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INTRODUCCION

La Erliquiosis monocitica canina (EMC) o Pancitopenia tropical canina es
una enfermedad zoonodtica (Pérez. 1996) transmitida la garrapata
Rhipicephalus sanguineus que tiene distribucion mundial y es causada por la
proteobacteria gram negativa quien es un parasito intracelular obligado de los
monocitos Ehrlichia canis (Green, 1998). La enfermedad fue descrita por
primera vez en Argelia en 1935 por Donatien y Lestoquard, desde entonces ha
sido reconocida mundialmente como causante de enfermedad de importancia
en la familia de los canideos (Green 2006). Se caracteriza por desarrollarse en
tres fases denominadas aguda, subclinica y crénica, en cada una suceden
diferentes eventos que resultan en un rango amplio de manifestaciones clinicas,
gue pueden ir desde una enfermedad clinicamente inaparente hasta provocar
un padecimiento fatal (Preziosi y Cohn, 2002). Para su diagnostico se han
utilizado diferentes métodos, como la inmunofluorescencia directa (IFA),
inmunoabsorbencia unida a enzimas (ELISA), y recientemente el uso de la
biologia molecular como herramienta especifica para su deteccion (Harrus et
al., 1997). Esta bacteria es susceptible a antibiéticos como tetraciclinas y sus
derivados sintéticos doxiciclina y minociclina entre otros, por lo que es posible
la eliminacién de la bacteria del organismo infectado. La prevencion de nuevas
infestaciones de garrapatas por medio de fumigaciones periddicas para el
control del vector forma parte del manejo médico que tiene como fin evitar su
transmision o reinfeccion. La EMC presenta mayores prevalencias en climas
calidos o ambientes que favorezcan la reproduccion del agente transmisor,
como es el caso del noroeste de México (Tinoco-Gracia et al., 2007). En la
region se ha logrado evidencia serolégica de E. canis (Tinoco-Gracia et al,

2007). Sin embargo se desconoce la seroprevalencia de EMC en esta region.

El objetivo de este estudio es estimar la seroprevalencia de
Ehrlichia canis y realizar un rastreo de pacientes sospechosos a la

enfermedad de EMC en la ciudad de Mexicali.



REVISION DE LITERATURA

Etiologia

La Erliquiosis monocitica canina (EMC) es causada por una bacteria del
orden de los Rickettsiales que son parasitos del intestino de algunos artrépodos
como garrapatas, piojos, pulgas, y son transmitidas a diversos mamiferos. Son
patégenos causantes de enfermedades zoonoéticas que se diseminan por
sangre hacia otros 6rganos (Bernabeu y Segura-Porta, 2005). Todas las
especies de la familia de las Rickettsias son bacterias intracelulares obligadas
gue crecen libremente en el citoplasma de las células de su hospedador
eucariota. Se clasifican en el orden de los Rickettsiales pertenecen a la familia
Rickettsiaceae, Tribu erlichieae, que contiene a bacterias que son parasitos
intracelulares obligados con tropismo para los leucocitos y comprende tres

géneros: Ehrlichia, Cowdria y Neorickettsia (Figural) Rikihisa, 1991.

El género Ehrlichia fue nombrado en 1945 en honor a Paul Ehrlich
(Beeching et al.,, 2000). Existen varias especies de Erliquias que pueden
infectar al perro siendo E. canis la causante de la enfermedad en estudio que
fue informada por primera vez como una entidad clinica distinta en el pais de
Argelia en 1935 por Donatien y Lestoquard, desde entonces ha sido informada
mundialmente como causante de enfermedad, y como agente infeccioso de
importancia en la familia de los canideos que puede llegar a infectar a
humanos y felinos. (Dumler et al.,2001; Preziosi y Cohn, 2002; Skotarczak,
2003).

Todos los miembros del género Ehrlichia con excepcién de E. canis

tienen distribucién geogréfica limitada asi también afectan especies especificas
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de hospedadores en la naturaleza. Estas especies infectan perros, caballos,
rumiantes y humanos. Dependiendo de la especie, los miembros de la tribu
pueden infectar monocitos circulantes, granulocitos, linfocitos o plaquetas y
pueden ser transmitidos a través de sangre aislada (Cuadro 1). Las especies
que infectan granulocitos y plaquetas pueden ser vistas facilmente en estas
células en estadios agudos. En el caso de las especies de Ehrlichia que
afectan la linea monocitica es menos frecuente encontrarlas en sangre debido a
gue la infeccion en monocitos es baja. Ninguna de las pertenecientes a esta
tribu ha sido cultivada fuera de las células eucariotas o saco vitelino. (Rikihisa,
1991).

Morfologia y ultraescultura:

Las rickettsias son proteobacterias que miden 0.3um de anchoy 0.5 pm
de largo, son parasitos intracelulares obligados muy pequefios visibles al
microscopio simple, pequefios coccos gram negativos que se tifien de azul
oscuro con tincibn Romanowsky, de un rojo débil con el método de Maquiavelo
y de café a negro con la tincion de plata. Estas bacterias no sobreviven mucho
tiempo fuera del hospedador, o que explica el porque son transmitidas de
animal a animal o a través de un artrépodo (Madigan et a.,1995). El organismo
se encuentra en vacuolas delimitadas por una membrana que tienden a ocupar
un lado dentro del citoplasma de la célula eucariota infectada principalmente
leucocitos, estas vacuolas no se fusionan con lisosomas siendo este proceso
mas bien restringido a vesiculas que contienen Ehrliquia spp. La densidad
electronica del organismo es similar al fondo citoplasmatico de la célula del
hospedador, y su escaso contraste hace dificil encontrar células infectadas en
tejidos. En cultivos de células de la linea monocitica, E. canis es vista
principalmente como una densa morula empaquetada que a veces contiene
mas de 100 organismos por vacuola. Los organismos individuales dificilmente

pueden ser perceptibles en la morula por medio de microscopios de



Cuadro 1. Especies de

Ehrlichia clasificadas segun linea celular que

infecta
Linea Especies Enfermedad Leucocitos Infctados Hospedador natural
Monocitica
E. canis Erliquiosis Monocitos, Caninos
monicitica canina macrfagos,linfocitos?
E. chaffeensis Erliquiosis Mononucleares, neutroéfilos Humanos, perros,
monocitica linfocitos venado
humana
Erliquiosis humana  Mononuclear Humanos , perros?
venezolana
(E.canis) Erliquiosis Monocitos , macrofagos Humanos, perror, lemurs
venezolana en cutiverio
Crowdia. ruminatum Heartwater Endoteliales, monocitos Bovinos, ovejas,
neurofilos cabras,perros
Granulocitica
E. ewingi Erliquiosis Neutréfilos y eosinéfilos Perros,
granulocitica
canina
E. equi Erliquiosis Neutréfilos y eosinéfilos Humanos,perros, gatos,,
granulocitica cabras y ovejas caballos
equina
Erliquiosis Neutréfilos Humanos, caballos,
monocitica perros, ratonas pata
humana blancas.
E. phagocytophilia Fiebre piquete de Neutroéfilos, eosindfilos, Ovejas, bovinos
garrapata

Adaptado de Green (2006)




luz debido a su empaquetamiento (Rikihisa,1991). Las inclusiones consisten en
vacuolas delimitadas por membrana que contienen cuerpos elementales de
redondos a ovoides, la mayoria de estos cuerpos elementales miden 0.5 a 0.9
um de diametro y el numero de ellos va de 2 hasta 40 por célula, estos se
encuentran unidos por 2 distintas membranas de tres capas. La pared celular,
tiende a encontrarse y a ondularse, y la membrana interna aparece fusionada
a los constituyentes de la particula. Las estructuras internas de la particula
aparecen como areas palidas, las areas mas densas constituyen granulos
sugestivos a ribosomas (Hildebrant et al.,1973) Figura 2. Contienen citocromos
y sus reacciones metabdlicas son aerobias, se multiplican por fision binaria
simple, poseen DNA y RNA, son susceptibles a antibi6ticos y tienen una pared
celular inusual que le permite establecer infecciones persistentes. Solamente
pueden oxidar el acido glutamico o la glutamina, aunque Ehrliquia spp prefiere
utilizar glutamina en vez de glutamato debido a que se encuentran envuelta en
una membrana en la cual la glutamina penetra mejor los fagosomas que el
glutamato (Rikihisa, 1991).

Patogenia

El principal vector es la garrapata Riphicephalus sanguineus. Aunque
recientemente se ha demostrado por medio de experimentos que Dermacentor
variabilis es también capaz de transmitirla (Harrus et al., 1997; Skotarczack,
2003). La infeccion se inicia en el sitio de inoculacion, y posteriormente se
extiende célula por célula y viaja por circulacion venosa lo cual produce un
cumulo de numerosos focos y una vasculitis sistémica de vasos pequefios por
la infeccion directa de las células endoteliales, que originan un infiltrado
linfohistiocitario perivascular e inducen su propia fagocitosis. Proliferan por
fisibn binaria simple, siendo finalmente expulsadas por exocitosis para seguir

infectando células contiguas. (Bernabeu y Segura-Porta; 2005).



Figura 2. Inclusién de E. canis en un monocito cultivado.

Se observan numerosos cuerpos primarios (EB) con distintas
membranas plasméticas (PM) pared celular externa ondulada (CW), las formas
irregulares indican una divisién temprana, asi como son evidentes particulas
pequefias sin membranas distinguibles, la membrana de la vacuola (VM) y la
mitocondria (M) estan sefialadas, Hildebrant et al., (1973).



