El P. insidiosum es un agente infeccioso agresivo y emergente a nivel mundial.

Su tratamiento exitoso depende exclusivamente de un diagnostico prematuro.

Desde el punto de vista académico, invitamos a la facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales de la Universidad Nacional Pedro
Henriquez Urefa, a nuestros colegas, companeros y profesores a conocer sobre
la importancia de continuar la investigacion del tema abordado en este proyecto
de grado y asi contribuir al conocimiento de los oomicetos patdégenos a nivel

mundial.

Desde el punto de vista practico, recomendamos que el sector agropecuario de
nuestro pais continue la labor de crear censos actualizados para las zonas de
alta produccion agropecuaria, asi, los estudios posteriores gocen de un mejor

alcance investigativo con veracidad y éxito.
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8. Anexos

ANEXO I: Tablas y Graficas

Tabla 1: Tabla de Datos de Equinos Muestreados v Resultados de Prueba Seroldgica
ELISA (P. Insidiosum vy Lagenidium)

001 8/16/2020 | Bayaguana |Paso fino | 2-6 F ZAINO NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
HISTORIAL
002 8/16/2020 | Bayaguana | Criollo |12-16 | M | ALAZAN o NO  |NEGATIVO | NEGATIVO | ) cpciiia
HISTORIAL
003 8/16/2020 | Bayaguana | Criollo 2-6 F ZAINO & Be REGAIIVG! | MEeA G CULEBRILLA
CICATRIZ
004 8/16/2020 | Bayaguana | Criollo 7-11 M ZAINO & e DRSS 3SR, LESION
Monte Higlieyan
p NO NO NEGATIVO | POSITIVO
005 8/16/2020 Plata o 7-11 M | ALAZAN
Monte
_ ) S| NO |NEGATIVO | posiTivo | CICATRIZ
006 8/16/2020 Plata Criollo 2-6 M | ALAZAN LESION
coLico
007 8/16/2020 | Bayaguana |Paso fino | 7-11 | M | ALAZAN 3 NO NEGATIVO | POSITIVO RECIENTE
coLIco
008 8/16/2020 | Bayaguana | Criollo 2-6 M PINTO . e NEGATIVO | POSITIVO RECURRENTE
009 8/16/2020 | Bayaguana | Criollo |12-16 | M ZAINO NO NO NEGATIVO | POSITIVO
010 8/16/2020 | Bayaguana | Criollo 2-6 M ZAINO NO NO NEGATIVO | POSITIVO
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Monte

_ S| NO LiMITE | posiTivo | CICATRIZ
011 6 |8/18/2020 Plata Paso fino | 2-6 ZAINO LESION
Monte p
_ S| NO LiMITE | posiTivo | CICATRIZ
012 6 [8/18/2020 Plata Paso fino | 17+ ZAINO LESION
Monte
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
013| 6 [8/18/2020 Plata Paso fino | 17+ BAYO
Monte
. NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
014| 6 [8/18/2020 Plata Paso fino | 7-11 NEGRO
Monte
. NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
015 7 [8/18/2020 Plata Criollo | 7-11 BAYO
Mont
onte , S NO  |NEGATIVO | NEGATIVO | CICATRIZ
016 7 8/18/2020 Plata Criollo 7-11 PINTO LESION
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
017 7 8/18/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
Monte
. NO NO NEGATIVO | POSITIVO
018 8 18/18/2020 Plata Criollo 2-6 BAYO
Monte
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
019 9 18/18/2020 Plata Criollo 2-6 RUCIO
Monte
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
020 9 |8/18/2020 Plata Criollo 2-6 BAYO
LESIONES
REDONDAS
E E
e NO Sl NEGATIVO [ NEGATIVO P
021 | 10 [8/18/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN MENUDILLOS
Monte
. NO Sl NEGATIVO [ NEGATIVO
022 | 10 [8/18/2020 Plata Criollo 2-6 RUCIO
Monte
. NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
023 | 11 [8/18/2020 Plata Criollo <1 NEGRO
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
024 | 11 [8/18/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
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Monte

. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
025 | 11 |8/18/2020 Plata Criollo [12-16 ZAINO
Monte
. ; NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
026 | 11 |8/18/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
Monte APALOOS
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
027 | 12 [8/18/2020 Plata Criollo 17+ A
Monte APALOOS
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
028 | 13 [8/18/2020 Plata Criollo 17+ A
Monte APALOOS
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
029 | 13 [8/18/2020 Plata Criollo [12-16 A
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
030 | 14 |8/18/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
CICATRIZ
LESION
SI NO NEGATIVO | NEGATIVO
Monte Pura ( BUCAL
031 (| 15 |8/27/2020 Plata Sangre 2-6 RUCIO BILATERAL)
Monte PALOMI
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
032 | 16 |8/27/2020 Plata Criollo 2-6 NO
Monte
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
033 | 16 |8/27/2020 Plata Criollo 7-11 ZAINO
Monte
i NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
034 | 16 |8/27/2020 Plata Paso fino | 7-11 ZAINO
Monte 1
. NO NO NEGATIVO LIMITE
035 16 [8/27/2020 Plata Criollo 2-6 PINTO
Monte
i p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
036 | 16 [8/27/2020 Plata Paso fino | 12-16 ALAZAN
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
037 | 17 |8/28/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
Monte RUANO
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
038 | 17 |8/28/2020 Plata Criollo 2-6 ROJO
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Monte

. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
039 | 17 |8/28/2020 Plata Criollo 7-11 ALAZAN
LESION EN
Monte NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO | PECHO CON
040 | 17 |8/28/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN MIASIS
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
041 | 17 |8/28/2020 Plata Criollo <1 ALAZAN
Monte
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
042 | 17 [8/28/2020 Plata Criollo 2-6 PINTO
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
043 | 18 |8/29/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
ABSCESO EN
VI . NO Sl [NEGATIVO [ NEGATIVO | 1"
044 | 18 |8/29/2020 Plata de milla | 7-11 ALAZAN IZQUIERDO
Monte RUANO
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
045 | 18 [8/29/2020 Plata Criollo 2-6 GRIS
Monte Cuarto RUANO
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
046 | 18 [8/29/2020 Plata de milla 17+ ROJO
Monte Cuarto RUANO
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
047 | 18 |8/29/2020 Plata de milla | 2-6 ROJO
Monte Cuarto
. NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
048 | 18 |8/29/2020 Plata de milla 2-6 RUCIO
Monte
. p NO NO NEGATIVO | NEGATIVO
049 | 18 [8/29/2020 Plata Criollo 2-6 ALAZAN
Monte Pura
. S| NO |NEGATIVO | NEGATIVO | HISTORIAL
050 | 19 [8/29/2020 Plata sangre 2-6 ZAINO CULEBRILLA
LESION
REDONDA
S| Sl |NEGATIVO | NEGATIVO | VLCERADA
MIEMBRO
POSTERIOR
051 | 20 | 9/6/2020 Yamasa Criollo 2-6 BAYO DERECHO
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052 | 20 | 9/6/2020 | Yamasd Criollo 2-6 M | ZAINO NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
053 | 20 | 9/6/2020 | Yamasa Criollo |12-16 [ M BAYO NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
054 | 21 | 9/6/2020 | Yamasd Criollo 2-6 F BAYO NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
055 21 | 9/6/2020 | Yamasd Criollo 2-6 M BAYO NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO
056 | 22 | 9/6/2020 | Yamasa Criollo 2-6 M BAYO NO NO NEGATIVO [ NEGATIVO

Tabla 2: Distribucién de Resultados ELISA para P. Insidiosum vy Lagenidium por

propiedad

1 Bayaguana natural Canadas 0 4 0 4
2 Monte Plata 86 natural Cafiadas 0 2 2 0
3 Bayaguana 87 natural Canadas 0 1 1 0
4 Bayaguana 87 natural Canadas 0 2 2 0
5 Bayaguana 87 natural Canadas 0 1 1 0
6 Monte Plata 90 natural Laguna 2 2 2 2
7 Monte Plata 89 artificial Arrozal 0 3 0 3
8 Monte Plata 89 artificial Arrozal 0 1 1 0
9 Monte Plata 89 mixta Arrozal 0 2 0 2
10 Monte Plata 87 mixta Arrozal 0 2 0 2
11 Monte Plata 87 mixta Arrozal 0 4 0 4
12 Monte Plata 87 mixta Arrozal 0 1 0 1
13 Monte Plata 87 mixta Arrozal 0 2 0 2
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14

15
16
17

18
19
20
21
22

Monte Plata 87 mixta Arrozal 0 1 0

Frecuencia de Deteccion de anticuerpos anti P. Insidiosum en
Suero Equino

LIMITE INTERMEDIO

NEGATIVO
Monte Plata 87 natural Cafadas 0 2
Monte Plata 85 natural Cafiadas 0
Monte Plata 86 natural Rios 0 6
llano
Monte Plata 87 natural himedo 0 7 0
Monte Plata 87 natural Rios 0 1 0
Yamasa 84 natural Cafiadas 0 3 0
Yamasa 87 natural Cafadas 0 2 0
Yamasa 86 natural Cafadas 0 1 0

Grafica 1: Frecuencia de Deteccidén de anticuerpos anti P. Insidiosum en Suero Equino.
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Grafica 2: Relacién entre Animales con Historial Sugestivo de Pitiosis v Resultados
serolégicos compatibles con la enfermedad.

