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RESUMEN

Introduccion. La Leishmaniasis es una enfermedad zoonética parasitaria de alto
impacto en la salud publica a nivel mundial y uno de los reservorios mas importantes es el
perro; la enfermedad es endémica en Colombia y causa un numero de muertes cada afio. En

los departamentos del Tolima y Huila,

Objetivo. Determinar mediante técnicas seroldgicas, histopatoldgicas y moleculares
la presencia de infecciones con Leishmania spp. En caninos de los departamentos del

Tolima y Huila.

Métodos. Se analizaron muestras sanguineas de 155 caninos sospechosos de la
enfermedad, con la prueba Kalazar detect, especifica para Leishmania. Los animales
seropositivos fueron sacrificados por disposicion de la Secretaria de Salud correspondiente
y 9 de ellos, donados por sus propietarios, fueron llevados a necropsia, los 6rganos con
lesiones presuntivas de la enfermedad se procesaron mediante la técnica histopatoldgica
hematoxilina — eosina. Para la confirmacion de la presencia de protozoarios del género
Leishmania spp. en los 6rganos afectados, se amplifico un fragmento de 314 pb del gen

conservado ITS a través PCR convencional.

Resultados. De los 155 animales muestreados, 19 fueron seropositivos, para una
prevalencia del 12,3% de Leishmaniasis canina en los departamentos de Tolima y Huila;
adicionalmente, se encontrd asociacion entre las variables eco epidemioldgicas con un nivel
de significancia (p<0,05) mediante la prueba Ji cuadrado debido a la presencia de plagas,
namero de animales por vivienda, viajes, sexo del animal. Al analisis histopatologico se
evidenciaron amastigotes en los tejidos afectados posterior a la revision serologica y
clinica. Se logré la deteccion molecular a partir de 3 muestras de rifion, bazo, linfo nodo y

piel por PCR.

Conclusiones: se observa la presencia de Leishmania spp. En caninos de zonas endémicas

de la enfermedad, lo cual constituye un riesgo para la salud publica humana.

Palabras clave. Epidemiologia, leishmaniasis, caninos, prevalencia, serologia,

histopatologia, PCR.



ABSTRACT

Introduction. Leishmaniasis is a zoonotic parasitic disease with high impact on
public health worldwide and one of the most important reservoirs is the dog; the disease is
endemic in Colombia and causes a number of deaths each year. In the departments of

Tolima and Huila.

Objective: Determine, through serological, histopathological and molecular
techniques, the presence of infections with Leishmania spp. in canine of the department of

Tolima and Huila.

Methods Blood samples from 155 canines suspected of the disease were analyzed
with the Kalazar detect test, specific for Leishmania. The seropositive animals were
sacrificed by order of the corresponding Ministry of Health and 9 of them, donated by their
owners, were taken to necropsy, the organs with presumptive lesions of the disease were
processed by histopathological hematoxylin - eosin technique. For the confirmation of the
presence of protozoa of the genus Leishmania spp. In the affected organs, a fragment of

314 bp of the conserved ITS gene was amplified through conventional PCR.

Results: Of the 155 animals sampled, 19 were seropositive, for a prevalence of
12.3% of canine Leishmaniasis in the departments of Tolima and Huila; additionally, an
association between the eco epidemiological variables with a level of significance (p<0,05)
was found by means of the Chi square test due to the presence of pests, number of animals
per dwelling, trips, sex of the animal. Histopathological analysis revealed amastigotes in
the affected tissues after serological and clinical review. Molecular detection was achieved

from 3 samples of kidney, spleen, lymph node and skin by PCR.

Conclusions: the presence of Leishmania spp. in canines from endemic areas of the

disease, which constitutes a risk to human public health.

Keywords. Epidemiology, leishmaniasis, canines, prevalence, serology, histopathology,
PCR.
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1 PRESENTACION

Este documento contiene un estudio de diagnéstico epidemioldgico en zonas
endémica de Leishmania spp, causante de la leishmaniasis cutanea, muco cutanea y/o
visceral, la cual es endémica en Colombia y en 97 paises a nivel mundial. Esta enfermedad
transmitida por vectores del genero de Lutzomya spp. o palomilla blanca que afecta a la

poblacién y genera un importante nimero de muertes por afo.

La unidad muestral de esta investigacion fueron los caninos de zona focal y peri
focal con presentacion de leishmaniasis en humanos en las regiones de Huila y Tolima. El
objetivo fue determinar la presencia de infecciones con Leishmania spp. y para lo cual se
utilizaron técnicas de diagnostico de tipo serologico, histopatologico, molecular y eco
epidemioldgico y sus respectivos resultados enmarcados en un estudio de tipo transversal
con su correspondiente analisis estadistico y las condiciones éticas necesarias y de bienestar

animal para su realizacion.

Este proyecto en su version preliminar fue presentado en el encuentro nacional de
investigaciones pecuarias ENICIP organizado por la Universidad de Antioquia en la
modalidad de poster en Octubre de 2017 y aceptado por XXXVI Reunién Anual de la
Sociedad Espafiola de Epidemiologia (SEE) y del X111 Congresso da Associacdo
Portuguesa de Epidemiologia (APEla para septiembre de 2018 (Anexo 6)



2 ANTECEDENTES

La leishmaniasis es una enfermedad de distribucién mundial y un problema de salud
publica y veterinaria en el sur de Europa, Oriente Medio, Africa y América del Sur, con
gran impacto en regiones tropicales y subtropicales principalmente en Brasil donde se
presenta el 96,6% de los casos de América Latina. Se calcula que cada afio se producen en
el mundo entre 0,6 millones y 1 millén de casos nuevos (3). A nivel nacional en el
departamento de Huila y Tolima desde el afio 2002 y 2004 se han presentado casos de
importancia epidemiolégica. En los Gltimos 6 afios han sido notificados brotes de
leishmaniasis registrados en la region sur del departamento del Tolima y en el municipio de
Neiva, capital del departamento de Huila (7), Para el 2017 fueron notificados 325 casos en

humanos el Tolima y 4 para el municipio de Neiva con la mortalidad de 1 nifio.

Teniendo en cuenta que la leishmaniasis afecta a los animales y al hombre se genera
cuestionamientos acerca del papel que pueden jugar los caninos con respecto a la
positividad o reactividad a la enfermedad evidenciada en humanos. El estrecho contacto del
perro como animal doméstico aunado a su papel como hospedero del paréasito tanto en
forma clinica como subclinica merece atencion particular y la necesidad de abordar la
problematica eco epidemioldgica de la leishmaniasis en las regiones de estudio mediante
analisis seroldgicos, histopatoldgicos y su confirmacién mediante técnicas especificas de
biologia molecular como el PCR.
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3 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoarios del género
Leishmania, transmitida por insectos dipteros del género Lutzomyia, afecta a animales
domésticos, silvestres y al hombre, en quien puede producir lesiones cutaneas, mucosas o
viscerales (1), e induce cuadros clinicos de forma cutanea, mucosa o visceral y subclinicos
de dificil tratamiento (2). La enfermedad, afecta a las poblaciones mas pobres del planeta,
estd asociada a la malnutricion, los desplazamientos de poblacién, las malas condiciones de
vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y la falta de recursos; asi mismo, esta
vinculada a los cambios ambientales, como la deforestacion, la construccion de presas, los
sistemas de riego y la urbanizacion. Segun las estimaciones de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), mas de 20 millones de personas estan infectadas con algdn tipo de
leishmaniasis, cada afio se producen entre 700.000 y un millén de nuevos casos y entre
20.000 y 30.000 defunciones (3). Leishmania spp. es responsable de cerca de 2 millones de
casos de leishmaniasis anuales en todo el mundo, de los cuales 1,5 millones son de tipo
cutanea y 500.000 casos de tipo visceral, la cual es generalmente fatal si no se trata a

tiempo (4).

Aproximadamente un 95% de los casos de leishmaniasis cutanea se producen en las
Américas, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central. Méas de dos terceras
partes de los casos nuevos aparecen en seis paises: Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia,
Republica Islamica de Iran y Republica Arabe Siria. En Espafia se reporta una tasa media
anual de hospitalizacion de 2,8/100.000 habitantes, donde 2.273 (83,6%) son afectados por
la leishmaniasis visceral, 98 (3,6%) por la forma cutanea y en 368 (13,4%) no se logré
especificar el tipo de leishmaniasis (5).

En las Américas se observa una amplia gama de manifestaciones clinicas causadas
por multiples especies de Leishmania filogenéticamente distintas. Aungue algunas de esas
manifestaciones se asocian con mas frecuencia a alguna especie o subgenero en particular,
ninguna es exclusiva de una especie. Ademas hay una proporcion considerable, pero
variable, de infecciones asintomaticas (6). Méas del 90% de los casos de leishmaniasis

mucocutanea se producen en el Brasil, el Estado Plurinacional de Bolivia, Etiopia y el Per(
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(3). La leishmaniasis visceral, conocida como kala azar, afecta principalmente poblaciones
con limitados recursos econémicos y paises en desarrollo, en més del 95% de los casos es
mortal si no se trata; en el mundo, cada afio se producen entre 50.000 y 90.000 casos
nuevos de leishmaniasis visceral, de los cuales, mas del 90% ocurren en Brasil, Etiopia,

India, Kenya, Somalia y Sudan del Sur (7).

En Colombia, asi como en otros paises tropicales, la leishmaniasis es una
enfermedad endémica (8), la forma visceral de la leishmaniasis es la segunda presentacion
clinica con mayor prevalencia, después de la forma cutanea (9); se presenta en zonas
rurales y ha sido reportada en todo el territorio colombiano, desde la Costa Pacifica, la
Costa Caribe, incluida la Guajira, a la region Andina e inter-Andina, el Oriente del pais y el

Amazonas, a excepcion de San Andrés Islas y Bogotéa (10).

Durante la década de los 90, en el pais, se notificaban en promedio 6.500 casos
nuevos de leishmaniasis por afio, cifra que aumentd progresivamente al punto de pasar en
los afios 2005 y 2006 a cerca de 20.000 casos cada afio notificados al sistema, luego, se
evidenci6 un descenso, de tal forma, que para el 2008 se notificaron 8.239 casos, volviendo
a presentar picos subitos en los afios 2009 (15.445 casos), 2010 (14.837 casos), 2014
(11.657 casos) y 2016 (11.850 casos). Se presentan las tres formas clinicas de la
enfermedad, siendo la més frecuente y la de mayor distribucion geografica, la leishmaniasis
cuténea (entre 95% y 98% de los casos); la leishmaniasis mucosa, que es el resultado de la
diseminacion del parasito, y que se puede presentar de semanas a afios después de la lesion
cutanea (1% a 4%) y leishmaniasis visceral (entre el 0,1y 1,5%) (11, 12); y una
notificacion anual estimada de 8.500 casos entre leishmaniasis cutanea y visceral (10), con
alrededor de 11 millones de personas en riesgo, cuya transmision se da principalmente en el
arearural. (11, 12).

Para el trienio 2008-2010, la incidencia de Leishmaniasis cutanea y mucosa se
incremento en 46,2 y 0,7 por cada 10.000 habitantes respectivamente(10).La leishmaniasis
visceral es endémica principalmente en el Valle del Rio Magdalena y sus afluentes y la
existencia de focos en Tolima, Huila, Cundinamarca, Bolivar, Cérdoba, Sucre, Santander y

Norte de Santander que corresponden con la distribucion de Lutzomyia longipalpis (13). Es
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asi como, entre 2008 a 2016 se notificaron 211 casos confirmados de leishmaniasis
visceral; el 97,2% procedentes de los departamentos de Bolivar, Sucre, Cérdoba, Huila,
Tolima y Cundinamarca, con distribucion en 33 municipios del territorio nacional. El
68,7% de estos casos se concentraron en los municipios de EI Carmen de Bolivar, Ovejas,
San Andrés de Sotavento, Tuchin, Neiva y Sincelejo (11, 14). En el departamento de Huila,
entre 2009 y 2017 fueron notificados 24 casos, 4 (16,7%) en 2009, 7 (29,2%) en 2012, 1
(4,2%) en 2014 y 2015, 4 (16,7%) en 2016 y 7 (16,7%) en 2017 (15).