Signos clinicos

Los signos dependeran de la fase de enfermedad que se encuentre
cursando el animal asi como la regidon geografica donde se localice. Segun
estudios realizados donde fue estudiada la respuesta inmune humoral mediante
electroforesis, IFA, ELISA y western blot se encontré que E. canis reacciona en
una variedad amplia de proteinas en un rango que va de 20 a 60 Kda. Las
reacciones inmunolégicas mas fuertes fueron encontradas en el rango de 27 a
30 kDa, cuando estos fueron comparados con estudios internacionales y se
llego a la conclusién que existe una heterogenicidad antigénica entre los
organismos de E. canis alrededor del mundo. Esta diversidad puede ser una de
las razones de la variedad en las manifestaciones clinicas de EMC en las

diferentes regiones geograficas (Harrus et al., 1999).

Fase aguda: Inicia después de 8 a 20 dias después de la mordedura por
una garrapata infectada, dura aproximadamente de 2 a 4 semanas (Skotarczak,
2003). El parasito entra al torrente sanguineo y sistema linfatico localizando las
células del sistema fagocitico mononuclear del bazo, higado y nédulos linfaticos
donde comienza su replicacion. (Harrus et al., 1997). Invade los leucocitos y se
divide para formar moérulas. Se manifiesta con signos ligeros y no especificos
como fiebre, depresion, disnea, anorexia y una ligera pérdida de peso. (Harrus
et al., 1997; Preziosi y Cohon, 2002; Skotarczak, 2003). Durante esta fase el
hallazgo hematol6gico méas consistente es el desarrollo de trombocitopenia que
va de media a severa (Bulla et al., 2004). EI mecanismo que desarrolla la
patogenia de trombocitopenia en esta etapa incluye el incremento en el
consumo debido a cambios inflamatorios en el endotelio del vaso sanguineo,
aumento del secuestro de plaquetas y su destruccion por el sistema inmune o
por dafio debido a la disminucién del tiempo de sobrevida de la célula (Que va
de 2 a4 dias cuando la media es 4 a 9). En esta fase ha sido demostrada de
manera experimental la presencia de anticuerpos antiplaquetarios (APA)

mediante su deteccidén a partir de los 7 dias postinfeccion, aparecen antes de



Figura 3. Mordedura de garrapata Riphicephalus sanguineus demostrando al
mismo tiempo equimosis marcadas en un paciente con la enfermedad de EMC.
Fotografia por: Paulina Haro



los anticuerpos contra E. canis lo que sugiere que las células B acarrean
receptores autoanticuerpo que son inducidos mediante la proliferacion y
maduracién e interaccion con los antigenos de erliquia los cuales son
genéticamente similares. La otra teoria propuesta es que los APA se
desarrollan de manera secundaria cuando el sistema inmune detecta y
reacciona contra las proteinas estructurales liberadas tras la destruccion masiva
de plaquetas. En fase aguda, la infeccibn por E. canis puede tener
recuperacion espontanea o persistir después de una recuperaciéon clinica o

tratamiento no efectivo (Harrus et al.,1999).

Fase subclinica: esta fase inicia a partir de los dias 40 a 120 y se
caracteriza por la persistencia del organismo en el hospedador con ausencia de
enfermedad clinica. Al parecer el organismo es retenido en pequefio nimero en
las células mononucleares. La duracion de esta fase varia, puede ir de
semanas a afios. El peso del animal se normaliza, la pirexia se resuelve y el
paciente aparenta ser clinicamente normal (Green, 1998). En infecciones
experimentales, perros con EMC muestran una reduccion significativa del
conteo leucocitario (comparandolo con los valores preinfeccién) y presentan
una reduccion de la cuenta de neutrofilos absoluta. Pero de algun modo, no
presentan una leucopenia 0 neutropenia absoluta. Los pacientes
inmunocompetentes deberan de ser capaces de eliminar E. canis de lo contrario
permanecerdn en esta etapa hasta desarrollar la fase cronica (Harrus et al.,
1997; Preziosi y Cohon, 2002).

Fase cronica: la patogénesis de este estadio es poco comprendida. No

todos los animales progresan hasta esta etapa y los factores que lo influencian
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L2

Figura 4. Epistaxis signo clinico comun en pacientes cursando la etapa cronica
de la enfermedad.

11



aun son desconocidos. La persistencia de la infeccidn por E. canis resulta en la
formacion persistente de anticuerpos tanto especificos como no especificos.
(Harrus et al., 2002). La infeccion causa hipoplasia de la médula 6sea por lo
cual los perros muestran con frecuencia pancitopenia lo que complica su estado
clinico y se considera también como la razon de la trombicitopenia en esta fase.
Al mismo tiempo ocurre una disfuncion plaquetaria que provoca que la
adhesividad de plaquetas se encuentre disminuida y en conjunto con la
trombocitopenia contribuyen a las tendencias de sangrados en estos pacientes,
los niveles de APA han disminuido por lo que no intervienen en la disfuncion
plaquetaria. La hiperglobulinemia es mas pronunciada, por lo que puede ser
visto el sindrome de hiperviscosidad por trombopatias. La glomerulonefritis es
el resultado de los depdsitos de complejos antigeno anticuerpo resultando en
un dafo inflamatorio, hay presencia de anemia debido a inflamacion crénica, las
infecciones concurrentes pueden hacerse presentes atribuyéndose al efecto
inmunosupresor de la infeccion cronica (Harrus et al., 1999; Preziosi y Cohon,
2002). La muerte puede ocurrir como consecuencia de hemorragias y/o

infecciones secundarias (Harrus et al., 2002).

Manifestaciones cutaneas: Bajo condiciones particulares, como lo es la
alteracion de los mecanismos de defensa naturales o como resultado de
factores como enfermedades concurrentes, la infeccion en piel puede ocurrir.
Existe una asociacion aparente entre piodermas profundos recurrentes en
pastores alemanes Yy la presencia de EMC, estos presentan lesiones como
eritema localizado, maculas y pustulas. Una deficiencia en la inmunidad
mediada por células parece ser que el factor clave que predispone a presentar

piodermas recurrentes en esta enfermedad (Cerundolo et al.,1998).

Signos oculares: Basado en investigaciones recientes se observd que
solo la infeccion con E. canis causa lesiones oculares asi como meningitis,

comparada con infecciones causadas por bacterias del mismo género como
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Figura 5. Hallazgos a la necropsia de paciente con infeccion por Ehrlichia canis.
Evidencia de las multiples lesiones por hemorragias y trombosis en tejido
pulmonar. Fotografia por: Paulina Haro
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E. ewingii, E chaffenesis y el agente causal de la Erliquiosis granulocitica
humana (EGH). Estos hallazgos pueden ser frecuentes tanto en la fase aguda
como en la subclinica donde tipicamente se observa involucrado el iris, retina 'y
coroides, siendo en esta ultima en la que se presenta el dafio mas intenso
(Panciera et al., 2001).

Invasiéon del sistema nervioso central: Considerando que las células
monociticas tienen una enorme habilidad para migrar a través de la barrera
hematoencefalica en condiciones de infeccion constante. Ha sido documentada
de manera experimental que perros infectados con E. canis desarrollan de
manera frecuente meningitis con gliosis del parénquima. El parasitismo por
rickettsias en células endoteliales induce a una numerosa serie de eventos que
incluyen la inhibicién de la apoptosis, expresion de citocinas proinflamatorias y
guimiocitocinas, disminucién en la regulacion de la expresion de moléculas de
adhesion y estrés oxidativo, que en conjunto conllevan a alterar las propiedades
hemostaticas y contribuyen a la formacion de las lesiones patoldgicas. (Douglas
et al., 2004).

Las manifestaciones clinicas en humanos con infecciones causadas por
E. chaffeensis que es un organismo con relacion cercana a E. canis son
mialgia, malestar y dolor de cabeza, el cual es el sintoma principal que refiere al
involucramiento de SNC y ha sido encontrado en un 80% de los pacientes. En
revisiones de casos de pacientes con un involucramiento severo del sistema
nerviosos central por E. chaffeensis se encontro rigidez nucal, confusién, ataxia,
hiperreflexia, convulsiones, fotofobia y paralisis de nervios craneales, estudios
histol6gicos han confirmado la invasividad a las células endoteliales vasculares
en cerebros humanos y ratones infectados experimentalmente. Las lesiones
caracteristicas encontradas en infecciones por ricketsias han sido nombradas
como nédulos tifus, los cuales son lesiones vasculares proliferativas similares a
las que han sido encontradas en la periferia. Otros hallazgos frecuentes

incluyen las acumulaciones perivasculares de células mononucleares y
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microinfartos, las cuales se convierten en los hallazgos mas comunes en Fiebre
manchada de las montafias rocallosas (RMSF por sus siglas en ingles) y
también son comunes en la fiebre epidémica de tifus. Se logré determinar que
so6lo E. canis en comparaciéon con E. ewinggi, E. chaffenesis y el agente causal
de la EGH (E. equi) es capaz de causar meningitis, caracterizada por causar
encefalitis y gliosis en el neuroparénquima. (Panciera et al., 2001). Por lo tanto
es el tropismo por los monocitos y la habilidad de los mismos a sobrevivir por
periodos prolongados los que sugieren que es posible el trafico de las células
infectadas en el SNC el cual se convierte en el mecanismo mas probable
(Douglas et al., 2004).