Grafica 3: Relacién entre Animales con Resultados serolégicos compatibles con
Pitiosis y grupos de edad

Relacion entre resultados serologicos de Limite Intermedio y
signos clinicos asociados a la enfermedad

20

15

10

Porcentaje de Afectados

CON SIGNOS ASOCIADOS SIN SIGNOS ASOCIADOS
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Relacion entre Resultados serologios ELISA de Limite
Intermedio anti P. Insidiosum y el Color de Pelaje
20

15

10

LIMITE INTERMEDIO

COLOR DE PELAJE

[RCTRI VRV

naca

Grafica 4:Relacién entre Animales con Resultados seroldgicos compatibles con
Pitiosis v razas equinas

Grafica 5: Relacién entre Animales con Resultados serolégicos compatibles con
Pitiosis y el color de pelaje del equino

Grafica 6: Relacién entre Animales con Resultados serolégicos compatibles con
Pitiosis v el sexo del animal
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ANEXO II: Figuras y Fotos

Figura 1: Fragmentos de la lesion donde se evidencian los kunkers (flecha) como
concreciones irregulares de color amarillento, duras y de superficie arenosa (*3).

Relacion entre Resultados ELISA de Limite Intermedio vy el
sexo

4

Porcentaje de Afectados

HEMBRA MACHO

SEXO
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Figura 2: Rasgos histologicos del fendbmeno Splendore- Hoeppli observado en
infecciones de P. insidiosum (°).

Foto 1:(izquierda) Tejido de granulacion en la regiéon ventral del abdomen con

descarga serosanguinolenta o mucopurulenta. Foto 2:(derecha) Multiples lesiones de
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Pitiosis cutdnea localizadas en la region
toracica lateral, inguinal, y lateral del metatarso posterior izquierdo (°).

Foto 3:(izquierda) Lesidon de Pitiosis cutanea en la region lateral de la mandibula (6).
Foto 4: (derecha)Miembro anterior izquierdo de caballo diagnosticado con Pitiosis ().

Foto 5 y 6: Aguas estancadas en zonas de muestreo; provincia Monte Plata 2020.
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Foto 7: Libre pastoreo de equinos en zonas con aguas estancadas; provincia Monte
Plata 2020.
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Foto 8 y 9: Recoleccion de muestras de sangre de la vena yugular durante la parte
practica de la investigacion, en la provincia de Monte Plata entre los meses agosto y
septiembre del afio 2020.
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Foto 10: (izquierda) Parte de los materiales utilizados para la recoleccion de muestras;
jeringas 5cc - 10cc, tubos recolectores al vacio, algodon, entre otros...

Foto 11: (centro) Parte de las muestras de sangre recolectadas en tubos separadores
de suero debidamente identificados.

Foto 12: (derecha) Muestras de suero equino debidamente separadas.
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Foto 13: Lesién redonda ulcerada sugestiva de Pitiosis en miembro posterior derecho.
(ID: 051)

Foto 14: Lesion activa en miembro anterior derecho, a nivel del menudillo; sugestiva de
Pitiosis. (ID: 021)
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ANEXO lll: Formulario de participantes

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

Formulario de participantes:

Informacién Propietario o Encargado

Nombre: Numero de Teléfono:

Descripcion de Unidad Productiva/ Propiedad

Tipo de explotacion: Ubicacidn:
Extension: Numero de equinos en finca:
Porcentaje (%) de Humedad: Es humedo el afio entero?  SI/NO

Tipo de zona inundable:

o Natural

o Artificial

Descripcion de Zona Inundable:

éHan tenido animales con lesiones? SI/ NO
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éHan tenido animales con cdlicos recurrentes? SI / NO

Informacién de Equino

Nombre: Edad:
Sexo: Raza:
Color: Temperamento:

Historial Clinico:

Examen Fisico:

Temperatura:

Mucosas:

Llenado Capilar:

Frecuencia Cardiaca:

Frecuencia Respiratoria:

Auscultacion Abdominal:

Condicién Corporal:

Pelaje:

Sistema musculo/esquelético:

Observaciones:
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ANEXO IV: Carta de autorizacién por parte del Dr. Leonel Mendoza
asociado a Pan American Veterinary Lab (PAVL) para recibir y procesar
las muestras enviadas al exterior a través de LAVECEN.

s

College of Natural
Science

Biomedical Laboratory
Diagnostics
Morth Kedzie Hall

5 Farmi Lane, Noom M2

EastLandng Ml 42804

KT
Faoc 57743 2- 21005
bd mswedu

MICHIGAN STATE
UNIYERSITY

Soptember 28, 2020

[r. Julia Vargas

Direcior of Dingnostics,

Avve. Monumetital S0

Los Girasoles,

Santo Domingo, Domenican Republic 665023

Deear Dir. Vargas,

Thank you for your interest in our diagnostic services to idendify Pyrhism
insidosum infecting mammals. We agreed to collaborate testing your sera to help
in the identification of this disease in your animals. We will be using ELISA and
Western Blot analyses to confirm the final diagnosis.

When you submit the sera, please indicate the selected specimens are for regearch
purposcs only and that they will be open upon arrival in our research laboratory
only, IT you hove questions regarding the testing, pleaze send an e-mail to the
below address.

Sincerely, -

&
-----

Professo

Biomedical Laboratory Diagnostics,
Michigan State University

354 Farm Lane, N. Kedzie Lab, Room N324
Eagt Lansing, M1 48824

(S1TH532-1234

mendoza®aime el
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