Dependiendo de la fuente de la infeccion humana la leishmaniasis puede agruparse
en dos grandes categorias: zoon6ticas, cuyos huéspedes reservorios son animales salvajes,
comensales o animales domésticos, y antroponoéticas, cuyo huésped reservorio es el ser
humano. Los animales domésticos y selvaticos infectados por Leishmania pueden presentar
signos evidentes de infeccion o no presentarlos. No obstante, algunos mamiferos, como el
perro, que es huésped reservorio de la leishmaniasis visceral por L. infantum, pueden morir
de la infeccion. En el perro, los parésitos son abundantes en las visceras y la dermis, desde

donde son captados facilmente por los vectores (6).

Los caninos infectados por Leishmania spp., representan un riesgo potencial de
contagio para los humanos (16), estos animales pueden desarrollar la enfermedad clinica
pero también pueden estar infectados y no desarrollar sintomas (forma asintomatica),
constituyéndose como una potencial fuente de infeccién para insectos fleb6tomos y su
transmision al humano (1, 17). La deteccidn de animales positivos constituye un paso
inicial para establecer medidas de control apropiadas. Para ello, se puede aproximar al
diagndstico desde el punto de vista clinico, a partir de animales con signos compatibles y
observacion histoldgicas de las lesiones (méas aun en zonas endemicas o de reportes de
brotes). No obstante, en las formas subclinicas se deben explorar otras estrategias de

diagnostico que incluyen técnicas seroldgicas y de PCR (18-20).

Por tanto, se plantea la pregunta de investigacion: ¢Cudl es la prevalencia de
Leishmania spp. mediante técnicas serologicas, histopatoldgicas y moleculares en
reservorios caninos de regiones con presentacion de casos en el departamento del Tolima y

Huila?
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4 JUSTIFICACION

Un factor de alto de riesgo de transmision de la leishmaniasis a poblaciones
humanas es el alto nimero de canidos callejeros en las regiones endémicas y vulnerables,
donde las condiciones sanitarias, disposicion y manipulacién de residuos (liquidos y
solidos), la cercania a zonas boscosas y cultivos, entre otros, son adicionalmente,

condiciones apropiadas para la permanencia del agente infeccioso (21).

El estudio de brotes notificados y documentados de leishmaniasis registrados en la
region sur del departamento del Tolima y en el municipio de Neiva, capital del
departamento de Huila, generan cuestionamientos acerca del papel que pueden jugar los
caninos con respecto a la positividad o reactividad a la enfermedad evidenciada en
humanos. El estrecho contacto del perro como animal doméstico aunado a su papel como
hospedero del parasito tanto en forma clinica como subclinica merece atencién particular y
la necesidad de abordar la problematica eco epidemioldgica de la leishmaniasis en las
regiones de estudio (22, 23).

En Colombia y en particular en las regiones del sur del departamento de Tolimay
otras regiones aledafias del departamento del Huila, incluido el municipio de Neiva, se
carece estudios de diagndstico e identificacion molecular de las especies de Leishmania
spp. circulantes que permita obtener informacion precisa del ciclo epidemiolégico del
parésito, comportamiento y distribucion de la enfermedad, asi como de las lesiones
histopatoldgicas. Esta informacidn constituye una herramienta valiosa para el disefio,
produccidn y evaluacién de nuevas estrategias de prevencion, vigilancia y/o control y

posible tratamiento a posteriori de la enfermedad.
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REFERENTE TEORICO

La enfermedad se presenta en diversas formas que incluyen la subclinica
(inaparente), localizada (lesiones de piel), e infecciones diseminadas que comprenden una
forma cutanea, una mucosa y otra visceral altamente mutilante (24).Las caracteristicas
clinicas de la leishmaniasis cutanea tienden a presentar variaciones entre las regiones y
dentro de una misma region, dependiendo de las especies del parasito o del tipo de ciclo
zoonotico en cuestion, del estado inmunitario del paciente y, quizas también, de un
condicionamiento genético de la respuesta del paciente. La leishmaniasis cutanea es la
forma mas frecuente de leishmaniasis, y produce en las zonas expuestas del cuerpo lesiones
cutaneas, sobre todo ulcerosas, que dejan cicatrices de por vida y son causa de discapacidad
grave. La leishmaniasis muco cutanea, conduce a la destruccion parcial o completa de las

membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta (3).

La leishmaniasis visceral es causada por parasitos del complejo L. donovani, L.
infantum, y se han descrito algunos casos por L. tropica; en las Américas, Leishmania
infantum (L. chagasi) es su principal agente etioldgico. La mayoria de las infecciones son
asintomaticas, algunas victimas acaban padeciendo leishmaniasis visceral clinica; su
periodo de incubacion oscila entre 10 dias y mas de un afio, y el inicio de la enfermedad
suele ser gradual. Los sintomas frecuentes son fiebre, malestar, escalofrios, pérdida de
peso, anorexia y molestias en el hipocondrio izquierdo; y, los signos clinicos frecuentes son
esplenomegalia no dolorosa a la palpacion, con o sin hepatomegalia, consuncion y palidez

de las membranas mucosas (6).

Los perros son considerados el reservorio mas importante de L. infantum y
manifiestan un parasitismo intenso en el bazo y la médula ésea en el curso y progreso de la
enfermedad subclinica a la forma clinica. La multiplicacion de dichos parasitos en el canido
permite que este animal sirva de origen frecuente de infeccion por vectores Lutzomyia spp,
encargados de transmitir el parasito al humano. El protozoario coloniza los rganos
internos a partir de lesiones cutaneas, donde infecta macréfagos en la medula 6sea, nddulos

linfoides, bazo e higado, asi como los rifiones, el tracto gastrointestinal y ocasionalmente
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signos nerviosos (25). Las lesiones macroscopicas incluyen hipertrofia de los nédulos
linfoides, dermatitis peri orbital, nasal o diseminada, onicogrifosis, pelo corto y edema en

las extremidades (26).

A nivel clinico diagnostico en los caninos como en los humanos pueden presentar
signos clinicos compatibles y concomitantes con diferentes enfermedades de tipo
parasitaria y bacteriano en los perros como Erlichia, Babesia, Neospora y Anaplasma las
cuales pueden presentar reactividad simultanea mediante pruebas de ELISA e IFI, y
diagnosticarse por PCR respectivamente, mostrando, adicionalmente, sintomatologia

similar en estadios agudos y cronicos (27).

Se ha encontrado asociacion significativa entre la leishmaniasis visceral, caninos de
localizacion peri doméstica y la presencia de areas verdes cerca de la vivienda. La triada
epidemioldgica de leishmaniasis visceral tiene lugar en areas susceptibles donde exista
condiciones para su transmision entre el perro, fleb6tomo y el hombre. Esta enfermedad se
desarrolla con mayor frecuencia en &reas forestales y de cultivo informales (ej. platano)

sumado a una disposicion inadecuada de basuras (28).

Los perros de las areas foco identificadas con leishmaniasis visceral son
diagnosticados mediante técnicas rapidas como la Kalazar detect (InBios, Seattle, WA). La
confirmacion del diagnostico se realiza mediante IFI y el uso de anticuerpos anti IgG
conjugados con isotiocianato de fluoresceina. Los animales positivos a leishmaniasis
visceral generalmente se les realiza la eutanasia (29) necropsia para recolectar muestras de
los érganos blancos (bazo, médula dsea, corazon) y nddulos linfaticos previa autorizacion

de sus propietarios (30).

En caballos, perros y liebres con leishmaniasis se han encontrado numerosas
formas de Leishmania spp. al interior de los macréfagos, con infiltrado linfohistiocitario y
la formacién de pio granulomas (31). Los tejidos son coloreados con tincion de Giemsa y
observados bajo un microscopio éptico. La tecnica de reaccion en cadena de la polimerasa
0 PCR es sensible a la deteccion de ADN del paréasito en muestras de tejidos animales y

permite hacer una aproximacion en la identificacion molecular de Leishmania spp. (32).
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5 OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar mediante técnicas seroldgicas, histopatologicas y moleculares la
presencia de infecciones con Leishmania spp. en caninos de los departamentos del Tolimay
Huila.

Objetivos especificos

Realizar un diagndstico seroldgico de Leishmania spp. en caninos de una region
endémica del sur de los departamentos de Tolima y Huila.

Caracterizar las lesiones histopatoldgicas en tejidos blancos de caninos

seropositivos a leishmaniasis.
Detectar Leishmania spp. mediante técnicas de PCR de muestras de tejido caninos.

Establecer posibles asociaciones entre el diagndstico serolégico, histopatoldgico y

molecular de leishmaniasis.

Identificar potenciales factores de riesgo eco epidemioldgicos de leishmaniasis en

caninos del Tolima y Huila.
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6 METODOLOGIA

6.1 Enfoque y tipo de estudio

Enfoque de investigacion cuantitativo, con un disefio de estudio descriptivo de corte
transversal definido como el disefio de una investigacion observacional individual, que
mide una 0 més caracteristicas o enfermedades, en un momento dado, en relacion con la
presencia 0 ausencia de una exposicion, ocurridos en un tiempo determinado y en una
poblacion especifica, cuya unidad de analisis es el canino que compone la poblacion a
estudio, en quien se mide la exposicion y se registra la ocurrencia del evento de interés, (33,
34); determinado asi la seroprevalencia, las lesiones histopatoldgicas, la deteccion de la
Leishmania spp. mediante técnicas de PCR, el establecimiento de las posibles asociaciones
entre el diagnostico seroldgico, histopatoldgico y molecular, e identificacion de los
potenciales factores de riesgo eco epidemioldgicos y su posible asociacion con la

enfermedad.
Lugar de estudio

El estudio se llevo a cabo en los departamentos de reciente notificacion de casos de
leishmaniasis en humanos: el Huila, con el municipio de Neiva, localizado en las
coordenadas 2°59'55" latitud norte y 75°18'16" longitud 41.825 et. y su extension territorial
es de 1.533 kmz?, con una altura de 442 metros sobre el nivel del mar (msnm) y una
temperatura promedio de 27,7 C; comunas 8, 9 y 10, determinadas como area peri focal,
ubicadas entre la cordillera central y oriental, en una planicie sobre la margen oriental del
rio Magdalena, en el valle del mismo nombre, cruzada por el rio las Ceibas y el rio del Oro;
y, en Tolima, con los municipios de Guamo, Ortega, Flandes, Coyaima y Melgar, ubicados
al suroccidente del departamento a 4°55° latitud norte y 75°07” de longitud Oeste, sobre la
cordillera central del Macizo Colombiano con una temperatura promedio de 24°C y una
altitud entre 323 y 1.445 msnm.
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6.2 Poblacion y muestra.

La poblacién estuvo constituida por todos los caninos de las zonas del Huila y
Tolima donde se notificaron casos de leishmaniasis en humanos y donde se realiz el

diagnostico serologico de la zona focal y peri focal, para un total de 155 perros.

Criterios de inclusion. Todos los perros con reactividad serologica a leishmaniasis.
Criterios de exclusién. Fueron excluidos aquellos caninos reactivos que en el momento de

su basqueda no fueron localizados por muerte o pérdida del lugar vivienda.