Polineuropatias: Es una manifestacion de muchas enfermedades
sistémicas, cancer, o puede ser inducida por toxinas. Las polineuropatias
asociadas a reacciones entre autoanticuerpos policlonales o monoclonales vy el
sistema nervioso periférico y/o central tienen prevalencia baja, la deteccion de
esta forma de polineuropatia es importante porque mediante su identificacién se
puede llegar al tratamiento de la causa del problema. Las polineuropatias se
clasifican principalmente en agudas y crénicas. El sindrome Guillan —Barre es
una neuropatia tipica aguda que puede ser observada después de una
infeccion viral o bacteriana, donde se ha sugerido que existe una reaccion
cruzada entre los lipopolisacaridos antibacterianos o virales y los
antigangliosidos de los anticuerpos. En contraste las polineuropatias cronicas
son asociadas a gamopatias monoclonales, las cuales existe una reaccion en

contra de la vaina de mielina (Abuaf, 2000).

Respuesta del sistema inmune

No existe predileccion por edad o0 sexo, cualquier raza puede verse
afectada por EMC, sin embargo, la raza Pastor Aleman no sélo demuestra ser

mas susceptible que otras razas, si no que la enfermedad en ellos es mas
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severa y de un prondéstico mas pobre que en las otras. Las diferencias en
susceptibilidad pueden ser atribuidas a diferencias existentes en la respuesta
inmune tanto celular como humoral, ya que la respuesta inmunologica celular
en esta raza result6 menor cuando fue comparada con la raza beagle. Los
mecanismos inmunoldgicos estan involucrados en la patogénesis de la EMC y
estos incluyen la extensiva infiltracion de los érganos parenquimatosos y la
ocurrencia de hipergamaglobulinemia. Estos hallazgos sugieren la importancia
de la respuesta inmunoldgica celular para la proteccion contra E. canis en
cambio la respuesta inmunolégica humoral no parece contribuir de manera
importante en la proteccion pero si en la patogénesis de la enfermedad. El bazo
también juega un papel de importancia en la patogénesis de las enfermedades
inmunomediadas, y en casos de pacientes refractarios al tratamiento la
esplenectomia puede estar indicada, la remocion del érgano que domina la
produccion de anticuerpos es también la eliminacion de uno de los principales
sitios del sistema fagocitico mononuclear; lo ultimo es el principal objetivo de la
esplenectomia en estos casos (Harrus et al., 1999).

En perros con erliquiosis el niumero de linfocitos CD8 T es mayor que la
cantidad de CD4 T linfocitos a diferencia de lo encontrado en perros sanos. La
cantidad de CD8 T es también significativamente mayor que en perros
saludables lo que sugiere una alteracion en la regulacién del sistema inmune en
pacientes que presentan la infeccibn con la bacteria (Lorete-Méndez et
al.,2004).

Evasion del sistema inmune

Segun estudios recientes el genoma de la bacteria contiene un soélo
cromosoma circular con 1,315,030 nucledtidos. Este genoma ha sufrido de una
pérdida severa de vias metabdlicas, como resultado de la evolucion reductiva

en donde las enzimas de relevante importancia para la biosintesis de lipidos A,
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séculos de mureina y del metabolismo de los peptidoglicanos, no se encuentran
presentes, lo que sugiere que los peptidoglicanos y lipopolisacaridos se
encuentran ausentes de la membrana externa de Ehrlichia spp E. chaffenesis y
A. phagocytophilum, las cuales adquieren colesterol del hospedador y lo
incorporan en la membrana externa posiblemente para compensar la
disminucion de la estabilidad de membrana debido a la falta de peptidoglicanos.
Lo anterior ha permitido la adaptacion del patégeno al hospedador
especialmente en infecciones persistentes, lo que permite que el organismo
desarrolle mecanismos que permitan la evasion de sistema inmune del
hospedador. Esto se encuentra intimamente relacionado con la reduccién del
sistema de inmunidad innata y adaptativa del hospedador mediante la alteracién
de la arquitectura de superficie y de la expresién de variantes de proteinas.
También la falta de peptidoglicanos vy lipopolisacaridos, los cuales son los
mayores patrones moleculares encontrados en las paredes celulares de las
bacterias gram negativas, sugiere que la bacteria pudiera no ser reconocida
por el patrén sistema inmune innato como lo son los receptores Toll. Las
proteinas glicosiladas juegan un papel importante en la interaccién huésped
patdgeno, asi también como en el ensamble de envolturas para proteinas. Y
una particularidad de E. canis es que las proteinas exhiben un alto contenido de
serina-treonina las cuales pueden ser objeto de estudio para el desarrollo de

vacunas y drogas (Mavromatis et al., 2006).

Estudios basados en E. chaffenesis han demostrado que existe una
regulacion negativa, donde se reprimen citocinas que modulan la inmunidad
innata y adaptativa lo que evita la estimulacion de IL-12 por lo que al igual que
en casos de infecciones por Mycobacterium tuberculosis, leishmania, e
histoplasma se desarrolla la habilidad de sobrevivir dentro del macrofago ya que
inhibe la maduracion del endosoma asi como evade la union del fagolisosoma
de manera que evita ser destruida por enzimas lisosomales, permanece dentro
del fagosoma donde se reproduce y, al mismo tiempo reprime la produccién de

IL-15 y IL-18, quienes tienen un papel fundamental en los roles de estimulacion
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NK y T helper quienes producen gama interferon que activa a los macréfagos
para matar a las bacterias fagocitadas. En concreto el microorganismo tiene la
habilidad de evasion de la inmunidad innata y adaptativa. Asi como también
inhibe la apoptosis en estadios tempranos de la infeccion regulando la
liberacion de citocromo mitocondrial y evita la activacibn de macréfagos por
medio de la regulacion negativa de interferones e interleucinas. También tiene
la capacidad de arrestar a las células en el estadio G1 durante etapas
tempranas de infeccion, y regula de manera positiva la proliferacion de ciclinas
para evitar que la célula muera debido a una infeccién progresiva (Zhang et al.,
2004).

Epidemiologia

Las enfermedades causadas por ricketsias son asociadas con
artropodos, los cuales pueden actuar como vectores, reservorios Y/o
amplificadores de los ciclos de vida de bacterias (Didier y Roux, 1997). La EMC
es transmitida por la mordedura de la garrapata café del perro (Rhipicephalus
sanguineus) la cual tiene distribucion mundial (Beeching et al., 2000). Aunque
ha sido documentada su transmisiéon Dermacentor variabilis (Bremen et al.,
2005). En los hospedadores vertebrados naturales, las infecciones progresan a
una rickettsemia, que permite que nuevas lineas de garrapatas no infectadas se
infecten y de este modo perpetuar el ciclo natural (Parola et al., 2005). Las
garrapatas requieren de sangre para su nutricion, las bacterias necesitan de un
ambiente nutricionalmente rico en el cual sobrevivir y reproducirse.
Inmunoldgicamente los perros parecen ser capaces de soportar la infeccion
durante meses y hasta por afios sin la presentacion de efectos deteriorantes.
Rhipicephalus sanguineus tiene 4 estadios de vida: huevo, larva, ninfa y adulto,
los dos ultimos son los mas importantes en cuanto a la transmision de agentes
gue causan enfermedad. Para alimentarse del huésped la garrapata se adhiere
e inserta su aparato de alimentacion sofisticado (hipostomo), la saliva es

inyectada durante este proceso para anestesiar el sitio y evitar la respuesta
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Figura 6. Garrapata Rhipicephalus sanguineus. Magnificacion x 5,000, Didier y
Roux, (1997).

19



inmune o inflamatoria del hospedador y asi asegurar un proceso de
alimentacion prolongado y exitoso, el cuerpo de la hembra puede aumentar
hasta 100 veces durante el periodo de alimentacion y es durante la salivacion y
regurgitacion que la mayoria de los patdogenos son transmitidos de manera
eficiente, las heces y la sangre no digerida también es depositada en el sitio y
en algunos casos pueden ser factores para la transmision de otras
enfermedades (Kidd y Breitschwerdt, 2003). No solo se ha comprobado el
papel de la hembra en la transmision de la enfermedad hoy en dia se sabe que
el macho de la especie Riphicepalus sanguineus es capaz de transmitir la
enfermedad en ausencia de la hembra. E. canis fue detectada tanto

transtradialmente como intrastradial (Bremen et al., 2005).

La infecciobn se transmite cuando esta garrapata se alimenta en un
nuevo huésped y debido a que la transmision transovarica no existe, el vector
no puede servir como reservorio de la enfermedad, aunque el artropodo puede
permanecer infectado por largos periodos de tiempo permitiendo la transmisién
de la enfermedad la primavera después de que ésta ha invernado (Beeching et
al., 2000).

