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Infeccion ocular por Pythium insidiosum
Pythium insidiosum ocular infection

El género Pythium incluye organismos mas relacionados con las
algas y diatomeas que con los verdaderos hongos!. Este patégeno se
encuadra dentro del Reino Stramenopila, Phylum Oomycota, Clase
Oomycetes, Familia Pythiaceae. Su pared celular estd compuesta por
beta-glucanos y celulosa y carecen de ergosterol?. Se hallan distri-
buidos de forma global en suelos y medios acuaticos y se comportan
como patégenos de plantas. Pythium insidiosum es un microorga-
nismo tnico desde el punto de vista ecolégico y fisiol6gico, que en
contraste con otras especies de Pythium ha desarrollado la capaci-
dad de causar patologia en animales: la pitiosis es una enfermedad
subcutdnea, vascular, y con menor frecuencia intestinal en anima-
les, descrita en paises subtropicales y templados. Se caracteriza
por el desarrollo de lesiones granulomatosas que crecen rapida-
mente y pueden ser muy graves en algunos casos>. En el hombre,
la pitiosis suele estar asociada a alteraciones hematolégicas, sobre
todo pacientes talasémicos; la alfa-talasemia y la beta-talasemia
son prevalentes en el sudeste de Asia, donde se han descrito series
de casos'?. Por el contrario, los casos de pitiosis ocular se han
detectado, en su mayor parte, en pacientes sin enfermedades de
base pero con posibles factores de riesgo, como traumatismo ocu-
lar previo, uso de lentes de contacto y bafios en agua templada. Se
han descrito casos en paises de zonas tropicales (Haiti, Tailandia,
Malasia)'6 y templadas (Australia, Israel)”:. Los signos y sinto-
mas de la pitiosis ocular pueden confundirse con los de las queratitis
micoticas. El diagnéstico microbiolégico se realiza mediante el exa-
men microscépico en fresco o tras tincién y cultivo de muestras de
tejido corneal (raspado). En el examen en fresco se observan hifas
no tabicadas que pueden disponerse en angulo recto. Puede ser
necesario el empleo de técnicas moleculares para su identificacién.
Presentamos el primer caso de pitiosis ocular que se describe en
Europa.

Se trata de una mujer de 41 afios, residente en Huelva, usuaria de
lentes de contacto blandas (no se pudieron constatar viajes, bafios
en aguas templadas ni otros factores de riesgo) que acude a nuestro
centro por primera vez en septiembre de 2009 por tGlcera corneal
en el ojo derecho, que no cede al tratamiento convencional anti-
bacteriano (colirio reforzado de vancomicina y ceftazidima). Tras
la exploracién oftalmolégica habitual se realiza microscopia confo-
cal de la cérnea y se observan formas intraestromales compatibles
con hifas de hongos, por lo que se instaura tratamiento con vori-
conazol tépico y sistémico. No hubo respuesta al tratamiento y se
procede a realizar una queratoplastia en dicho ojo a los 15djias.
Tras un periodo de 10dias con buena evolucién, se apreci6é zona
de infiltraciéon de la queratoplastia y cérnea circundante que fue
progresando a pesar del tratamiento con antiftingicos tépicos y sis-
témicos (voriconazol y anfotericina B), asi como antibidticos tépicos
y sistémicos. Fue reintervenida mediante queratoplastia total de
12,5mm de didmetro sin conseguirse la remisiéon del cuadro de

Figura 1. Pythium insidiosum. Crecimiento de la colonia en medio Sabouraud.