6.3 Hipotesis
HO: las variables eco epidemiologicas no influyen sobre la presentacion casos positivos

H1: las variables eco epidemiologicas si influyen sobre la presentacidn casos positivos

Variables de estudio. Las variables de estudio se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Variables de estudio: definicion operativa de las variables, naturaleza, nivel de medicion y nivel

operativo.
Nombre de la Definicion Operativa Naturaleza y Nivel Nivel Operativo
Variable de Medicion
Caracteristicas de la vivienda
Procedencia Departamento de procedencia Cualitativa Tolima
Lugar Ubicacion de la vivienda en la Cualitativa Huila: Fortalecillas, Palermo,
comuna 0 municipio N Neiva: Comuna 4,5,6,7,8,9
Enfermos Personas enfermas Cualitativa Si
. Material de construccion de la Cualitativa Bareque
Material
vivienda .
Nominal Concreto
Recoleccién programadas
Focos de o Cualitativa relleno municipal
) . Disposicion de excretas y basuras
insalubridad Nominal Acopio improvisado
Entierro.
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Nombre de la Definicién Operativa Naturaleza y Nivel Nivel Operativo
Variable de Medicidon
- Presenci lantas intr litativ i
Etnobotanica esencia de plantas intra Cualitativa S
domiciliarias Nominal NO
. - Cualitativa Si
Quebradas Cercania de quebradas o cafios
Nominal No
_ Presencia de animales domeésticos | Cualitativa Si
Reservorios .
gue pueden ser reservorios Nominal No
Presencia de plagas en el extra y Cualitativa Si
Plagas peri domicilio (insectos y roedores,
Nominal No
ratas)
Caracteristicas de los caninos
C Cualitativa Macho
Sexo Condicion bioldgica
Nominal Hembra
Cronometria ~ . Cuantitativa o
Edad en afios cumplidos 0-10 afios
dental Rango
) Tiempo de permanencia en la Cualitativa
Permanencia o )
vivienda Nominal
Cualitativa Presencia
Semiologia Presencia de signos y sintomas
Nominal Ausencia
Cualitativa Si
Anamnesis Enfermedades anteriores
Nominal No
o Desplazamientos del animal en los | Cualitativa Si
Viajes . .
Gltimos 6 meses o afio Nominal No
Cualitativa Si
Sanidad Condicién de estado fisico
Nominal No
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Nombre de la Definicién Operativa Naturaleza y Nivel Nivel Operativo
Variable de Medicidon
Técnicas de diagnostico
o Serologia positiva a la prueba Test | Cualitativa Reactivo
Reactividad
Kalazar detect en suero Nominal Negativo
S Lesiones en tejidos blancos por Cualitativa Si
Confirmacion ) i
histopatologia Nominal No
Identificacion Identificacion de Leishmania a Cualitativa Presencia de banas
molecular PCR nivel molecular Nominal Ausencia de bandas

Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion

Encuesta eco-epidemioldgica. Se aplicé una encuesta eco epidemioldgica por parte

del investigador a cargo mediante inspeccion del domicilio del animal positivo a la

Leishmania spp, su eco epidemiologia, los antecedentes y signos clinicos del animal, y las

personas con las que comparte el habitat (anexo 1) previa firma del consentimiento

informado (anexo 2). Los datos recolectados fueron sistematizados en la hoja de célculo de

Excel de Microsoft Office® para su posterior depuracion, la base de datos obtenida se

presenta en el anexo 3.

Examen clinico de los caninos. Mediante examen clinico realizado por médicos

veterinarios de las respectivas Secretarias de Salud Municipal y el investigador encargado

se establecieron los signos compatibles con la enfermedad, incluyendo lesiones

dermatoldgicas, cambios oculares, pérdida de peso, apatia, signos nerviosos y tamafos

aumentados de nodulos linfaticos y bazo a la palpacién. A los casos confirmados por PCR,

se le realizaron hemogramas para evaluar los signos clinicos tipicos y atipicos presentados

por los animales portadores (35) y su asociacion con las otras técnicas de diagnostico. Los

datos fueron registrados y archivados con la orden consentimiento informado de los

propietarios del animal y la respectiva encuesta epidemioldgica.
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Estudio seroldgico. Se tomaron muestras de sangre de 5 mL mediante puncion de la

vena cefélica de cada paciente compatible con la enfermedad, depositada en tubos de
ensayo estériles y equipo BD Vacutainer® con tubo tapa roja de los cuales se obtuvo de
suero sanguineo después de centrifugacion a 3.000rpm/x10 min. El suero sanguineo fue
usado para la deteccion de anticuerpos especificos contra Leishmania de perros
sintométicos y asintomaticos, mediante el uso del kit Kalazar detect (InBios, Seattle, WA).
Adicionalmente se realiza hemogramas con los cuales se mide el nivel de proteinas

presentes en la sangre.

Prueba con tira reactiva. Esta técnica se realiz6 en el Laboratorio de Salud Publica

de la Secretaria de Salud de Huila y la Secretaria de Salud de Tolima, mediante la tira
reactiva K39 la cual usa un antigeno recombinante purificado por inmuno cromatografia
para detectar anticuerpos 1gG anti-Leishmania (Kalazar Detect, lote JL1019; INBIOS,
Seattle, WA), posterior a 5 minutos de exposicion al suero, la tira reactiva evidenciaba 2
bandas en caso positivo y una banda para los casos negativos.

Estudio histopatolégico. Con base en el referente epidemiolégico y alto indice de

riesgo de Leishmania spp y de transmision, se realizo la eutanasia de los caninos
diagnosticados como positivos y subsecuentemente la necropsia del animal y la obtencion
de placas histoldgicas de los 6rganos afectados en las instalaciones de histopatologia de la
Universidad del Tolima y Universidad CorHuila. Posteriormente de los 6rganos
muestreados se tomaron aproximadamente 1 cm? y los tejidos obtenidos se fijaron en
formalina bufferada al 10%, posteriormente coloreados con la técnica Hematoxilina-eosina
(HE) para facilitar la visualizacion de las formas parasitarias de Leishmania spp., dichos
tejidos fueron embebidos en parafina hasta la realizacion de los procedimientos y técnicas

de extracciéon molecular.

Se observaron 100 campos por placa y se realizo la descripcion y comparacion con
lo reportado por la literatura para la descripcion de los hallazgos por caso. Finalmente, la
observacion de las formas amastigotes de los parasitos y las lesiones generadas en los

tejidos, fue realizada empleando el objetivo 100X en aceite de inmersién utilizando un
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microscopio de luz marca Olympus en el laboratorio de inmunologia y biologia molecular
de la Universidad del Tolima mediante el apoyo de personal experto.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Teniendo en cuenta que la técnica de

PCR convencional es sensible a la deteccion de ADN del parasito en muestras de tejidos
animales, se realiz6 una aproximacion en la identificacion del parasito en reservorios
caninos a Leishmania spp. EI ADN obtenido de los caninos muestreados y diagnosticados
previamente como positivos se extrajo usando el kit QIAMP DNA FFPE para la extraccion
de &cidos nucleicos a partir de los tejidos parafinados y posteriormente el kit Easy-DNATM

(Invitrogen).

La region a amplificar fue un fragmento de 314bp del gen 18SrRNA de Leishmania
spp. mediante el uso de los primers forward PG1, 5" -CTGGATCATTTTCCGATG -3" y
reverse PG2 5" -TGATACCACTTATCGCACTT -3" Los productos de amplificacion se
separaron en electroforesis de agarosa al 1,5% a 100 voltios durante 30 minutos y
coloreados con bromuro de etidio (36). Se empled un control negativo técnico y controles
positivos de ADN de cultivos de L. braziliensis, L. amazonensis, L.infantum los cuales
fueron cedidos por el Instituto Nacional de Salud y primer utilizados previamente por otros
autores para amplificacion de Leishmania spp. (37).Encontrando para este estudio la
amplificacion por L.amazonensis y descartando los controles positivos restantes previa no

amplificacion (77).

Posteriormente, se realizo la elucion del ADN en 60uL de respectivo Buffer. Al
finalizar el proceso de extraccion, se hizo la cuantificacion del ADN por el método de
absorcién de luz 260 nm (Nanodrop), observandose en la relacion A260/280, algunos
rastros de contaminacion de proteinas durante los analisis moleculares realizados por la
Universidad de Antioguia (anexo 4) evidenciando la dificultad para la deteccion del
parasito por técnicas del PCR a partir de los tejidos parafinados previamente,
diagnosticados como positivos por histopatologia y. Por lo tanto, se opta por hacer la
preservacion de los tejidos en alcohol absoluto; adicionalmente, se hace otro muestreo por

aspiracion de nédulo linfoide popliteo, en un laboratorio comercial, con la técnica de PCR
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tiempo real. De esta manera, se logro la deteccion de Leishmania spp. para los érganos
bazo, nddulo linfatico y pancreético, corazén y piel.

PCR tiempo real. La técnica de PCR tiempo real, tiene como principio las

longitudes de onda acorde a un alineamiento multiple de un antigeno del parasito
predeterminado en un termociclador, el cual en caso de encontrarse un positivo debe emitir
una fluorescencia segun la proporcion de ADN formado por ciclos de la muestra que
sobrepasa el umbral establecido (38). Se utilizé una muestra nddulo linfatico suspendida en
1mL de solucion salina mediante el software Rotor-Gene Q 2.3.149 durante 70 min, con
umbral de 0,049, umbral de la muestra de 30% y umbral negativo de 1.000 con
normalizacion dinamica y utilizacion de 3,67 “Gain Green” y 6,67 “Gain Yellow”. Estas

pruebas se realizaron en un laboratorio comercial.

Plan de andlisis. El anlisis de las variables a estudio se hizo mediante el uso de
estadistica descriptiva, medidas de frecuencia, expresadas en porcentaje, medidas de
tendencia central y dispersion. Para establecer asociaciones entre los factores descritos en la
encuesta eco-epidemiolégica y la positividad a Leishmaniasis spp. Se utilizé la prueba no
paramétrica de Ji cuadrado (¥?) con un nivel de significancia de (p<0,05), para establecer
posibles asociaciones entre las variables eco epidemiolégicas. Ademas, se hizo el calculo
de la Razén de momios (OR) con un valor de (p<0,05). Teniendo en cuenta los casos
positivos por PCR y por histopatologia se realizé el calculo de sensibilidad, especificidad y
nivel de asociacion entre las técnicas utilizadas con el indice Kappa. Se utiliz6 el programa
estadistico IBM SPSS Statics 2.0® y Epi info™.

Consideraciones éticas

El uso de los animales para el desarrollo de los proyectos de investigacion posee un
marco mundial dado por la UNESCO, la OMS y la ONU en diferentes paises como Estado
Unidos, Suiza, México, Inglaterra, Canada, Espafia y la Comunidad de Catalufia (39, 40),
entre otros. En Colombia, la ley 84 de 1989 que adopta el Estatuto Nacional de Proteccion
de los Animales, en el literal f del articulo 17 establece entre otros, el sacrificio de animales
por constituir una amenaza cierta o inminente para la salud pablica o de otros animales y en

el articulo 26, que para todo experimento con animales vivos deberd conformarse un comité


https://es.wikipedia.org/wiki/Ji
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de ética (41); y, la Resolucion 8430 de 1999, en su titulo V de la investigacion biomédica
con animales, articulo 87, establece las disposiciones que en toda investigacion en la que
los animales sean sujeto de estudio, ademas de las disposiciones determinadas en la Ley 84
de 1989, entre ellas, en su literal g, que la eutanasia de los animales se efectuara con

anestésicos apropiados, aprobados por la asociacion veterinaria (42).

Para el sacrifico de los caninos que fueron reactivos para leishmaniasis mediante
técnicas serologicas, en el momento de aplicacion de la encuesta eco-epidemiologica se
leyd y solicité la firma del consentimiento informado (anexo 2), por parte del propietario.
Se brindé el minimo dolor y las mayores condicidnes de bienestar animal, analgesia y
respeto.

El estudio contd con la aprobacién del Comité de Curriculo de la Maestria en Salud
Publica y el comité de Bioética de la Universidad Autonoma de Manizales mediante Acta
de enero de 2016.
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7 RESULTADOS

El total de caninos muestreados fue de 155 animales, el 95,5% (n=148) procedentes
de Huila 'y 4,5% (n=7) de Tolima, las caracteristicas de la vivienda y de los caninos se

presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de las viviendas y de los caninos, encuesta eco-epidemiolégica, Huila-Tolima, 2016-2017

Vivienda Frecuencia

Caracteristicas de la vivienda

Material

Bareque 5
Concreto 44
Guadua 20
Tabla 86
Personas enfermas 12
Basuras 43
Sanidad 75
Reservorios 103
Etnobotanica 119
Quebradas 107
Plagas 82
Caracteristicas de los caninos

Sexo

Hembra 69
Macho 66
Edad en aflos 2,8 (£1,7)
Estado corporal

Emaciacion 18
Normal 135
Obeso 2

Viajes 20
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El 12% (19/155) fueron reactivos a leishmaniasis, segun el departamento de
procedencia, 14 (74%) de Huila, todos del municipio de Neiva y 5 (26%) de Tolima, 40%
(2/5) de Guamo y 20% (1/5) de Coyaima, Ortega, Melgar y Flandes respectivamente; segun

la anamnesis: 7 (37%) glomérulo nefritis, 5 (26%) dermatitis, 2 (11%) pérdida de peso, 1

(5%) signos nerviosos y onicogrifosis respectivamente y 3 (16%) asintomaticos.