Prevalencias historicas

Existen informes de EMC en 4 continentes, América, Africa, Asia y
Europa (Harrus et al; 1997). Las prevalencias informadas alrededor del mundo
son: Castilla-Ledon 19.2%(Sainz et al., 1996), 19.8% Brasil (Labarthe et al.,
2003) ,Sicilia 21.7% (Torina y Caracappa., 2006), 23.9% Israel (Baneth et
al.,1996), asi como el 33% Egipto (Bortos et al., 1995), en Sardinia Italia 62.5%
(Cocco et al., 2003), 3.1% Oklahoma (Murphy et al., 1998). En México Nufiez,
2002, realizé un estudio a nivel nacional donde obtuvo una seroprevalencia de
33.1%, calculando una prevalencia del 70% para el estado de Baja California ,

en otras ciudades de México como en Yucatan los datos arrojados fueron
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44.1% (Rodriguez-Vivas et al.,2004), y 58% en la cuidad de Tecoman, Colima
(Campos et al.,2006). Las discrepancias entre regiones se deben quiza al tipo
de estudio, region geografica , clima, la presencia del vector en la region de
estudio, asi como la fase de enfermedad en la que se encuentre el paciente al
momento del muestreo. En esta region existe evidencia seroldgica y molecular

de E. canis (Tinoco-Gracia et al. 2007).

Diagnéstico

El diagnostico de la EMC se realiza en base a la signos clinicos,
anormalidades hematoldgicas, trombocitopenia y en ocasiones es posible
observar la mérula en monocitos; y como herramientas mas especificas los
deteccion de anticuerpos y el uso de la biologia molecular resultan mas
recomendables (Green, 1998). Es importante tomar en cuenta que los
hallazgos variardn segun la fase de enfermedad en que se encuentre el
paciente al momento de realizar el diagndstico, por lo que no se deben olvidar
las limitaciones diagnosticas que poseen algunas pruebas, por lo tanto el
diagnostico requiere de una combinacion entre signos clinicos y hallazgos en

pruebas diagndsticas.

Medicién de plaguetas: La trombocitopatia o trambopatia son términos
gue pueden ser utilizados para describir los defectos funcionales plaquetarios, y
puede ser sugerida cuando el tiempo de sangrado en la mucosa bucal sea
prolongado o cuando exista un conteo anormal de plaquetas. La pérdida de la
funcionalidad de estas contribuye a defectos hemostaticos que se manifiestan
con frecuencia como petequias, purpura y equimosis. EI mecanismo de
trombocitopenia en esta enfermedad puede involucrar, destruccion por el
sistema inmune, disminucion en la produccién, aumento en el consumo,
disminucion en el tiempo de sobrevida de la célula o secundaria al incremento

en las concentraciones del factor inhibidor de la migracion plaquetaria. Debido a
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la alta prevalencia de trombocitopenia en perros infectados con E. canis, el uso
del conteo plaquetario ha sido propuesto debido a que este es un examen de
bajo costo y confiable en una zona endémica para ser realizado antes de una
examen diagnostico confirmatorio de la enfermedad. La relacion entre la
magnitud de la trombocitopenia y la prevalencia de la enfermedad aun no ha
sido establecida. Aunque la diferencia radica en las diferentes causas y fases
de la enfermedad en que se encuentre el paciente tal es asi que en pacientes
gue cursan la fase subclinica muestran ligera trombocitopenia, los que se
encuentran en la fase aguda muestran trombocitopenia mas severa
comparados con los que cursan por la fase cronica. Un conteo plaquetario
normal no descarta la presencia de la enfermedad aunque solo un porcentaje
bajo de los pacientes no trombocitopénicos presentan la infeccién (Bulla et al.,
2004). Sin embargo existen numerosas enfermedades que pueden causar
trombocitopenia como en enfermedad hepatica, neuropatia, disproteinemia,
agentes virales como parvovirus, trombocitopenia inmunomediada, procesos
neoplasicos, coagulacion intravascular diseminada, procesos inflamatorios u
otros agentes infecciosos y defectos heredados. Ninguna de estas etiologias
debe de ser descartada una vez que ha sido identificada la trombocitopenia
aun en un area edémica. Ademas es importante hacer mencién que puede ser
inducida por drogas como analgésicos no esteroidales, expansores de plasmay
agentes condroprotectores. Por lo anterior se aconseja mantener como
diagnostico diferencial E. canis en presencia de trombocitopenia, siendo la
medicion plaquetaria una buena prueba antes de la realizacion de pruebas mas

especificas y mas costosas (Ruiz y Feldman, 1998).

Hemograma: Los cambios hematologicos incluyen anemia, que por lo
general es no regenerativa, trombocitopenia, leucopenia que en algunos casos
presentan neutropenia. Pancitopenia es usual como resultado de la hipoplasia
de la médula 6sea y ocurre en la fase cronica severa y mas frecuentemente en

la raza Pastor Aleméan (Green 1998).
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Quimica sanguinea: La hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
hipergamaglobulinemia son las anormalidades bioquimicas predominantes. La
hipoalbuminemia es consecuencia de la pérdida de albumina a través de fluidos
inflamatorios edematosos como resultado de un incremento en la permeabilidad
vascular, pérdida de sangre o disminucion en la produccion de proteinas debido
a una enfermedad hepatica o también pudiera causarla una glomerulopatia.
Como la sintesis de albumina es regulada por la presién oncética, la
disminucion de la concentracidén de esta actia como mecanismo compensatorio
en el estado hiperglobulinémico para mantener la presion oncaética y prevenir un
aumento de la viscosidad sanguinea. La hipergamaglobulinemia es usualmente
policlonal. La gamopatia monoclonal rara vez ocurre y puede ocasionar
hiperviscosidad y sus manifestaciones clinicas asociadas. Las concentraciones
de gammaglobulinas aumentan durante la fase febril de la enfermedad y
persiste en la fase subclinica y cronica. Existe una relacion muy pobre entre la
correlacion de gama globulinas y los titulos de anticuerpos. También se ha
relacionado la presencia de concentraciones elevadas de a y 3 globulinas
donde la concentracién de a2 globulina se eleva durante el dia 4 y disminuye a
los niveles preinfeccion en el dia 34, esto puede deberse a consecuencia del
dafo he inflamacion a tejidos, ya que su sintesis es estimulada en el higado por
mediadores enddgenos (Harrus, 1999).

Busqueda de la Morula: La examinaciéon microscopica directa con la
tincion Romanowsky, Giemsa o Diff-Quick de un barrido, es una técnica
accesible y provee de evidencia permanente. Ehrliquia spp aparecen como
agrupaciones redondas tefiidas de un morado intenso, pequefios puntos o
agrupaciones pueden aparecer como manchas con apariencia de mora
(mérulas) en el citoplasma de leucocitos. Se debe evitar la confusion de las
morulas con plaquetas, granulos linfociticos azurdfilos, cuerpos linfoglandulares
y material nuclear fagocitado (Mylonakis et al., 2003). La busqueda de la morula
puede ser realizada mediante diferentes procedimientos descritos a

continuacion. La sensibilidad varia puede lograrse de un 4% hasta un 66%. Un
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barrido negativo no excluye en ningdn momento la infeccidon por E. canis ya
gue la presencia de monocitos en circulacion periférica es escasa. Sin embargo
un resultado positivo es 100% especifico y provee de un diagndstico definitivo
(Rikihisa, 1991).

Examen microscopico directo de frotis sanguineos en sangre
periférica: La examinacién microscopica directa de un barrido de sangre
periférica es simple. La especificidad de este método es del 100% sin embargo
la sensibilidad es muy baja se ha encontrado que es de solo 4% en casos

positivos (Bulla et a., 2004).

Examen microscopico de barrido de la capa flogistica: Este
procedimiento aumenta la sensibilidad debido a que se encuentran las células
blancas concentradas. Se recomienda centrifugar la sangre contenida en un
tubo con EDTA como anticoagulante, se toma la muestra con una pipeta en
capa flogistica y se realiza el barrido. Este procedimiento se considera en

animales que no presentan linfadenomegalia. La sensibilidad es de 66%

(Mylonakis et al., 2003).

Examen microscOpico de aspiracién con aguja delgada de
linfon6do: Este método se utiliza en casos de linfadenomegalia la cual se
presenta solo en fase aguda de la enfermedad y la sensibilidad aumenta a un
60.9%. Realizar puncidén de linfonodos en los que no se encuentre presente
clinicamente linfadenopatia la sensibilidad disminuye a 30% “menos de la

mitad” que en perros con linfadenopatia (Mylonakis et al., 2003).

Examen microscopico de médula o6sea / bazo: Este
procedimiento se estima mas efectivo que la examinacion de sangre periférica
pero no mejor que la examinacion de capa flogistica o una aspiracion de

linfonodo. EI método resulta invasivo ya que requiere de anestesia, técnica
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Figura 7. Barrido de capa flogistica en sangre periférica. Notar que en el
contenido de la célula mononuclear existe un conglomerado en semejanza a
Rickettssias . Tincion Diff quick . Fotografia por: Paulina Haro
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Figura 8. PAD Ganglio linfatico en un paciente con linfadenomegalia y signos de

erliquiosis monocitica canina . Note que la célula mononuclear contiene una
estructura en su citoplasma empaquetada que asemeja una morula de

organismo rickettssial. Tincion Diff Quick. Fotografia: Paulina Haro
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Figura 9. Aplasia medular encontrada en un paciente con erliquiosis monocitica

cronica. Fotografia por: Paulina Haro
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aséptica y equipo especializado, la puncién de bazo requiere sujecién quimica,
se recomienda sea guiada por ultrasonido para evitar punciones inadvertidas a
otro 6rgano asi como para el monitoreo de posibles sangrados como
consecuencia de la puncion. El riesgo de este procedimiento no justifica el
resultado ya que las posibilidades de un resultado positivo son similares a las

de un barrido de sangre periférica (4%) Mylonakis et al., 2003.