necrosis periférica y progresion de la infeccién, que requirié inter-
vencién de queratoplastias sectoriales previas. Finalmente, y ante la
continua progresion de la infeccién —que en ningtn caso fue sen-
sible al tratamiento continuado con antibiéticos y antifingicos—,
se procedié a la enucleacién. Después de cada una de las inter-
venciones se enviaron al laboratorio de microbiologia muestras
de tejido corneal y de raspados corneales, que se procesaron para
estudio de bacterias, hongos y amebas de vida libre. En total se
estudiaron 2 muestras de tejido corneal y 2 de raspado corneal. En
ninguna de las muestras se aislaron bacterias ni amebas de vida
libre. En 3 de las muestras se observd, mediante examen en fresco,
la presencia de estructuras compatibles con hifas. De todas ellas
se obtuvo crecimiento del mismo microorganismo a los 3 dias en
los medios de cultivo habitual para bacterias, incluido el caldo tio-
glicolato, y también en Sabouraud tanto a 30°C como a 37°C. En
este medio crecié6 como un hongo que formaba colonias blanco-
amarillentas con micelio sumergido, sin esporas y dificil de separar
del agar (figs. 1y 2). En el examen con azul de lactofenol se obser-
varon hifas no tabicadas, ramificadas de forma articular, algunas de
las cuales formaban angulo recto (figs. 3 y 4).

Se amplificaron segmentos de ADN que comprenden la regién
ITS1 e ITS2 con primers ITS1 (513iITCCGTAGGTGAACCTGCGG) y ITS4
(513ITCCTCCGCTTATTGATATGC). Las mezclas de reaccién contenia
0,5mM de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 51 de tamp6n de
PCR 10X (Applied Biosystem, Madrid, Espana), 2,5U de Taq ADN
polimerasa (Amplitaq, Applied Biosystem) y 5ng de ADN en un
volumen final de 501. Las muestras fueron amplificadas en un
GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems), utilizando los
parametros de los ciclos: un ciclo inicial de 2 min a 94° C, seguido
de 35 ciclosde 30sa94° C,45sa56° Cy2mina72°C,yunciclo
final de 5min a 72° C. Los productos de reaccién fueron analizados
en un 1,3% en gel de agarosa.
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Figura 2. Pythium insidiosum. Crecimiento de la colonia en medio Sabouraud.
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Figura 3. Pythium insidiosum. Tincién con azul de lactofenol.
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Figura 4. Pythium insidiosum. Tincién con azul de lactofenol.

La secuencia de reacciones se realizé utilizando 41 de un kit de
secuenciaciéon de ADN (BigDye Terminator Cycle Sequencing Listo
Reaccioén, Applied Biosystem), 1 mM de los cebadores (ITS1 y ITS4)
y 51del producto de PCR en un volumen final de 101. Las secuencias
fueron comparadas con el Il SeqMan y paquetes de software EditsEq
(DNAstar, Inc., Lasergene, Madison, EE. UU.). El andlisis de la secuen-
cia se realizé por comparacién con las secuencias de nucleétidos
de Pythium spp. con aislamientos obtenidos a partir del GenBank
(http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/). Después de analizar los seg-
mentos de ADN que comprenden la region ITS1 e ITS2 y comparlas
con las cepas de referencia, la secuencia del aislado clinico se empa-
rejaron con las de P. insidiosum. Los porcentajes de similitud fueron
>97% con las cepas de control. Todos los casos descritos tienen
en comun la aplicacién inicial de antimicrobianos de forma mas
o0 menos prolongada, y una vez que se observa la presencia de hifas
se aplica tratamiento antiftingico diverso: anfotericina B, ketocona-
zol, miconazol, itraconazol, natamicina, voriconazol'67-9, La mayor
parte de los casos requieren finalmente la enucleacién por fracaso
del tratamiento médico, aunque hay casos descritos de curacién
después de utilizar tratamiento antifingico combinado con que-
ratoplastia lamelar o penetrante, en ocasiones realizada de forma
repetida’. El diagnéstico de pitiosis ocular requiere un alto grado
de sospecha; son orientativas las caracteristicas morfolégicas del
cultivo en medio sélido y liquido, lo que permitiria un tratamiento
precoz mediante queratoplastia y antifingicos, aunque adn no se
conoce cudl es el mas eficaz, o si se deben emplear en combinacién.
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