De los 19 caninos reactivos a leishmaniasis, hubo una pérdida de 8 (42%) para un
total de 11 (58%) casos a estudio, 8 (72,7) de Huila 'y 3 (27,3%) de Tolima (tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de la vivienda y de los caninos reactivos por serologia a leishmaniasis

Variables Tolima % Huila % Total %
Caracteristicas de la vivienda
Material
Bareque 133 0 00 1 9.1
Concreto 133 4 500 5 455
Tabla 0,0 3 375 3 273
Guadua 133 1 125 2 18,2
Personas enfermas
000 2 250 2 18,2
Basuras 133 4 500 5 455
Sanidad 2 667 5 625 7 63,6
Reservorios 3 1000 8 1000 1 100,0



Etnobotanica

3 1000 7 875 0 90,9
Quebradas 2 67 7 87,5 9 81,8
Plagas 2 6,7 7 87,5 9 81,8
Caracteristicas de los caninos

Sexo

Macho 3 000 7 87,5 10 90,9
Hembra 0,0 1 125 1 91
Edad

6,3(+4,2), r=3-11  3,6(*1.3),r=2-5 4,4(+2,5) r=2-11

Estado corporal

Emaciacion 1 333 0 0,0 1 9,1
Normal

2 6,7 8 100,0 10 90,9

Viajes 1 33 4 50,0 5 455

Presencia de signos y sintomas 3 00 7 87,5 10 90,9
Diagndstico

Histologia 1 33 2 25,0 3 27,3

Identificacion molecular 2 6,7 1 12,5 3 27,3

El 27,3% (3/11) de los casos reactivos se encontraban en tratamiento y les habian
hecho el hemograma (tabla 4). El caso 1: canino macho de 11 afios con signos clinicos de
emaciacion, sin pérdida del apetito, dermatitis, claudicacion en el miembro posterior

derecho. EI hemograma reflejé una hemoglobina normal con valores minimos; sin

27
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embargo, se observé un valor aumentado de eosinofilos, leucocitos propios de cuadros
parasitarios con bajo recuentos de monocitos (precursores de macréfagos) lo que demostré
un estado de inmunosupresion en el animal pese a los valores de referencia T; el caso 2:
canino macho de 5 afios de edad, estado corporal normal, presencia de lesiones en piel. El
hemograma evidencia niveles de hemoglobina por debajo de los rangos permisibles, un
aumento en los linfocitos y cayados o bandas que reflejan un cuadro infeccioso generador
de estrés en el animal, con un valor de plaquetas por encima de lo permisible evidenciando
un estado agudo de la enfermedad y una disminucion de la linea roja celular y el caso 3:
canino macho de 2 afios de edad, estado corporal normal, con presencia de signos
nerviosos. EI hemograma reflejé una disminucion en las plaquetas del animal debido al
deterioro del bazo, 6rgano blanco de Leishmania spp., al igual que el aumento en los
leucocitos, linfocitos y neutréfilos propios de cuadro infecciosos, sumada al aumento de
eosindfilos caracteristicos de las afecciones parasitarias, en las cuales se encontraron
cuerpos de inclusion citoplasmaticas inicialmente compatible con Erlichia platys y que

posteriormente seria descartados bajo el diagnostico de leishmaniasis

Tabla 4. Resultados de hemograma de caninos reactivos para leishmaniasis en tratamiento clinico

Casos

Elementos sanguineos

Valores referencia Caso 1 Caso 2 Caso 3

Hemoglobina 13-19 13 10.9 13
Hematocrito 37-55 42 40 42
Leucocitos 6-13 13 11. 15.8
Hematies 54-78 57 54 5.7
Neutrofilos 56-78 71 58 68
Linfocitos 10-30 260 38 20
Eosindfilos 0-6 6 0 7

Monocitos 0-5 1 0 0
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Basofilos 0-1 0 0 0
Cayados 0-3 2 4 5
Plaquetas 200-400 400 440 38

Caracterizacion histopatoldgica de casos reactivos

Durante la realizacion de las necropsias de los caninos a nivel macroscépico se
evidenciaron focos necroticos en piel y linfonodos. Los principales hallazgos
microscopicos de cada uno de los once casos, se describen en las figuras 1 a 8. Los casos 2

y 3 no presentaron hallazgos debido a la negativa de sus propietarios a realizar la toma de

muestras posterior a la eutanasia del animal.

Figura 1. Hallazgos histopatoldgicos en piel y linfonodos, Caso 1. A. 1. Piel
Infiltracion severa linfoplasmocitaria moderada generalizada en la dermis. 2. Multiples
amastigotes en las células plasmaticas. 3. Infiltracién de neutréfilos. B. Linfonodos:
Capsula y senos subcapsulares. 2. Infiltracion moderada de celulas plasmaticas. 3.Corteza,
depresion severa generalizada, ausencia moderada de nodulo linofoides. 4. Medula:
infiltracion de celulas plasmaticas con abundante cantidad de amastigotes en el citoplasma

(flecha). 5. Escasa infltracion de polimorfonucleados.
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Figura 2. Hallazgos histopatologicos en piel Caso 4. Oreja. Dermatitis mixta de
predominio mononuclear moderada generalizada crénica. Hematoxilina y eosina (H&E),
10X.

Figura 3. Hallazgos histopatoldgicos en rifion e intestino, Caso 5. A. Rifion: 1.
Necrosis de coagulacion generalizada, moderada 2. Infiltracion de células linfo
plasmocitaria y macrdfagos generalizada a moderada en los glomérulos y el intersticio. 3.
Congestidn leve multifocal. 4. Presencia de maltiples amastigotes de Leishmania spp.
(Flechas) nucleo basofilo redondeado dentro de macréfagos. Hematoxilina y eosina (H&E),
10X B. Intestino: 1. Lumen: material eosinofilico amorfo con células descamadas y detritos
celulares. 2. Mucosa: Atrofia y fusion severa de vellosidades. 3. infiltracion severa

generalizada de la lamina propia. 4. hiperplasia de las criptas liberkum.
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Figura 4. Hallazgos histopatoldgicos en rifidn e intestino, Caso 6. A. Rifién: 1.
Infiltracion de células plasmaticas y congestion moderada 2. Congestion. H&E, 20X. B.
Intestino: 1. Colitis mono nuclear moderada generalizada cronica (flecha) difusa leve con
congestion. H&E, 10X.

Figura 5. Hallazgos histopatolégicos en rifion y pulmén, Caso 7. A. Rifion. 1.Infiltracién,
de células linfoplasmocitaria en intersticio 2. Congestion leve generalizada multifocal. B.
Pulmon: Septos alveolares: 1. Engrosamiento moderado generalizada. 2. Congestion

moderada. 3. Infiltracion de células linfoplasmocitaria.
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Figura 6. Hallazgos histopatoldgicos en rifién y pulmén, Caso 8. A. Rifion.
1Infiltracion multifocal leve de células linfo plasmocitarias. 2. Congestion leve multifocal.
3.Necrosis leve multifocal B. Pulmén: Neumonia intersticial severa generalizada cronica. 1
Infiltrado mononuclear. 2. Engrosamiento de septos alveolares moderado

generalizado.H&E, 4X.

Figura 7. Caso 9. Rifion. 1. Corteza con presencia de edema leve generalizado. 2.
Infiltracion generalizada de células linfoplasmocitarias. 3. Necrosis de coagulacion leve

multifocal.

Figura 8 Caso 10. Rifion: 1. Nefritis intersticial linfohistiocitaria severa multifocal

cronica (flecha). 2. Corteza: infiltracion de células linfoplasmocitarias moderada en
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intersticio y glomérulos. 3. Necrosis leve multifocal. Congestion moderada generalizada y
necrosis leve. (H&E), 10X.

Figura 9. Hallazgos histopatologicos en pulmdn, Caso 11. 1. Infiltracion
linfoplasmocitaria moderada multifocal 2. Septos alveolares: infiltracion severa
generalizada de células linfo plasmocitarias e histiocitos. 3. Engrosamiento de los septos
alveolares y colapso del saco alveolar multifocal. 4. Congestion y edema generalizado

moderado crénico. Neumonia intersticial moderada multifocal cronica. H&E, 10X.

Deteccion de Leishmania spp. mediante técnicas moleculares (PCR)

Posterior a la histopatologia, se procedié a realizar las pruebas de PCR para su
confirmacion a partir de los tejidos conservados en alcohol absoluto (figuras 9). En la
primera muestra del caso confirmado por PCR, se tomaron muestras del caso 1, (bazo,
Nodulo linfatico, Nodulo pancreatico, piel, sangre y corazon) las cuales no amplificaron
frente al control negativo y amplificaron a 314 pb (flecha) mostrado por el control positivo
de L. amazonensis, confirmando la presencia de leishmaniasis en el animal. Para el caso 2,
teniendo en cuenta que la lesion mas representativa en este animal se encontraba en la piel,
se efectuaron diferentes diluciones de la muestra de piel y de igual forma, se utilizé un
control positivo L. amazonensis de 314pb (flecha) y un control negativo técnico,

confirmando la presencia de leishmaniasis en el animal
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Caso 1. Caso 2.

M1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5

"1”"‘ |

1500 pb —RE

600 pb
500ph —

400pb
300 pb

200 pb

Linea 1: control negativo; Linea 2: L. amazonensis; Linea 1: L.amazonensis, Linea 2: ADN piel dilucién 1:10;
Linea 3: bazo; Linea 4: nédulo linfatico; Linea 5: nédulo | Linea 3: ADN piel dilucién 1:100; Linea 4: ADN piel
pancreético; Linea 6: piel; Linea 7: sangre; y, Linea 8: dilucién 1:1.000, Linea 5: control negativo.

corazén

Figura 10. Deteccién molecular de Leishmania spp. Caso 1y 2 por PCR
convencional. Laboratorio de Biologia Molecular e Inmunologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad del Tolima.
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Figura 11. Deteccion molecular, PCR en tiempo real, Caso 3. Laboratorio
comercial Mascolab. La muestra del canino identificado como Caso 3, mostr6é un umbral de
30,57 (linea marrén); sobrepasa el area bajo la curva del control negativo (linea azul) al
igual que el umbral positivo 18,23 (linea verde) mostrando un cuadro positivo, confirmando

la presencia de Leishmania spp. (Figura 10)

Posibles asociaciones entre el diagnostico serologico, histopatologico y molecular de

leishmaniasis.

En términos de sensibilidad y especificidad, el 33% de los caninos positivos con
leishmaniasis, fueron identificados por técnicas de PCR (sensibilidad del 33%) y el 66%
fueron identificados con pruebas seroldgicas e histopatologicas (falsos negativos). La
técnica de PCR identificd el 88% de los caninos positivos verdaderos con leishmaniasis

(especificidad del 88%) y no identifico el 12% de los animales falsos positivos con un valor
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predictivo positivo del 50%. Adicionalmente se demostrd una asociacion entre técnicas

diagnosticas del 0,23 mediante la prueba estadistica Kappa.

Identificacion de factores eco epidemioldgicos
Se realiz6 una encuesta epidemioldgica a los 155 animales muestreados para
identificar posibles factores de riesgos en la presentacion del vector y la transmision de la

enfermedad, las caracteristicas encontradas fueron:

La mayoria de los animales muestreados eran procedentes de Neiva (95%),
mayormente machos (54%), sintomaticos (52.9%) y estado corporal normal (87.1%).EI
material de la vivienda mayormente encontrado fue madera o tabla, seguido de concreto y
guadua. La variable etnobotanica (plantas) present6 el mayor porcentaje (76.8%), seguido

de quebradas (69%), reservorios (66,5%) y la presencia de plagas (52,9%).

En la tabla 5. Se presenta el andlisis de las variables eco epidemiolégicas y su

influencia en la presentacion de casos reactivos por serologia de leishmaniasis en caninos.

Tabla 5. Andlisis de Ji cuadrado y OR de variables eco epidemioldgicas. SPSS Static 2.0.