Cultivo

Cultivo sanguineo requiere de 4 a 8 semanas para la obtencion de los
resultados. Debido a que es un parasito obligado solo se ha logrado su cultivo
en células mononucleares o0 saco vitelino, por lo que es necesario de un
laboratorio equipado para este tipo de procedimientos. ElI organismo es

propagado en monocitos caninos (Zafar et al., 1994).

Serologia

Esta pruebas son disefiadas para la deteccibn y valoracion de
anticuerpos contra E. canis. Los métodos serolégicos son efectivos para
deteccidén de anticuerpos contra Ehrlichia canis pero la seroconversion solo es
indicativa de una exposicion y no de la presencia de la enfermedad (Roger et
al.,, 2002). Las pruebas comerciales miden anticuerpos IgG, pero se ha
demostrado que en perros experimentalmente infectados el periodo para la
deteccion de anticuerpos inicia entre el dia 11 al 28 post infeccion (Miodrag et
al., 1972). Durante los primeros 7 dias postinfeccion los titulos consisten en IgA
e IgM, y para el dia 20 la mayoria de ellos son IgG. Una limitacién de la
serologia es la reactividad cruzada que puede ocurrir entre antigenos de
organismos que se encuentran dentro del mismo género. Debido a lo anterior la
serologia solo debe ser considerada como el primer paso en el diagnéstico de
una enfermedad por rickettsias (Parola et al., 2005). Después del tratamiento
en la mayoria de los perros los titulos disminuyen progresivamente y se

convierten en pacientes negativos en un lapso de 6 a 9 meses postratamiento.
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Algunos animales se convierten en portadores asintomaticos después de la
terapia y retienen titulos altos de E. canis durante afios. No siempre puede ser
determinado en que situaciones el organismo persiste o el anticuerpo persiste.
Clinicamente en los animales tratados se asume que el organismo se ha
eliminado cuando la hiperglobulinemia y otros signos clinicos y hallazgos de
laboratorio resuelven progresivamente después del tratamiento (Green, 1998).
Por lo anterior el diagndstico requiere de conocimiento del tipo de prueba
utilizada, los alcances y limitaciones de las mismas que en conjunto con los
signos clinicos presentes al momento de la toma de muestra y el tipo de prueba

utilizada permitira lograr un diagnostico mas acertado.

Inmunofluorescencia directa de anticuerpos (IFA): Es el examen de
diagndstico serologico para EMC més ampliamente utilizado desde su
desarrollo en el afio de 1972 y es considerada en serologia “la prueba de oro”
para la deteccion de anticuerpos contra E. canis (Harrus et al.,2002). Es un
método especifico y aplicable tanto en condiciones experimentales como en
naturalmente inducidas de EMC. La propagacion in vitro es un prerrequisito
para el desarrollo de una prueba serodiagndstica confiable de IFA (Rikihisa,
1991). Es una prueba que toma tiempo y requiere el cultivo y purificacion del
organismo completo y no pueden realizarse multiples pruebas a la vez, asi
como también requiere de equipo especial como el microscopio de
fluorescencia (Tamece et al., 2003). El organismo es propagado mediante una
técnica in vitro en sangre particularmente monocitos caninos y este sirve como
el antigeno en la prueba. Debido a la persistencia de los anticuerpos después
del tratamiento o de la recuperacién , una titulacion positiva no indica
necesariamente que el animal este enfermo o los signos clinicos presentes se
deban a erliquiosis, especialmente en areas endémicas con titulos de E. canis y
sin signos clinicos. Al mismo tiempo esta prueba puede arrojar facilmente
resultados falsos negativos si el espécimen no es manejado apropiadamente o
el antigeno no se preparé de manera adecuada, ademas no es muy confiable

en términos de sensibilidad ya que no puede distinguir entre una infeccién

29



actual y una exposicion previa sin establecimiento de la infeccibn o una
infeccion previa (Zafar et al., 1994). En perros con signos clinicos de erliquiosis
y ausencia de titulos de E. canis se recomienda realizar la prueba para
deteccion de IgG para Fiebre manchada de las montafias rocallosas (RMSF por

sus siglas en inglés) Green, 1998.

Inmunoabsorbencia unida a enzimas (ELISA): Existen varios tipos
diferentes de pruebas para realizacion de ELISA a continuacién se citan los
mas utilizados, estd rMAP2-ELISA, esta prueba esti disefiada para realizarse
en laboratorios debido a que requiere equipo especifico (lector de ELISA)
consume mucho tiempo y es cara, la diferencia radica en el hecho de que utiliza
un antigeno especifico lo que deberia conferirle propiedades de ser mas
especifica pues disminuye las posibilidad de reacciones cruzadas con
anticuerpos no especificos. También se han desarrollado numerosas pruebas
comerciales que detectan anticuerpos de inmunoglobulina G, disefiadas para su
uso en las clinicas y que se encuentran en el mercado actualmente, estas son
Immunocomb ® (Biogal Israel) y Helica® (helica biosystems Inc® Fullerthon,
CA, USA) las cuales utilizan a la ricketsia completa como fuente de antigeno,
por lo cual es mas sensible pues tiene la habilidad de reaccionar a un mayor
namero de antigenos, por Uultimo se encuentran el Snap® y el 3Dx®
(laboratorios IDEXX USA) estas utilizan 2 proteinas especificas de E. canis (p30
y p30-1) como fuente de antigeno. Las diferencias entre el uso de una sola o
una doble proteina recombinante en contra del cultivo del organismo completo
causa diferencias en la reactividad y puede afectar la sensibilidad y
especificidad de las diferentes pruebas (Harrus et al., 2002). Existen reacciones
cruzadas entre las diferentes especies entre las cuales se ha documentado a E.
ewingii, E. chaffeensis, E. equi, Neorickettsia helminthoeca y Rickettsia ricketssi
(Belanger et al., 2002).

Western blot: Se ha utilizado para la caracterizacion y distincién entre

las diferentes especies de organismos que causan erliquiosis. La bacteria
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muestra un nimero de antigenos reactores de los cuales los mas prominentes
entran dentro de la banda de 27kd (22-29 kd). Detecta anticuerpos contra E.
canis dentro de los dias 2 a 8 postinfeccion (Green,1998). En esta técnica la
proteina de interés se separa mediante electroforesis tras la resolucion tanto en
geles unidimensionales como bidimensionales, una determinada proteina puede
identificarse exponiendo todas las proteinas presentes para un anticuerpo
especifico que ha sido acoplado a un isétopo radiactivo, a una enzima
facilmente detectable o a un colorante fluorescente. Esto se realiza después de
gue todas las proteinas presentes en el gel se han transferido a membrana de
celulosa o nylon (Bray et al., 2001). Sin embargo no es un método diagnostico
conveniente debido a que se necesitan de 14 a 34 dias para la obtencion de los
resultados (Harrus et al., 1997). El western blot no distingue entre especies de

E. chaffeeensis, E. ewingii y E. canis (Breitschwerdt et al.1998).

Reaccion en cadena a la polimerasa: Es una de las innovaciones
tecnolégicas de diagnéstico molecular para la deteccion e identificacion de
microorganismos lleva el nombre de reaccion en cadena a la polimerasa (PCR)
fue desarrollada por el bidlogo molecular Kari Mullis en el afio de 1986, la cual
le confirid el premio nobel de quimica en el afio 1993, esta fue la innovacion
mas importante del siglo en la rama y también a sido la introduccién a una
nueva era con respecto a la microbiologia diagnostica (Mullis et al., 1986). Es
una herramienta mas refinada util para distinguir entre animales tratados y/o
con infeccion persistente de aquellos con titulos altos de IFA después de un
tratamiento exitoso, arroja resultados positivos a partir de los 4 a 10 dias post
infeccion en estudios experimentales (Green, 1999). ElI PCR utiliza
oligonucledtidos universales seguido de la identificacion del producto
amplificado, principalmente por secuencias, lo cual permite la identificacién de
bacterias ya sea que estas sean cultivadas o no. El método consiste en ciclos
repetitivos de desnaturalizacion, hibridacién y extension a la polimerasa, al
catalizarse se duplica en cada ciclo en una cantidad de fragmentos definidos

por la posicion 5° de ambos templados de DNA (Mullis et al., 1986).
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El PCR fue la primera herramienta diagndstica (junto con el examen de
barridos de sangre) desarrollada para el diagnostico de la erliquiosis humana.
Muestras de sangre periférica 0 médula 6sea son las de eleccion (Fellonar y
Didier 2004).