. p<0,0 OR IC
Variable G
5
Sexo 7.385 0,007 6 1,3-27,7
Plagas 8.25 0,004 6,5 1,430,3
Animales 8,93 0,003 -1 2,5-1
Viajes 5,123 0,024 4.03 1,2-13,3

Las variables analizadas con un nivel de significancia (p<0,05) mediante la prueba
Ji cuadrado, fueron sexo, presencia de plagas, animales por vivienda, y viajes. Es decir los
caninos machos tienen 6 veces mas la probabilidad de contraer la enfermedad que las

hembras (OR=6) y los que tengan en su entorno plagas tienen (OR=6.5) veces mas riesgo


https://es.wikipedia.org/wiki/Ji
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de contraer la enfermedad. Siendo (OR=4.03) veces mas susceptibles aquellos que hayan
tenido viajes recientes. Por su parte, la presencia de otros animales es un factor protector no
significativo (OR=1). Por tanto existe evidencia estadistica para no aceptar la hipotesis
nula, lo que demuestra que a la luz de los datos de esta investigacion las variables, sexo,

plagas, animales y viajes favorecen la presentacion de leishmaniasis.
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DISCUSION

La prevalencia de los caninos positivos diagnosticados para Leishmania spp. por
pruebas seroldgicas tipo K39 Kalazar detect para este estudio fue del 12%, superior al 5%
de la prevalencia esperada para la enfermedad (43) y a la reportada por Secretaria de Salud
del Huila para los afios 2008 a 2014 y concordante con el rebrote presentado en el 2017 del
22% de total de caninos muestreados, lo cual, la poblacién infantil fue afectada con un

riesgo de transmision de la enfermedad.

Los anteriores hallazgos son equiparables al brote reportado en el afio 2002. Por lo
tanto, se obtuvo una prevalencia confirmada del 17,2% para Neiva, Algeciras y Tello (22),
al igual que para Flandes y el municipio de Chaparral en el 2004 con 8.444 casos por
100.000 habitante (44); haciendo evidente la migracion de los vectores de Leishmania spp.,
sus reservorios y poblacion afectada de zonas selvaticas como Amazonas y Orinoquia o
endémicas a no endémicas hacia la regiones andinas incrementando la presencia peri
urbana de la enfermedad como lo reportado en 2012 para Neiva. Exceptuando regiones
geograficas nacionales como San Andrés, Atlantico y Bogota que por sus condiciones
fisico demograficas no han facilitado el nicho del vector y presentacion de la enfermedad
(45).

Epidemioldgicamente la presencia de leishmaniasis en las regiones de estudio,
resulta acorde para paises como Colombia que presenta un nimero de casos muy similar a
Brasil que a su vez presenta una mayor tasa de incidencia de la enfermedad frente a otros

paises de América Latina como Chile y Argentina (46).
Valoracion clinica, serolégica y deteccion histopatologica

Al examen clinico realizado a los animales muestreados durante el presente estudio
se evidenciaron algunos signos clinicos compatibles a la enfermedad y otros como
glomérulo nefritis, emaciacién, dermatitis y neumonia, Por tal motivo, podrian ser
considerados como diagnostico diferencial y/o coinfeccion con otros patdgenos como
Erlichia spp, Anaplasma, Babesia, Neospora, Leptospira y Tripanosoma sp en caninos y

humanos (27) como lo evidencian los hemogramas de los casos obtenidos. Un signo no
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comunmente observado en los casos de estudio fue los repentinos ataques de epilepsia para
uno de los pacientes confirmado por PCR en tiempo real, el cual pudo estar asociado al
dafo Esplenio y factores pro inflamatorios generadas de estos 6rganos y absorbido por el

SNC y periférico del animal (47).

La mayoria de los pacientes caninos positivos muestreados fueron sintomaticos
(148/155). Por lo tanto, concuerda con lo reportado en la literatura. La variable sexo del
animal y caracteristicas asociadas al canino, como la edad tuvo una baja significancia
estadistica (p<0,05), lo cual no concuerda con otros estudios en los que no se ha encontrado

predisposicion racial, sexual ni en humanos ni en animales (48).

Las muestras de sangre de los casos obtenidos para la aplicacion de pruebas
moleculares, como lo reportado por otros autores, no resultan Gtiles debido a la dificultad
de encontrar el parasito en la sangre en el momento de la toma de la muestra (49); sin
embargo, este tipo de muestra puede ser una opcién Util para el diagndstico clinico de la
enfermedad y efectuar el aislamiento de Leishmania spp., a partir de medios de cultivos de
parasitos como el NNN (Medio de Novy, MacNeal y Nicolle), obtenidos de pacientes con
leishmaniasis que requieren mayor tiempo en la obtencién de resultados; adicional a que
son menos selectivos, poseen alto riesgo de contaminacion por bacterias y son sensibles

frente a otros tipo de parésitos (50).

De otro lado, los aspirados y biopsias de nddulo popliteo y las lesiones propia de
Leishmania spp., en tejidos blancos como piel, médula y bazo son utiles para la
observacion directa por la técnica de Montenegro y posterior cultivo para el crecimiento de
los promastigotes, y tincion de Giemsa para analisis histopatoldgico para realizar la
busqueda del promastigote y evidenciar las posible lesiones generadas en el tejido los
cuales pueden estar ligados a la presentacion clinica de la enfermedad y a la experticia del
personal encargado de visualizar la ldamina (51). En este estudio la técnica de cultivo fue
limitada por el crecimiento bacteriano presentado; sin embargo, los promastigotes fueron
evidenciados mediante placas histopatol6gicas anteriormente descritas y obtenidas de los

tejidos posterior a la necropsia de los casos positivos y observado por personal entrenado.
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Los caninos positivos a Leishmania spp., debido al riesgo de salud publica de la
enfermedad se les realiz0 la eutanasia. Durante la necropsia se observaron diferentes
organos como corazon, pulmones e intestino, en los cuales se encontraron en congestion,
hipertrofia de nddulos linfoides, inflamacion acorde a la fisiopatologia de los 6rganos
blancos de la enfermedad, reportada para casos clinicos humanos y caninos en el campo
médico veterinario (52).

A nivel histopatoldgico, se observaron multiples lesiones asociadas a la enfermedad
como un numero importante de amastigotes compatibles con Leishmania spp. Algunos
autores describen la presencia de un amastigote como patognomaonico de la enfermedad
(53) y mediante confirmacion especifica de técnicas de Inmunofluorescencia (IF) e inmuno
histoquimica se descarta una posible reaccidn cruzada con otros parasitos, partiendo de un
sustrato antigénico y anticuerpo respectivamente, incluso ante la presencia de un escaso
namero de parasitos (51, 54, 55), como sucedié para el caso 1 de este estudio.
Adicionalmente, la hipertrofia de los linfonodos, células mononucleares con proliferacion
de macrdéfagos, linfocitos, congestion, hemosiderosis, cordones medulares y células
plasmaticas, apoptosis y posteriormente necrosis debido a la activacion policiclonal e
induccion de los linfocitos B e inhibicion parasitaria de las células T, como en los casos de
estudio (56) han sido reportados en casos positivos de caninos, liebre y caballos en casos de
leishmaniasis cutanea en la cual la piel es el primer y principal reservorio de la infeccion
(57). También, la presencia de amastigotes en los macro6fagos generalmente sugiere la
existencia de neoplasias concomitante en los pacientes afectados y como fibrosarcoma,

linfoma presentes en pacientes humanos con cancer y VIH positivo (58).
Deteccion de Leishmania spp. por PCR y asociacion de técnicas de diagnostico

Para la preservacion de los tejidos obtenidos de caninos positivos de Leishmania
spp. Y el posterior andlisis histopatoldgico y molecular por PCR, se siguio el protocolo de
parafinacion (59) en 8 de los 11 casos expuestos. Posteriormente, se llevé a cabo la
desparafinacion empleando Xylol, con lo cual se obtuvo solamente 1% del ADN extraido,
lo que disminuyé la probabilidad de una buena amplificacién (60) debido a la inhibicion

por enzimas en la técnica PCR presentes aun en la muestra y la degradacién del material
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genético extraido, sumado también a la baja calidad de la parafina empleada (61) que
conllevaron a la degradacion del material genético extraido de los 8 casos inicialmente
obtenidos. No obstante, se ha logrado obtener exitosamente material genético en cantidad y
calidad, que ha permitido la amplificacion por PCR de muestras de tejido embebidos en
parafinas, alcohol absoluto y la confirmacion de patologias y agentes infecciosos tipo
bacterias o virus (62, 63) con kit como el QlAamp DNA FFFP (64) cuyo ADN extraido no
se encuentre degradado por Xylol (62).

Durante el anélisis estadistico de la informacion y medicion de la asociacion de las
diferentes técnicas de diagndstico, se encontré una mayor especificidad en el diagndstico de
leishmaniasis a las técnicas moleculares frente a las serolégicas e histopatoldgicas (50), las
cuales son mas sensibles en la captacion de posibles casos positivos que por PCR
convencional o tiempo real (38). Permitiendo identificar presuntamente el protozoario en
caninos con Leishmania spp., permitiendo conjuntamente confirmar més casos verdaderos
positivos y descartando falsos positivos (65), siendo esto reafirmado por la concordancia
obtenida de la prueba estadistica clinica Kappa (78). Se demostrd una asociacién entre
técnicas de diagnostico y la superioridad de pruebas tipo PCR, mediante parametros como
la sensibilidad y especificidad para la determinacion de casos realmente positivos en pro de
la salud publica y animal.

El diagndstico de leishmaniasis mediante técnicas moleculares, permite avanzar en
nuevas estrategias terapéuticas, pese a lo no existencia actual de tratamientos avalados para
caninos y su uso exclusivo en humanos con glucantime, pentosan y alopurinol, farmacos
que pueden generar complicaciones cardiovasculares y renales por su uso prolongado.
Algunos paises han desarrollado vacunas para leishmaniasis (66). Sin embargo, para
Colombia estas no han sido avaladas. Hallazgos de expresion genética frente la proteina
HSP70 en Leishmania spp. (67) y secuencias de proteinas DPP3 (LbDPP3) (68) y su
posible inhibicion y regulacion enzimatica son prometedoras frente a un tratamiento mas
selectivo, menos agresivo y de menor resistencia (69) frente a diferentes patologias

ocasionadas por Leishmania spp.
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Estudio eco epidemioldgico y determinacion de factores de riesgo

Diversos factores de riesgo para la presentacion de leishmaniasis, han sido
reportados a nivel socioecondmicos y su incidencia sobre la calidad de vida de las personas
que se encuentran en zonas endémicas de la enfermedad tales como: actividad econdmica,
tipo de vivienda, barrios, condiciones sanitarias y presencia de animales callejeros como el
perro, que se convierten en reservorios como ha sido documentado en otros paises como

Argentina y Brasil (70).

La presencia de vectores hematofagos, animales reservorios, la devastacion y
destruccidn de hébitat propician el desplazamientos de las personas y sus mascotas
fomentando crecimiento de asentamientos sub urbanos, convirtiendo los animales en blanco
de enfermedades emergentes y reemergente debido al caracter antropozoonotico de la
leishmaniasis Por tal motivo, este estudio present6 una asociacion significativa para la

presentacion de casos con un valor de 0,024 (p<0,05) para la variable viajes.

La realizacion de la encuesta epidemioldgica, durante el diagnostico de los animales
muestreados indag6 sobre la presencia de otros animales. Por lo tanto, el analisis estadistico
mostré una significancia del 0,003 (p<0,05), debido a que también otros organismos
pueden ser hospederos ocasionales como lo reportado para animales domésticos y silvestres
como el gato, caballos, zarigiieyas y conejos, donde el promatigote a través de su flagelo
migra desde los diferentes 6rganos destruyendo todo tipo de tejidos del hospedero, al igual

que en los reservorios accidentales y/o definitivos (72).

Los animales positivos encontrados poseian la eco epidemiologia concurrente para
la presentacion de la enfermedad, tales como: estar en regiones de bosque seco tropical
similares a otras presentadas en el &mbito nacional, donde se han presentado brotes de
importancia en salud publica (73) un tipo de plaga y vector mas frecuente de la
leishmaniasis es Lutzomia longigalpis, que ha sido asociado como principal transmisor. L
infantum (74). En este estudio los valores de Ji cuadrado obtenidos para la variable plagas,
evidencio una significancia estadistica del 0,004 (p<0,05) con la presentacion de casos de
Leishmania spp., por lo que pueden existir otros vectores para la transmision de

leishmaniasis, ya que existen 93 vectores confirmados del parasito en diferentes paises,
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siendo el transmisor de la enfermedad casi siempre las hembras hemat6fagas que inoculan

el parésito al reservorio y salen en épocas de baja pluviosidad (75).