La deteccion de patégenos en huéspedes vertebrados e invertebrados
es una herramienta importante para estudios experimentales en enfermedades
transmitidas por artrépodos, y es critico para el entendimiento de la naturaleza
de la transmision del patdégeno. Los analisis de PCR en genes tienen un blanco
Unico para el organismo. La deteccidon de E. canis en garrapatas es una prueba
novedosa que es de utilidad para monitoreo de la transmisién experimental
cuando se conducen investigaciones epidemiolégicas pues identifica vectores
infectados y también existe la posibilidad de identificar al huésped vertebrado a
través de xenodiagndstico. Hasta el momento se ha reportado un PCR basado
en p30 como una herramienta de valor en el marco experimental para el estudio
de E. canis en huéspedes vertebrados e invertebrados, p30 es una proteina de
membrana externa codificada por varios genes repetidos en tandem que son
especie-especificos ademas que no amplifica para DNA de E. chaffenensis o E.
muris comparados con el PCR anidado 16S ribosomal ADN, el cual fue
desarrollado con anterioridad para el analisis de bajos niveles de E. canis en
sangre canina después de la terapia con antibiéticos, ya que este no mostro el
nivel de sensibilidad deseado para la deteccidbn de E. canis en garrapatas
individuales que fueron afectadas experimentalmente. Por lo anterior se
recomienda el PCR p30 anidado como el indicado para la deteccion de
vectores. Es posible a través de estas técnicas detectar coinfeccion con otras
especies del mismo genéro en este caso ha sido demostrado la coinfeccion
simultanea con E. canis, E. platys y E. equi. (Jiraporn et al., 2001; Roger et al.,
2002).
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Tratamiento

El tratamiento consiste en agentes antirickettsiales y tratamiento de
sostén. Generalmente entre mas temprano es aplicado el tratamiento mas
favorable es el prondstico (Cuadro 2). La recuperacion no va de la mano con la
inmunidad permanente, y los perros pueden reinfectarse después de un

tratamiento efectivo (Green, 1998).

Tetraciclinas: Las tetraciclinas fueron descubiertas en los afios
cuarentas, son una familia de antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas
evitando la adhesién de tRNA aminoacilo el sitio aceptor ribosomal. Son
agentes de amplio espectro que tienen actividad contra un amplio rango de
bacterias gram positivas y gram negativas, asi como de organismos atipicos
como lo son las clamidias, micoplasma, parasitos protozoarios y rickettsias. Las
propiedades favorables antimicrobianas de estos agentes asi como la ausencia
de efectos adversos mayores permiten su uso extensivo en la terapia de
infecciones en animales. Doxiciclina y minociclina son una tetraciclinas
semisintéticas solubles en lipidos que pueden ser administradas en tiempos
menores que las tetraciclinas sin perder su efectividad (Chopra y Roberts.,
2001). Las tetraciclinas se distribuyen al corazoén, riflones, pulmén, musculo,
fluido pleural, secreciones broquiales, esputo, bilis, saliva, orina, liquido sinovial,
liguido ascitico, humor vitreo y acuoso, solo pequefias cantidades de
tetraciclina y oxitetraciclina son distribuidas al sistema nervioso central y los
niveles terapéuticos a este nivel no pueden ser medidos, aunque las
tetraciclinas se distribuyen a ojo y prostata, la doxiciclina y minociclina penetran
mejor éstos y otros tejidos. Las tetraciclinas cruzan la barrera placentaria entran
a circulacion fetal y se distribuyen en la leche. Tanto las tetraciclinas y las
oxitetraciclinas se eliminan sin cambio por via renal por lo que en pacientes con
la funcion renal comprometida presentan una vida media prolongada por lo que

pudiera llegar a
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Cuadro 2.- Terapia antimicrobiana contra E.canis

Droga Dosis Ruta Intervalo Duracion
(mg/kg) (horas) (dias)
Doxiciclina 10 PO (IV) 12-24 28
Minociclina 10 PO (IV) 12 28
Tetraciclina 22 PO 8 28
Oxitetraciclina 25 PO (IV) 28
Cloranfenicol 15-25 PO (IV,SC) 8 28
Imidocarb 5 M Una Repetir 2-3
dipropionato ocasion semanas
Amicarbalida 5-6 M Una Repetir 2-3
ocasion semanas
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acumularse las dosis. La administracion de las tetraciclinas a animales jovenes
puede provocar coloracion de los huesos y piezas dentales de un amarrillo, café
o tono grisaceo y a altas dosis puede provocar retraso en el crecimiento de los
huesos y cicatrizacion (Plumb, 2002).Son una de las clases de antibidticos mas
econdmicos, y su costo ha disminuido debido a que la tecnologia de
manufactura ha mejorado. Su precio las hace atractivas particularmente en
paises en desarrollo (Chopra y Roberts, 2001). La mejoria es dramética y
ocurre a partir de las 24 a 48 horas posteriores al inicio de la terapia en perros
en fase aguda o cronica ligera. La cuenta plaguetaria inicia su incremento y
usualmente llega a su rango normal en los dias 14 posteriores al inicio del
tratamiento. La recuperaciéon no va de la mano con la inmunidad permanente, y
los perros pueden reinfectarse después de un tratamiento efectivo (Green,
1998). Es importante hacer notar que la tetraciclinas son efectivas durante la
fase aguda, los animales que se encuentran crOnicamente afectados no
responden al tratamiento con tetraciclinas, esto puede deberse a la falta de
actividad bactericida de estos componentes (Branger et al. 2004).

Doxiciclina Hycliclato : Es una tetraciclina semisintética, es el
tratamiento estandar para la EMC, la doxiciclina como las otros ciclinas, tiene
actividad bacteriostatica ligandose a los ribosomas impidiendo de esta manera
la sintesis ribosomal, ya que la bacteria requiere de proteinas para impedir la
fusion del fagolisosoma dentro del monocito infectado (Shawn y Rubis, 1986 en
Davoust et al., 2005). Esta droga genera una excelente actividad contra
bacterias tanto gram positivas como gram negativas y patdogenos aerobicos y
anaerdbicos. La absorcion oral de este medicamento es rapida y no disminuye
su actividad si es administrada junto con el alimento. Debido a la vida media
esta puede ser administrada 1 vez al dia. Esta penetra de manera excelente a
tejidos obteniéndose niveles terapéuticos en la mayoria de los érganos y tejidos
como lo son el rifidn, pulmén, vesicula biliar, prostata, intestino, miocardio,
senos paranasales, tonsilas, humor acuoso y tracto reproductor de la hembra
(Cunhaet al., 1982).
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Rifampicina: Existe estudios donde comentan tratamientos exitoSos
utilizando este medicamentop en los cuales se encuentran resultados iguales

gue con el uso de la doxiciclina (Branger et at. 2004).

Cloranfenicol: Originalmente fue aislado de Streptomyces venezuelae,
pero ahora se produce de manera sintética. Actia como antibiotico
bacteriostatico, pero a altas concentraciones contra organismos muy
susceptibles puede actuar como bactericida. El cloranfenicol se une a la
subunidad ribosomal 50S evitando la sintesis de proteinas. Tiene afinidad para
los ribosomas de células de mamifero en rapido crecimiento (médula 6sea) lo
cual puede resultar en una supresion de la médula 6sea irreversible. Presenta
un amplio espectro contra bacterias gram positivas como negativas en los que
se incluyen Rickettsia entre otros. Presenta niveles terapéuticos en la mayoria
de los tejidos y fluidos incluyendo humor vitreo, humor acuoso y, liquido sinovial
y en sistema nervioso central alcanza concentraciones del 50% cuando las
meninges no se encuentran inflamadas y niveles mas elevados cuando estas se
han inflamado. La via primaria de eliminacion es la hepatica (Plumb, 2002). Se
recomienda en cachorros mayores de 5 meses de edad para evitar que las
piezas dentales se tornen de color amarillento. Debe de ser usada en pacientes
con infecciones persistentes a pesar de la terapia con tetraciclinas. Debido a los
riesgos asociados con la administracion de esta drogas y su riesgo para la
salud publica (puede causar anemia aplasica) se deberd evitar su
administracion en pacientes anémicos o pancitopénicos cuando sea posible
(Green,1998).

Enrofloxacina: En algunos estudios experimentales no ha demostrado
ser efectiva en contra de E. canis en comparacion con doxicilcina, pero si en

contra de otras rickettsias como en RMSF.
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Dipropionato de Imidocarb: esta aprobado su uso para el tratamiento
de babesia canis en perros y ha demostrado ser efectiva en la eliminacion del
microorganismo E. canis en esta especie. Se cree que actia mediante
combinacion con los acidos nucleicos en los organismos susceptibles,
causando desnaturalizacion de los mismos. Este dafio impide la reparaciéon
celular y también su multiplicacion. No existe informacion especifica acerca de
la farmacodinamia y farmacocinética. Se recomienda no se utilice en pacientes
gue estén expuestos a drogas anticolinesterasa, pesticidas o quimicos. No se
ha establecido la seguridad de su uso en cachorros, gestacion y lactancia
deberd considerarse el riesgo contra el beneficio en pacientes con alguna
disfunciéon organica. En pacientes sobredosificados pueden presentar dafio
hepético (Plumb, 2002). Se recomienda su uso en conjunto con doxiciclina
(Green, 1998).

Glucocorticoides: Una terapia de corto plazo con glucocorticoides
puede ser benéfica al inicio del tratamiento cuando existe una trombocitopenia
severa 0 que amenaza la vida del paciente debido a que existe un mecanismo
inmunomediado que se involucra de manera parcial como responsable de la
trombocitopenia y disminucién de la funcién plaquetaria. No deben de ser
descartados en situaciones de hemorragia que amenazan la vida del paciente,
debido a que son de ayuda al reducir la tendencia al sangrado por causas

variadas como desordenes trombocitopénicos primarios (Green, 1998).