Basado en la prevalencia encontrada, los hallazgos clinicos, histopatologicos de los
casos positivos a Leishmania spp. y pruebas de diagnostico moelcular realizadas en este
estudio, se puede determinar que la leishmaniasis es una enfermedad prevalente, en la que
los 6rganos mayormente afectados son la piel, rifién y pulmon que denota la presentacion

de la Leishmanisis cutanea, mucosa y visceral en la poblacion canina (76).

Eco epidemioldgicamente los factores de riesgo, mas predisponentes que
caracterizan la presentacion de la enfermedad son la presencia de plagas y otros animales,
que requieren atencién por parte de los entes territoriales de salud para el mejoramiento de
las condiciones sanitarias de la poblacion y poder disminuir la presentacion de casos en las

regiones donde esta enfermedad es reemergente.
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8 CONCLUSIONES

La prevalencia de Leishmania spp, en los caninos muestreados fue del 12% (19/155)

sobre la prevalencia antes reportada para la enfermedad.

De los 155 caninos muestreados por serologia 19 resultaron positivos mediante la
técnica Kalazar detect, 2 positivos por histopatologia y 3 confirmados por técnicas de
PCR.

En los tejidos analizados, dermis, higado, corazén, pulmén, rifion e intestino, los
hallazgos histopatoldgicos mas caracteristicos de los tejidos afectados es la presencia
de células plasmaticas, necrosis del tejido y formacion de granulomas que revela la
accion del parasito sobre el tejido y la respuesta inflamatoria e infecciosa a la
Leishmania spp.

Se confirmaron 3 casos positivos a Leishmania spp. mediante técnicas de PCR en

muestras de tejidos caninos.

Para medir el nivel de asociacién de las diferentes técnicas diagnostico de
leishmaniasis se indagd por la sensibilidad y especificidad de las tres pruebas
demostrando una alta especificidad a las técnicas moleculares frente a la técnica
histopatoldgica y seroldgicas para la deteccion de casos de Leishmania spp.

Encontrando una concordancia o asociacion entre las diferentes técnicas.

Los factores de riesgos eco epidemiologico para la presentacion de casos de
leishmaniasis en este estudio segun la prueba de Ji cuadrado y determinacion de OR

para las variables fue la presencia de otros animales y plagas.
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RECOMENDACIONES

Establecer periodos fijos en los planes de salud, que permitan monitorear
permanentemente el flujo de Leishmania spp. En la poblacién humana y canina de
procedencia callejera para prevenir la inminente leishmaniasis (enfermedad reemergente)

peri domiciliaria.

Revisar planes sanitarios y proporcionar mayor cobertura por parte de las entidades
prestadoras de salud frente a la presencia de plagas, manejo de animales callejeros, manejo
de aguas residuales en poblaciones en condiciones suburbanas con factores de riesgos

atenuantes de la presentacidn de casos positivos en humanos y caninos.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1. Encuesta eco-epidemioldgica

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO Y MOLERCULAR DE LEISHMANIASIS EN

CANINOS EN HUILAY TOLIMA
Materiales
Volantes informativos

DATOS Direccion:

NUmero de personas. ¢Existen

personas enfermas?
Signos agudos a crénicos
Estadios Febriles

Presentan algun tipo de lesién

ulcerosa
Ubicacion de lesion
Tienes bordes definidos Si 0 No
Tamario
¢Signos Gastricos?
Diarreas inespecificas
Hemorragias

Tiempo de presentacion de los

sintomas

Actividad econdmica familiar: Tipo

de vivienda / Materiales

Personas

Bareque _ Concreto_

Guadua___ Tabla_

Disposicion de excretas y basuras:

Recoleccion programadas relleno

municipal

Acopio improvisado
Entierro.
Tiempo almacenamiento de basuras

Presencia de plantas

intradomiciliarias

¢Qué plantas?

¢ Cultivos cerca?

Platano

¢ Qué mas?

Cercania a quebradas o cafios
Si, ¢cudl?

Presencia de animales. ¢Cuales?



Inventario de animales domésticos
(perros y caballos) y silvestres existentes en

la zona que puedan ser reservorios
Presencia de plagas.
Presencia extra y peri domicilio

Mosquitos. Horarios de mayor

presencia
Ha observado ratas o zariglieyas
Fecha de ltima fumigacién

Reconoce este insecto

NUmero de caninos:

Sexo Edad Tiempo de
permanencia Lugar de
permanencia Raza de
caninos

Nota: Realizar seguimiento los
perros, caballos y otros animales que puedan
presentar lesiones cutineas sospechosas en

las que se pueda identificar el parésito.
Examen Clinico Animal

Evaluacion general y condicion

corporal

1 = delgado 2 = bajo de

peso
3 =ideal 4-5 = sobrepeso

Dieta:

56

Presencia de signos anormales

¢tiempo de presentacion?
Ulceras cutaneas

Onicogrifosis o hipertrofia de las

ufas
Areas depiladas o alopécicas
Prurito
Lesiones eritematosas
Problemas gastricos.
Linfadenitis
Hepatomegalias
Antecedentes hemorragicos
Otros

Estado sanitario —Colocar la
informacién relevante en cualquiera de estos

aspectos
Desparasitacion
Dieta
Tratamiento previo
Historia de vacunacion:

Desplazamientos en los Gltimos 6

meses — 1 afio

Observaciones
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10.2 Anexo 2. Consentimiento informado
GRUPO DE INVESTIGACION
INVESTIGACION:

Titulo: CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA, MOLECULAR DE
LEISHMANIASIS SPP. EN CANINOS DE TOLIMA'Y HUILA

Ciudad y fecha: Yo,

con CC una vez informado

sobre los propésitos, objetivos, procedimientos de intervencion y evaluacion que se
Ilevaran a cabo en esta investigacion y los posibles riesgos que se puedan generar de ella,

autorizo a , estudiante de la Universidad Autbnoma

de Manizales, para la realizacion de las siguientes procedimientos:

1. Realizacion de Necropsia

2. Toma de muestras de érganos blanco para histopatologia e identificacion

molecular

Adicionalmente se me informo que:

Mi participacion y la de mi perro en esta investigacion son completamente libre,

voluntaria y estamos en libertad de retirarnos de ella en cualquier momento.

No recibiré beneficio personal de ninguna clase por la participacién en este proyecto
de investigacion. Sin embargo, se espera que los resultados obtenidos permitirdn mejorar
los procesos de evaluacion de pacientes humanos y caninos con condiciones clinicas

similares a las mias y las de mi mascota.

Toda la informacion obtenida y los resultados de la investigacion seran tratados

confidencialmente. Esta informacion sera archivada en papel y medio electrénico. El
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archivo del estudio se guardaré en la Universidad Autonoma de Manizales y del Tolima
bajo la responsabilidad de los investigadores.

Puesto que toda la informacion en este proyecto de investigacion es llevada al
anonimato, los resultados no pueden estar disponibles para terceras personas como
empleadores, organizaciones gubernamentales, compariias de seguros u otras instituciones
educativas. Esto también se aplica a mi conyuge, a otros miembros de mi familia y a mis

médicos.

Acepto y autorizo que se tomen muestran del animal y en caso de que la prueba
resulte positiva, sea entregado a la autorizacion sanitaria competente para que sea realice la
eutanasia bajo todas las condiciones de bienestar animal para la toma de drganos blancos

sin recibir pago alguno como propietario del animal.

Hago constar que el presente documento ha sido leido y entendido por mi en su

integridad de manera libre y espontanea. HU

ELLA

Firma Documento de identidad No.

Huella indice derecho:
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ERS
ON
AS VI AS | LA | UEB NI LA IA | AN IST D ERO
ANIN IGN EX | COR
ENF | EN UR | NT | RAD | MA | GA JE| ID | OLO | A LO
(0] oS (e} POR
ER DA | AS | AS AS LES S S | AD | GIA | D AL GIA
MA
S
ABRA
DOR
B RES | RES | RES RES OSlI
AB AC | ORM
(0] (0] | | EN EN EN (0] (0] ENCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA | CIA A (0]
Caso
5)
ARZA
N AR RES | RES | RES RES AC MAC | OslI
(0] EQ (0] | | EN EN EN (0] (0] ENCI HO IACI TIV
Caso UE CIA | CIA | CIA A ON (0]
1)
ABRA
DOR
c RES | RES | RES USE OSlI
AB AC | ORM
(0] (@] | | EN EN EN (0] (0] NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA | CIA A (0]
Caso
6)
UA RES | RES | RES USE osl
UAM AC | ORM
O- (0] DU (@] | (@] EN EN EN (0] | NCI TIV
HO AL
TOLI A CIA | CIA | CIA A 0
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MA
NIAS
ON RES | RES | RES USE osl
AC | ORM
CRE EN | EN | EN NCI TIV
Caso HO | AL
TO CIA | CIA | CIA A o)
9)
EX
UA RES | RES | USE USE osl
AC | ORM
DU EN | EN | NCI NCI o | AL TIV
Caso A clA | claA | A A 0
7)
IRAD
OR RES | RES | USE USE osl
AB AC | ORM
EN | EN | NCI NCI TIV
LA HO | AL
Caso CIA|[CIA| A A o)
10)
ON USE | RES | USE USE EGA
LUTO AC | ORM
CRE NCI | EN | NCI NCI TIV
N HO | AL
TO A | CIA| A A o)
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
EUS EN | EN | NCI NCI TIV
LA HO | AL
CIA [ CIA| A A o)
ON USE | USE | RES USE EGA
AC | ORM
UCAS CRE NCI | NCI | EN NCI TIV
HO | AL
TO A A | cla A o)
ASAN ON RES | USE | USE USE EM | ORM | Ega
DRA CRE EN | NCI | NCI NCI BR | AL | TIv
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TO CIA A A A A ]
ON USE | USE | RES USE EGA
ITBU AC | ORM
CRE NCI | NCI | EN NCI TIV
LL HO AL
TO A A CIA A o
RES | RES | RES USE EM EGA
AB ORM
UNA EN EN EN NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA | CIA A A 0]
ON USE | USE | RES USE AC MAC | EGA
oBY CRE NCI | NCI | EN NCI HO IACI | TIV
TO A A CIA A ON 0]
RES | RES | RES USE EM EGA
AB ORM
INA EN EN EN NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA | CIA A A o}
UA RES | RES | RES USE EM | MAC | EGA
ULGO
A DU EN EN EN NCI BR | IACI | TIV
A CIA | CIA | CIA A A ON o}
ON USE | USE | RES USE EGA
AC | ORM
CcoT CRE NCI | NCI | EN NCI TIV
HO AL
TO A A CIA A 0]
ON RES | USE | RES USE EM EGA
ACH ORM
CRE EN | NCI | EN NCI BR TIV
A AL
TO CIA A CIA A A O
ON RES | USE | RES USE EGA
ACH AC | ORM
CRE EN | NCI | EN NCI TIV
o} HO AL
TO CIA A CIA A O
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ON USE | USE | RES USE EM EGA
ACH ORM
CRE NCI | NCI | EN NCI BR TIV
A AL
TO A A CIA A A ]
RES | RES | USE USE EGA
RONC AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
o} LA HO AL
CIA | CIA A A o
USE | USE | RES USE EM EGA
ICHE AB ORM
NCI | NCI | EN NCI BR TIV
LLE LA AL
A A CIA A A 0]
UA USE | RES | RES USE EM ORM EGA
ATI DU NCI | EN EN NCI BR AL TIV
A A CIA | CIA A A 0]
RES | RES | USE USE EM EGA
AB ORM
usy EN EN | NCI NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA A A A o}
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
INO EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A O
ON USE | USE | RES USE EM ORM EGA
ONY CRE NCI | NCI | EN NCI BR AL TIV
TO A A CIA A A o
ON USE | USE | RES USE EGA
AC | ORM
OEL CRE NCI | NCI | EN NCI TIV
HO AL
TO A A CIA A O
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USE | RES | RES USE EM EGA
AB ORM
EGRA NCI | EN EN NCI BR TIV
LA AL
A CIA | CIA A A ]
RES | RES | USE USE EM EGA
HIQU AB ORM
EN EN | NCI NCI BR TIV
| LA AL
CIA | CIA A A A o
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
IMON EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A 0]
ON USE | USE | RES USE EM EGA
UNEC ORM
CRE NCI | NCI | EN NCI BR TIV
A AL
TO A A CIA A A 0]
ON USE | USE | RES USE EM ORM EGA
ALU CRE NCI | NCI | EN NCI BR AL TIV
TO A A CIA A A o}
ON USE | USE | RES USE EGA
AC | ORM
ATEO CRE NCI | NCI | EN NCI TIV
HO AL
TO A A CIA A O
ON RES | USE | RES USE EGA
SCOB AC | ORM
CRE EN | NCI | EN NCI TIV
Y HO AL
TO CIA A CIA A o
RES | USE | RES USE EM EGA
AB ORM
INA EN | NCI | EN NCI BR TIV
LA AL
CIA A CIA A A O
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ELUS AR USE | USE | RES USE EM | MAC | EGA
A EQ NCI | NCI | EN NCI BR | IACI | TIV
UE A A CIA A A ON ]
RES | RES | RES USE EM | MAC | EGA
ECHA AB
EN EN EN NCI BR | IACI | TIV
S LA
CIA | CIA | CIA A A ON o
USE | USE | RES USE EM EGA
AB ORM
ARA NCI | NCI | EN NCI BR TIV
LA AL
A A CIA A A 0]
USE | USE | USE USE MAC | EGA
AB AC
ACO NCI | NCI | NCI NCI IACI | TIV
LA HO
A A A A ON 0]
USE | USE | USE USE EM | MAC | EGA
OSAL AB
NCI | NCI | NCI NCI BR | IACI | TIV
BA LA
A A A A A ON o}
RES | RES | RES USE EM EGA
NAK AB ORM
EN EN EN NCI BR TIV
Y LA AL
CIA | CIA | CIA A A O
USE | RES | USE USE MAC | EGA
AISE AB AC
NCI | EN | NCI NCI IACI | TIV
R LA HO
A CIA A A ON o
ON RES | RES | USE USE EM | MAC | EGA
NA CRE EN EN | NCI NCI BR | IACI | TIV
TO CIA | CIA A A A ON O
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ON USE | RES | USE USE MAC | EGA
IRUL AC
CRE NCI | EN | NCI NCI IACI | TIV
AIS HO
TO A CIA A A ON ]
RES | USE | USE USE MAC | EGA
ROSK AB AC
EN | NCI | NCI NCI IACI | TIV
Y LA HO
CIA A A A ON o
ON USE | USE | RES USE EM | MAC | EGA
UNA CRE NCI | NCI | EN NCI BR | IACI | TIV
TO A A CIA A A ON 0]
ON RES | RES | RES USE EGA
AC | ORM
oBY CRE EN EN EN NCI TIV
HO AL
TO CIA | CIA | CIA A 0]
HILIN ON RES | RES | RES USE EM ORM EGA
DRIN CRE EN EN EN NCI BR AL TIV
A TO CIA | CIA | CIA A A o}
RES | USE | USE USE EGA
HOM AB AC | ORM
EN | NCI | NCI NCI TIV
AS LA HO AL
CIA A A A O
ON RES | USE | USE USE EM EGA
ANC ORM
CRE EN | NCI | NCI NCI BR TIV
HAS AL
TO CIA A A A A o
ON RES | USE | RES USE EGA
AC | ORM
ATU CRE EN | NCI | EN NCI TIV
HO AL
TO CIA A CIA A O
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RES | USE | USE USE EGA
HALL AB AC | ORM
EN NCI | NCI NCI TIV
0 LA HO AL
CIA A A A 0]
ON RES | USE | RES USE EGA
ASTI AC | ORM
CRE EN NCI EN NCI TIV
AN HO AL
TO CIA A CIA A 0]
RES | RES | USE USE EM | MAC | EGA
UINC AB
EN EN NCI NCI BR | IACI TIV
HA LA
CIA | CIA A A A ON (0]
ON RES | USE | RES USE EM ORM EGA
RIDA CRE EN NCI EN NCI BR AL TIV
TO CIA A CIA A A (0]
ON RES | USE | USE USE EM EGA
STRE ORM
CRE EN NCI | NCI NCI BR TIV
LLA AL
TO CIA A A A A 0]
ON USE | USE | USE USE EM EGA
ACH ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
A AL
TO A A A A A 0]
RES | USE | RES USE EGA
AB AC | ORM
OBY EN NCI EN NCI TIV
LA HO AL
CIA A CIA A 0]
ITI
ON RES | RES | RES USE EM OSlI
ORM
CRE EN EN EN NCI BR TIV
Caso AL
TO CIA | CIA | CIA A A (0]

8)
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USE | USE | USE USE EM EGA
AB ORM
ASHA NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
LA AL
A A A A A ]
USE | USE | USE USE EGA
AB AC | ORM
EPO NCI | NCI | NCI NCI TIV
LA HO AL
A A A A o
AR RES | USE | RES USE EGA
ARTI AC | ORM
EQ EN | NCI | EN NCI TIV
N HO AL
UE CIA A CIA A 0]
RES | RES | RES USE MAC | EGA
AB AC
INO1 EN EN EN NCI IACI | TIV
LA HO
CIA | CIA | CIA A ON 0]
ON RES | USE | RES USE EGA
ZABA AC | ORM
CRE EN | NCI | EN NCI TIV
CHE HO AL
TO CIA A CIA A o}
RES | RES | RES USE EGA
AB AC | ORM
OTAS EN EN EN NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA | CIA A O
ON RES | RES | USE USE EGA
OBIA AC | ORM
CRE EN EN | NCI NCI TIV
S HO AL
TO CIA | CIA A A o
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
INO2 EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A O
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UA RES | RES | RES USE EGA
AMB AC | ORM
DU EN | EN | EN NCI TIV
o) HO | AL
A CIA | CIA | CIA A o)
UA RES | RES | USE USE EM oRM EGA
usy DU EN | EN | NCI NCI BR AL TIV
A CIA|[CIA| A A A o)
UA RES | RES | USE USE EM oRM EGA
LOR DU EN | EN | NCI NCI BR AL TIV
A CIA|[CIA| A A A o)
UA RES | RES | RES USE EM EGA
UANI BES
DU EN | EN | EN NCI BR TIV
TA o)
A CIA | CIA | CIA A A o)
OCK
Y ON RES | USE | RES USE osl
AC | ORM
CRE EN | NCI | EN NCI TIV
HO | AL
Caso TO CIA| A | CIA A o)
4)
ON USE | USE | USE USE EGA
AC | ORM
ART CRE NCI | NCI | NCI NCI TIV
HO | AL
TO A A A A o)
A RES | RES | RES USE EM | MAC | EGA
INO A EN | EN | EN NCI BR | IACI | TIV
CIA | CIA | CIA A A | ON o)
UNEC AB RES | RES | USE USE EM | ORM | og)
A LA EN | EN | NCI NCI BR | AL | TIv
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CIA | CIA A A A ]
RES | RES | USE USE EM EGA
AB ORM
IARA EN EN | NCI NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA A A A o
UA RES | RES | USE USE EGA
AC | ORM
ONY DU EN EN | NCI NCI TIV
HO AL
A CIA | CIA A A 0]
UA RES | RES | RES USE EM ORM EGA
ODA DU EN EN EN NCI BR AL TIV
A CIA | CIA | CIA A A 0]
ON RES | USE | RES USE EM ORM EGA
LACA CRE EN | NCI | EN NCI BR AL TIV
TO CIA A CIA A A o}
ON USE | USE | USE USE EGA
ACOB AC | ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI TIV
O HO AL
TO A A A A o}
LANC RES | RES | RES USE EM EGA
AB ORM
ANIE EN EN EN NCI BR TIV
LA AL
VES CIA | CIA | CIA A A 0]
UA RES | USE | RES USE EM EGA
HOLU ORM
DU EN | NCI | EN NCI BR TIV
PA AL
A CIA A CIA A A O
USE | USE | RES USE EGA
AB AC | ORM
COBY NCI | NCI | EN NCI TIV
LA HO AL
A A CIA A O
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USE | USE | RES USE EM EGA
AB ORM
IRA NCI | NCI | EN NCI BR TIV
LA AL
A A CIA A A ]
USE | USE | USE USE EM EGA
AND AB ORM
NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
Y LA AL
A A A A A o
RES | RES | RES USE EM EGA
AB ORM
UNA EN EN EN NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA | CIA A A 0]
UA RES | USE | RES USE EGA
AC | ORM
INKY DU EN | NCI | EN NCI TIV
HO AL
A CIA A CIA A 0]
USE | USE | RES USE EGA
AB AC | ORM
OoBY NCI | NCI | EN NCI TIV
LA HO AL
A A CIA A o}
USE | USE | RES USE EGA
AMO AB AC | ORM
NCI | NCI | EN NCI TIV
N LA HO AL
A A CIA A O
USE | USE | USE USE EGA
AB AC | ORM
EO NCI | NCI | NCI NCI TIV
LA HO AL
A A A A o
RES | RES | RES USE EGA
AB AC | ORM
0OCO EN EN EN NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA | CIA A O
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UA RES | USE | RES USE EGA
AC | ORM
ATEO DU EN | NCI | EN NCI TIV
HO AL
A CIA A CIA A ]
USE | USE | RES USE EGA
UCK AB AC | ORM
NCI | NCI | EN NCI TIV
Y LA HO AL
A A CIA A o
USE | USE | RES USE EM EGA
AMA AB ORM
NCI | NCI | EN NCI BR TIV
NTA LA AL
A A CIA A A 0]
USE | USE | USE USE EGA
HUK AB AC | ORM
NCI | NCI | NCI NCI TIV
Y LA HO AL
A A A A 0]
USE | USE | RES USE EM EGA
RINC AB ORM
NCI | NCI | EN NCI BR TIV
ESA LA AL
A A CIA A A o}
RES | RES | RES USE EM EGA
AB ORM
ASSIE EN EN EN NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA | CIA A A O
UA RES | USE | RES USE EGA
HEST AC | ORM
DU EN | NCI | EN NCI TIV
ER HO AL
A CIA A CIA A o
USE | USE | RES USE EGA
HAD AB AC | ORM
NCI | NCI | EN NCI TIV
O LA HO AL
A A CIA A O