Prevencion y control

Debido a que la exposicion a E. canis no confiere inmunidad protectora y
aun no a sido desarrollada una vacuna contra E. canis con resultados
satisfactorios, la quimioprofilaxis y el control de las garrapatas hasta este
momento son los pilares para la prevencion de esta enfermedad (Green, 1998;

Preziosi y Cohn., 2002). El uso profilactico de tetraciclinas durante la temporada
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de garrapatas a sido utilizada, pero esta opcién no se encuentra libre de riesgos
tomando en cuenta el costo del antibidtico y sus posibles efectos adversos
(Preziosi y Cohn., 2002). El control de la garrapatas permanece siendo la
medida preventiva mas importante contra la infecciéon de E. canis. El método
mas aceptable es el uso de acaricidas. Muchos productos han sido
desarrollados Frontline® Top spot (Merial Ltd, Iselin NJ), Preventic® collares
(Virbac, Inc., Fort Worth, TX) y Kiltix® Control de garrapatas topico (Bayer

animal health, Shawenee Mision, KS) Preziosi y Cohn., 2002.

Medicamentos desparasitantes

Fipronil: Es un inhibidor no competitivo de acido gamma-amino-
butirico (GABA). El GABA es un neurotransmisor que inhibe el sistema nervioso
central en invertebrados. Después de ser aplicado en la piel, este se difunde en
menos de 24 horas a gradientes de concentracién, a través de todas las
estructuras epidérmicas que contienen lipidos (estrato corneo, cemento
intercelular y cebo) El fipronil confiere una eficacia minima de 95% contra
Riphicephalus sanguineus y Dermacentor reticularis por mas de 29 dias. Una
vez que el animal infestado a sido tratado con fipronil, el efecto letal contra
Riphicephalus sanguineus inicia 12 horas después de aplicada la solucién
cutdnea y el pico letal se obtiene después de las 24 horas. (Davoust et al.
2003).

Quimioprevencién: Estudios llevados acabo en Francia demuestran la
efectividad del uso de la Doxiciclina. Se utilizaron capsulas de 100 mg con capa
entérica, una vez al dia junto con la comida. Se determiné que la dosis minima
inhibitoria para las especies de Ehrlichia debe ser <- 0.03 pg/ml. Sin embargo el
riesgo de desarrollar resistencia contra E. canis debe de ser tomado en cuenta
de manera seria, porque diferentes bacterias ya han demostrado ser resistentes

a esta droga (Staphylococcus aureus, Pasteurella spp, Brucella spp). Por lo
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anterior al utilizarla como preventivo existe el riesgo de provocar resistencia a

la droga (Davoust et al., 2005).

Vacunacion : Aun no ha sido desarrollada una vacuna efectiva contra E.
canis. En una serie de estudios acerca de inmunizaciones utilizando antigeno
inactivado de E. canis derivado de un cultivo celular, fortificado con adyuvantes,
indujo buenos niveles de respuesta con anticuerpos, sin embargo las
manifestaciones clinicas mostraron ser mas fulminantes que en los perros no
inmunizados tomados como control. En comparacion con otro estudio realizado
recientemente donde 5 perros pastor Aleman fueron vacunados con E. canis
inactivada utilizando el coadyuvante Quil A, y se utilizé solamente el
coadyuvante antes mencionado en 2 perros control, demostraron mediante
Western blot la inducciéon de una respuesta inmune celular y humoral después
de la inmunizacién, posteriormente se indujo la infeccién con E. canis viva lo
gue resulto en signos clinicos moderados y cambios hematolégicos lo cual
sugiere una proteccidon parcial derivada del E. canis inactivada (Mahan et al.,
1999).

También existen vacunas atenuadas he inactivadas provenientes de
organismos que tienen relacidbn cercana con erliquia como lo es Crowdia
ruminantium las cuales han demostrado producir proteccién en rumiantes
pequefios. Recientemente los genes que codifican para los antigenos de
superficie 28 y 30 kDa de E. canis fueron clonados y secuenciados, esto puede
dar pie al desarrollo eventual de una vacuna recombinante contra EMC, aunque
no resulta facil debido a la variacion antigénica entre cepas provenientes de
diferentes localidades. El desarrollo de una vacuna para EMC tendria
repercusiones en canideos salvajes e implicaciones socioecondmicas
significativas, serviria como modelo para el desarrollo de vacunas anti-erliquia

especialmente con aplicaciones en erliquiosis humanas (Harrus, 1999).
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Mahan (1999) investigé estrategias para el desarrollo de una vacuna
contra C. ruminatum y su aplicacibn para agentes del genero Ehrlichia,
determiné que vacunas inactivadas utilizando células de cultivo del agente C.
ruminatum combinadas con coadyuvante son capaces de proteger contra la
enfermedad. Los estudios fueron basados en las proteinas de la membrana
externa de C. ruminatum (OMP por sus siglas en ingles) fueron identificadas
proteinas homologas de MAP-1 entre estos genogrupos estas son OMP-1
para E. chaffenesis y E. canis y P44 EGH que reacciona también con la
proteina de 44 kDa de E. equi y E. phagocytophilia, aunque los estudios que
comprueben que estas proteinas protegen contra infecciones todavia no ha sido
realizados. Las respuestas inmunes inducidas con esta vacuna fueron una
fuerte activacibn de la respuesta de anticuerpos contra proteinas
inmunogénicas (MAP-1) y propicié que las células producidas por la vacuna
inactivada secreten interferén lo que ha probado inhibir el crecimiento de C.
ruminatum in Vitro, y la respuesta ante la inmunizacién con el organismo in vivo

el similar pero se dirige a los monocitos de sangre periférica.

Un método alternativo y novedoso para el control de las garrapatas en
grandes especies es la vacuna antigarrapatas. El agente protector Bm86 a sido
identificado a partir de los intestinos de una hembra adulta de Boophilus
microplus y obtenida por tecnologia recombinante de DNA. Las vacunas
contienen este antigeno que ya ha sido lanzado al mercado y ha mostrado ser
efectiva. Este concepto de vacunacion antigarrapata aun no ha sido investigada
en pequefios animales y el desarrollo de una vacuna contra Rhipicephalus

sanguineus requiere investigaciones futuras (Harrus et al., 1999).

Coinfeccién

Existen evidencias que indican que las infestaciones por garrapatas

pueden resultar en la transmision de un amplio espectro de organismos.

40



Rhipicephalus sanguineus, no solo es capaz de transmitir E. canis también E.
ewengii, Babesia canis y Babesia gibsoni. Existen estudios donde se encontrd
gue 58% de los perros diagnosticados con E. canis también portaban Bartonella
la cual clinicamente causa epistaxis siendo este signos clinico considerado en
campo como caracteristico de infeccion por E. canis. Tomando en cuenta las
posibilidades de coinfeccidén la presencia de epistaxis no resulta determinante
para la enfermedad de EMC pues puede ser causada por otros organismos que
transmite el artrépodo. Al mismo tiempo se a informado seropositividad
concurrente con Borrelia bugdorferi. (Kidd y Breitschwerdt 2003). Existe un
estudio en donde se documenta que E. chaffeenesis, E. canis, E, equi, E.
ewingii y E. platys pueden causar manifestaciones de enfermedad vy
anormalidades clinico patologicas en perros. También se demostré la primera
evidencia del desarrollo de enfermedad en un perro naturalmente infectado con
E. chaffeensis, Lo que es alarmante ya que los perros reactivos
serologicamente a E. canis pudieran estar infectados con E. canis, E.
chaffeeensis o E. ewingii alguna o todas ellas. Las infecciones con cualquiera
de los tres agentes antes mencionados, mas de uno de estos o todos los
anteriores pueden provocar enfermedad con manifestaciones clinicoatolégicas y

signos indistinguibles entre los mismas (Beeching et al., 2000).

Considerar la posibilidad de infecciones concurrentes permite

diagnosticos mas acertados y tratamientos exitosos.

Potencial zoondtico

Histéricamente se pensaba que las especies de Ehrlichias eran
hospedador especificas, es decir; que E. canis solo afectaba a perros y
canideos salvajes, asi como que E. chaffeensis solo podia infectar a venados y
a humanos. Recientemente ha sido aislado y se ha encontrado a un agente
genéticamente y antihigénicamente similar a E. canis en un humano en

Venezuela (Pérez et al., 1996). También se ha encontrado a E. risticci que es
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la causante de la fiebre de Potomac en caballos, en pacientes caninos. Existen
evidencias recientes de que un miembro del grupo E. phagocytophila
presumiblemente E. equi causa manifestaciones de enfermedades en humanos,
gatos, perros y caballos. Mas aun la infeccidon en perros por E. chaffeensis ha
sido identificada en estudios experimentales y de manera natural en infecciones
gue persisten por meses. Lo anterior sugiere que los perros pueden actuar
como reservorio de E. chaffeensis que es causante de erliquiosis monocitica
humana (EMH). Al mismo tiempo se ha detectado a E. equi como el agente
causal de la erliquiosis granulocitica humana (EGH) y ha sido aislada en perros
lo que aumenta las posibilidades de que un canideo puede fungir como
reservorio de la infecciones en humanos. Adicionalmente E. canis y E. ewingii
agentes comunes causantes de erliquiosis en perros pueden causar

ocasionalmente infecciones en humanos (Preziosi y Cohn., 2002).

El rol de los vertebrados como reservorios de rickettsias continta en
discusion. El primer informe de Erliquiosis monocitica humana (EMH) fue
descrito en 1986, en ese momento se pensdé como causante a E. canis, el
organismo causal fue identificado después como E. Chaffeensis. De cualquier
modo existe un caso reciente de EMH en Venezuela y se ha acusado de
responsable a una agente que asemeja mas a E. canis que E. chaffeensis. E.
chaffeensis y E. canis estan relacionadas de manera cercana por su nivel
genético (16S rNA) y antigénico lo que ha probado que los perros pueden verse

afectados también por E. chaffeensis.