72

USE | USE | RES USE EM EGA
NAST AB ORM
NCI | NCI | EN NCI BR TIV
ASIA LA AL
A A CIA A A ]
USE | USE | USE USE EGA
IMBO AB AC | ORM
NCI | NCI | NCI NCI TIV
L LA HO AL
A A A A o
RES | USE | RES USE EGA
AYSO AB AC | ORM
EN | NCI | EN NCI TIV
N LA HO AL
CIA A CIA A 0]
ON RES | RES | USE USE EGA
AC | ORM
INKY CRE EN EN | NCI NCI TIV
HO AL
TO CIA | CIA A A 0]
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
ISKY EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A o}
UA RES | RES | USE USE EGA
AC | ORM
ENYI DU EN EN | NCI NCI TIV
HO AL
A CIA | CIA A A O
RES | RES | USE USE EM EGA
AB ORM
OTTA EN EN | NCI NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA A A A o
RES | RES | USE USE EGA
EGAL AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
O LA HO AL
CIA | CIA A A O
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RES | RES | RES USE EGA
AB AC | ORM
UCAS EN EN EN NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA | CIA A ]
UA RES | RES | USE USE EM ORM EGA
OTTA DU EN EN | NCI NCI BR AL TIV
A CIA | CIA A A A o
RES | RES | USE USE EGA
AMB AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
0] LA HO AL
CIA | CIA A A 0]
RES | RES | USE USE EM EGA
ENIZ AB ORM
EN EN | NCI NCI BR TIV
A LA AL
CIA | CIA A A A 0]
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
NIX EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A o}
RES | RES | RES USE EGA
AB AC | ORM
ONA EN EN EN NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA | CIA A O
ON USE | USE | USE USE EM EGA
ACH ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
A AL
TO A A A A A o
RES | RES | USE USE EGA
ONG AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
A LA HO AL
CIA | CIA A A O
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ON USE | USE | USE USE EM ORM EGA
ICKY CRE NCI | NCI | NCI NCI BR AL TIV
TO A A A A A ]
RES | RES | RES USE EGA
ARZA AB AC | ORM
EN EN EN NCI TIV
N LA HO AL
CIA | CIA | CIA A o
ON USE | USE | USE USE EM EGA
URQ ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
UESA AL
TO A A A A A 0]
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
ATEO EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A 0]
ON USE | USE | USE USE EM ORM EGA
ATHY CRE NCI | NCI | NCI NCI BR AL TIV
TO A A A A A o}
ON USE | USE | USE USE EGA
RUN AC | ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI TIV
O HO AL
TO A A A A O
ON USE | USE | USE USE EM EGA
ARIP ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
OSA AL
TO A A A A A o
USE | RES | USE USE EGA
UNEC AB AC | ORM
NCI | EN | NCI NCI TIV
O LA HO AL
A CIA A A O
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RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
ERON EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A ]
RES | RES | USE USE EGA
AB AC | ORM
UPE EN EN | NCI NCI TIV
LA HO AL
CIA | CIA A A o
RES | RES | USE USE EGA
ANC AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
HAS LA HO AL
CIA | CIA A A 0]
UA RES | RES | USE USE EM EGA
ATAS ORM
DU EN EN | NCI NCI BR TIV
HA AL
A CIA | CIA A A A 0]
RES | RES | USE USE EGA
HOM AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
AS LA HO AL
CIA | CIA A A o}
RES | RES | USE USE EGA
HIST AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
ER LA HO AL
CIA | CIA A A O
RES | RES | RES USE EM EGA
UPIT AB ORM
EN EN EN NCI BR TIV
A LA AL
CIA | CIA | CIA A A o
RES | RES | RES USE OSlI
AB AC | BES
0oG EN EN EN NCI TIV
LA HO 0]
CIA | CIA | CIA A O
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RES | RES | RES USE EM | MAC | EGA
ARIP AB
EN EN EN NCI BR | IACI | TIV
OSA LA
CIA | CIA | CIA A A ON ]
RES | RES | RES USE EGA
RINCI AB AC | ORM
EN EN EN NCI TIV
PE LA HO AL
CIA | CIA | CIA A o
RES | RES | USE USE EM EGA
AB ORM
1A EN EN | NCI NCI BR TIV
LA AL
CIA | CIA A A A 0]
RES | RES | USE USE EM EGA
USIT AB ORM
EN EN | NCI NCI BR TIV
A LA AL
CIA | CIA A A A 0]
RES | RES | RES USE MAC | EGA
AB AC
ICAS EN EN EN NCI IACI | TIV
LA HO
CIA | CIA | CIA A ON o}
RES | RES | RES USE EGA
ROSK AB AC | ORM
EN EN EN NCI TIV
Y LA HO AL
CIA | CIA | CIA A O
UA RES | USE | RES USE EM EGA
ONAL ORM
DU EN | NCI | EN NCI BR TIV
UNA AL
A CIA A CIA A A o
USE | USE | RES USE EM EGA
AB ORM
IEJA NCI | NCI | EN NCI BR TIV
LA AL
A A CIA A A O
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USE | USE | RES USE EGA
AB AC | ORM
ERRY NCI | NCI | EN NCI TIV
LA HO AL
A A CIA A ]
USE | USE | USE USE EM EGA
ANEL AB ORM
NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
A LA AL
A A A A A o
UA RES | USE | USE USE EM ORM EGA
ANIA DU EN | NCI | NCI NCI BR AL TIV
A CIA A A A A 0]
ON USE | USE | USE USE EGA
OLIA AC | ORM
CRE NCI | NCI | NCI NCI TIV
T HO AL
TO A A A A 0]
USE | USE | USE USE EM EGA
AB ORM
AZY NCI | NCI | NCI NCI BR TIV
LA AL
A A A A A o}
RES | RES | RES USE MAC | OSI
ITLE AB AC
EN EN EN NCI IACI | TIV
R LA HO
CIA | CIA | CIA A ON O
RES | RES | RES USE (ON]|
ANG AB AC | ORM
EN EN EN NCI TIV
O LA HO AL
CIA | CIA | CIA A o
RES | RES | USE USE OSlI
ISKY AB AC | ORM
EN EN | NCI NCI TIV
2 LA HO AL
CIA | CIA A A O




78

RES | RES | USE USE EM EGA
AB ORM
ICHY EN | EN | NCI NCI BR TIV
LA AL
CIA|CIA | A A A o)
RES | RES | USE USE EM EGA
AB ORM
OLA EN | EN | NCI NCI BR TIV
LA AL
CIA|CIA| A A A o)
RES | RES | USE USE EGA
HIQU AB AC | ORM
EN | EN | NCI NCI TIV
ITIN LA HO | AL
CIA|CIA| A A o)
VATA
R ON RES | RES | RES USE osl
AC | ORM
CRE EN | EN | EN NCI TIV
HO | AL
Caso TO CIA | CIA | CIA A o)
2)
AR RES | USE | USE USE EM | e | O
EBE EQ EN | NCI | NCI NCI BR| | TV
UE CA| A | A A A o)
AR USE | USE | USE USE osl
AC | ORM
RCA EQ NCI | NCI | NCI NCI TIV
HO | AL
UE Al A | A A o)
RUN
0 ON RES | RES | RES USE osl
AC | ORM
CRE EN | EN | EN NCI TIV
HO | AL
Caso TO CIA | CIA | CIA A o)

3)
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ARBO
NERO
CAIF
AS

Caso
11)

UA

(0] EN

RES

CIA

RES
EN
CIA

RES
EN
CIA

USE
| NCI

AC
HO

ORM
AL

OSlI
TIV

10.4 Anexo 4. Extraccion del DNA a partir de muestras embebidas en parafina

Concentracion de ADN vy verificacion de calidad basado en absorbancia a A260 nanémetros

Cuantificacion

Cadigo A260 A260 260/280

N1ABaUT 96,6 ng/uL 1,932 1,64
N1BCoUT 28,4 ng/uL 0,543 1,59
N1CHIiUT 7,9 ng/uL 0,157 1,93
N1DInUT 27,6 ng/uL 0,552 1,74
N1ENIUT 28,7 ng/uL 0,599 1,66
N1FPaUT 43,9 ng/uL 0,871 1,71
N1GPiUT 10,2 ng/uL 0,192 1,74
N1HPuUT 33,2 ng/uL 0,664 1,61
N1IRIUT 9,6 ng/uL 0,191 1,63
N2AINUT 38,3 ng/UI 0,766 1,62
N2BPuUT 11,4 ng/uL 0,229 1,76
N2CRiUT 21 ng/uL 0,419 1,61
N2DB1UT 39 ng/uL 0,762 1,47
N2EB2UT 45,2 ng/uL 0,912 1,62
N2FB3UT 20,6 ng/uL 0,412 1,54
N3ABaUT 7,8 ng/uL 0,157 1,46
N3BInUT 13,1 ng/uL 0,261 1,55
N3CPiUT 19,6 ng/uL 0,392 1,66
N4AEnUT 25,8 ng/uL 0,517 1,82
N4BInUT 36 ng/uL 0,719 1,61
N4CPaUT 21,6 ng/uL 0,42 1,58
N4DPiUT 12,1 ng/uL 0,242 2,07
N4EPUUT 44 ng/uL 0,881 1,61
N4FRIUT 38,3 ng/uL 0,766 1,62
N5AINUT 24,9 ng/uL 0,491 1,74




N5BPuUT
N6AB1UT
N6BB2UT
N7AHIUT
N7BDerUT
N7CBauT
N7DInUT
N7ETonUT
N7FPuUT
N7GRIUT
N7HPuUUT
N7IPuUT
N8AGaUT
N8BRIiUT
N8CNoUT
N8DCoUT
NSEPuUUT
N8FRIUT
N8GRIUT
N8HPaUT
N8IBaUT
N8JYeUT
NSKCIiUT
NSLTrUT
N8MCoUT

91,8 ng/uL
14,3 ng/uL
26,6 ng/uL
14,5 ng/uL
3,7 ng/uL
12,4 ng/uL
6,1 ng/uL
14,6 ng/uL
19,6 ng/uL
15,5 ng/uL
15,5 ng/uL
9,9 ng/uL
34 ng/uL
37,8 ng/uL
14,1 ng/uL
9,6 ng/uL
60,5 ng/uL
40,5 ng/uL
40,2 ng/uL
30 ng/uL
41,2 ng/uL
34,8 ng/uL
44,7 ng/uL
7 ng/uL
10,7 ng/uL

1,836
0,286
0,538
0,29
0,073
0,248
0,123
0,296
0,392
0,31
0,31
0,203
0,687
0,772
0,358
0,192
1,194
0,811
0,807
0,618
0,91
0,765
0,9
0,14
0,24

1,82
1,83
1,57
1,61
1,45
1,64
1,43
1,52
1,51
1,62
1,45
1,49
1,83
1,84
1,74

1,6
1,86
1,22
1,75
1,83
1,64

1,7
1,78

1,4
1,51

Pruebas realizadas por el centro nacional de secuenciacion genomica de la
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Universidad de Antioquia para lograr la deteccion molecular de Leishmania spp., a partir de

tejido embebido en parafina.



10.5 Anexo 5. Calculo Kappa

[1] Concordanda entre dos observadores:

Datos:
Nwvel de confianza: 95,0%
Nimero de categors: 2
Tpo de ponderacion: No ponderar
Resultados:
Acuerdo observado: 0,7273
Acuerdo esperado: 0,6446

*EE: error estandar

Kappa minimo: -0,1579
Kappa méximo: 0,4923

Acuerdo observado: 0,7273
Acuerdo esperado: 0,6446

*EE: error estandar

Kappa minimo: -0,1579
Kappa méximo: 0,4923

81



82

10.6 Anexo 6 Comunicados de aceptacion seminario nacional e internacional.

ENICIP 2017

Cordial saludo,

Es un agrado para nosotros informarle que su trabajo “Diagnostico serologico e
histopatologico de Leishmania spp. en caninos en regiones endemicas del Tolima
y Huila” fue aceptado para la presentacion en el XIV Encuentro Nacional y VII
Internacional de Investigadores de las Ciencias Pecuarias a realizarse en el mes
de noviembre del presente ano. Estar pendiente en la pagina del evento para el
proceso de pago.

Juan Carlos Carmona Agudelo
Coordinador Comité Cientifico y Evaluador ENICIP 2017



Sociedad Espafiola de Epidemiologia (SEE) y del X111 Congresso da Associacao
Portuguesa de Epidemiologia 2018.

Xl Cengresis

ta Aciacinghn PERIIIIJI!I da Eplduralaiogin Tl]- l:‘r B =] H
Setembro OBk ke

2 0 -'8 ERIDEHICLOGIA

Yenny Paoka Picin-Bonilla
Ceagrodex del Huila 5.A.
Meiva-Huila

Colombia

Lishog, 09 de julic de 2018

Estimadofa Yenny Pacla Picon-Benilla,

En nombre del Comité Cientifico de la XXXVI Reunidn Anual de la Sociedad Espafiola de Epidemiologia [SEE) y del
Xl Congresso da Associagio Portuguesa de Epidemiologia (APE), que tendra lugar en la Universidade Nova Lisboa
{Espana), los dias 12 al 14 de septiembre de 2018, le informamos que su trabajo:

1168 - Diagnastico seroldgico e histc o
Huila, 2016

b

gico de L ia spp. en caninos en regiones endémicas del Tolima y

CUYOS AULDres 5on:
YP. Picdn-Bonilla, VE. Rodriguez Gutiérrez, DA. Urrea, N. Verjan Garcia, JA. Cuellar Gil
ha sido aceptado para su presentacion como poster electronico con defensa en esta Reunion.

Creemos que su particular experiencia puede ser especialmente enriquecedora, por este motivo, tenemos el placer
de invitarle oficialmente a participar en este importante evento.

Le envio la presente carta de invitacion oficial para que pueda realizar los tramites pertinentes y venir a Lisboa.

Esta invitacidn no cubre el coste de su inscripcidn o cualquier otro tipo de apoyo econdmico. Por favor, si desea mas
informacidn no dude en visitar la pdgina web del congresa: www . reunionanualsee_org

Esperando poder contar con su participacion y quedando a su disposicion para cualguier consulta al respecto,
aprovechames la ocasion para saludarle atentamente.

flaa & janyned” D
Silvia De Sanjosé
Presidenta del Comité Cientifico

VWAL Telnionanual see.ary
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