Ehrlichia chaffeensis: El principal reservorio de E. chaffenesis es la
garrapata del venado cola blanca (Ixodes pacificus), pero ha sido detectada en
Amblyomma americanum y dermacentor variabilis (Beeching et al., 2000). Es
una enfermedad moderada a severa donde el 63% de los casos requieren de
hospitalizacion, donde el 2.7% se desencadena fatalmente. (Walker et al.,
2004).
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Considerando el contacto estrecho que existe entre el hombre y el perro, y
los antecedentes de riesgo de zoonosis entre ambas especies resulta importante

estudios acerca de la presencia de estos y otros organismos ellas.
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Abstract

A cross-seccional study was carried out in order to estimate the seroprevalence
of antibodies against Ehrlichia canis as well as track patients suspected of
carrying the disease. A total of 384 blood samples obtained from canine patients
of 38 veterinary clinics in the urban area of Mexicali, Baja California, Mexico were
randomly collected during 22 months and analyzed with ELISA Helica
biosystems® commercial kit. A Traceback was carried out by doing a follow-up of
20% of the dogs that were suspected of the disease. It encompassed a revision
of their medical record as well as serum analysis. Seroprevalence found reached
21.6% (83/384). From the 20% of suspect cases (15/75) the 80% (12/15)
developed signs of the disease between samplings. Of these, 67% (8/12) were
treated for E. canis, which resulted in 75% (6/8) being negative in their second
sample and 25% remaining as suspected of the disease. All dogs that showed
signs of the disease and did not receive treatment (3/12) became positive to E.
canis in their second sample. Taking into account seroprevalence and the
percentage of animals suspected of carrying the disease, at least 40% of the
total canine population in the city out been in contact with the bacteria. Taking
account of tracking parameters for suspected individuals the prevalence
obtained in this study could underestimate the real seroprevalence of Canine
Monocytic Erlichiosis (CME) in this region. As the disease is a zoonosis it is
necessary to estimate the risk factors for its presence. Future studies that include
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molecular biology are required in order to determine the presence of the
etiological agent as well as the detection of other Ehrlichia species that show

cross reaction with E. canis.

Keywords: Dogs, E.canis, seroprevalence, traceback
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Introduction

Canine Monocytic Erlichiosis (CME) has been widely recognized as an important
disease of canines!?; it is a zoonosis® and is caused by a gram-positive
proteobacteria from the Ehrlichia genus* that is transmitted by the bite of
Rhipicephalus sanguineus tick, which has worldwide distribution. CME has a high
prevalence in hot climates or in environments that favor the preproduction of the
tick®, as is the case in the Mexican northwest. Serological evidence of the
bacteria in this region have been reached ' Nevertheless, the real prevalence of
CME still unknown in the region. This study attempted to: 1) estimate the
seroprevalence of antibodies against Ehrlichia canis (E. canis) in the Mexicali
urban area, and 2) carry out a follow-up of those patients that were suspected of

having the disease.

Materials and Methods

Time and Location

This study was carried out from February of 2005 to October 2006 in the city of

Mexicali, Baja California, Mexico, which borders with the state of California, USA
to the north and is located at 32°40'0"N, 115°28'0"W. The city has an estimated
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population of 653,046 & with approximately 151,000 canine pets.® Climate is dry
with some showers in winter and extreme temperature variations during the year.
In summer the average temperature reached 39 °C (28 to 50 °C), while in winter
temperatures are around 10 °C (-2 to 18 °C). The average annual rainfall is 75

mm.10

Study population and inclusion criteria

A total of 384 patients older than one month from different breeds, as well as
from both genders, were attended in 38 veterinary clinics established in the
Mexicali urban area, were randomly included in this study. The number of dogs
sampled from each clinic is proportional to the quantity of patients received each

season. Sampling was carried out during 22 months.

Sample size

In this study, the sample size was estimated at 384 dogs. In order to determine
the sample size the following parameters were considered: 1) a 50% prevalence
(as the real prevalence is unknown), 2) a 95% confidence interval, and 3) a 5%
error. The following formula was used to determine the sample size: n =
[(N)@)T(P)@VI(N)(d?)+((z?) (p)(a))]; where N is the population (151,000), Z is
the confidence interval (0.95), p is the prevalence (0.50), g equals 1-p (0.50), and
d? is the precision level (0.0025) 1*

Sample collection
Samples were collected by venipuncture of the cephalic or jugular vein that had
been previously cleaned with isopropyl alcohol. A total of 3 ml of blood were

collected from each patient and placed in a 5 ml plastic tube without

anticoagulant and kept at 4 °C for a maximum of 7 days until their processing.
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Samples were centrifuged at 3500rpm x 10 min, serum was separated from the

cell pack in 1.5 ml individual vials and kept at -20 °C until serological analysis.

Follow-up of suspected animals

In order to carry out the follow up, blood samples were taken from 20% of the
animals that had resulted as suspected in the initial ELISA test. Samples were
processed according to the aforementioned methods. This second sampling was

done within a period no greater than 21 months after the first sampling.

Data collection

Tracking was carried out by medical follow-up, including revision of medical
records, of 20% of the animals that had resulted as suspected in the initial ELISA
tests. Half of these patients were receiving treatment whereas the other half did
not. Animals that were considered treated were those that received therapy
against E. canis using one of the following drugs: doxycycline, tetracycline,
oxytetracycline, chloramphenicol, minocycline, amicarbalide or Imidocarb

dipropionate.*?

Serological analysis

The Enzyme Linked Immunosorbent Assay to detect IgG antibodies against E.
canis using the Helica® commercial diagnosis kit (Helica Biosystems Inc.®,
Fullerton, CA, USA) was the diagnostic test used following manufacturers
recommendations. ELISA plates with 96 wells were used, with the first well as
the negative control by placing 100 pl of serum from a patient not reactive to E.
canis (included in the diagnostic package) and the second well as the positive
control by placing 100 pl of the positive control solution (from a dog positive to E.
canis, included in the diagnostic kit). At different stages the following solutions
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were used: Buffering solution (phosphate buffered saline solution, pH 7.4 and
0.05% Tween 20, reconstituted in 1 liter of distilled water), anti-canine heavy
chain IgG conjugate from rabbit labeled with horseradish peroxidase, buffered
substrate tampon solution (contains urea peroxide and 3,3'5,5
tetramethylbenzidine) and a Antigen-Antibody (Ag-Ab)reaction stop solution
(diluted phosphoric acid). Each serum sample was thawed at room temperature
and diluted with the buffering solution to 1:100. A 100 ul of the diluted serum
were placed in each well and incubated for 15 minutes at room temperature (20-
25 °C). The plates were washed 4 times with the saline buffer solution, 66 pl of
the conjugate were added and incubated and washed as described before. Later
66 ul of substrate solution were added and incubated for 10 minutes at room
temperature, and then 66 pl of Ag-Ab stop solution were added to each well to
stop the reaction. In order to compare the reaction with the positive and negative
controls the plates were placed in an ELISA reading spectrophotometer with a
450 nm filter (Bio-rad® Laboratories, Hercules, CA, USA) to read the
absorbency. Following manufacturer’s instructions, all samples that showed an
optic density equal or greater than 0.5 were considered positive, all those with
values between 0.301 and 0.499 were considered as suspected to have the

disease, and those with 0.300 or less were considered as negative.

Data analysis

The prevalence and confidence intervals were estimated with the formulas
described by Daniel.®2 A chi-square test (X?) was used in order to assess if the
presence of the disease was associated to the season. Furthermore, the odds
ratio (OR) was calculated for with a 95% confidence interval. All statistical

analysis were carried out in MedCalc®.13
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Results and Discussion

The Seroprevalence found reached 21.6% (83/384) to E. canis, while 19.5%
(75/384) were suspected of carrying the disease and 58.9% (226/384) were
negative to antibodies against E. canis. The results from the ELISA test can be
found in Table 1. Seroprevalence in this study is similar to reports from other
countries such as Spain, Brazil, Italy, Israel and Egypt 1415161718 although some
of these reports the test used was immunofluorescence antibody (IFA).2° The
similarity could be due to the fact that their climate is similar to that in our region.
Nevertheless, in Mexico several studies have established prevalence between
33% and 70%.%72021 The differences between those studies and the present
work could be due to: 1) the geographical region studied, 2) climate, 3) presence
and abundance of the vector in each study region, 4) sampling duration, 5)
sampling regime, 6) sample size 7) season when the studies were carried out
and 8) due to include not-healthy animals. These variables are important as it
has been established that the frequency of CME is related to the season in which
the vector proliferates®, nevertheless, in this study no relationship between the
season and prevalence could be observed, reflecting the random nature of this
study (Table 3).Other studies carried out in Mexico have used Snap 3Dx® ELISA
(IDEXX, USA) which uses 2 recombinant proteins specific to E. canis (rp30 and
rp30-1) as the antigen, compared to the Helica Biosystems Inc.® which uses the
whole antigen. The use of different sources of antigen can affect reactivity and in
consequence affect sensitivity and specificity of the tests.!” Furthermore,
seroconversion only indicates the presence of antibodies, which can be
explained as either 1) evidence of a past infection, 2) previous contact with the
bacteria but no development of an infection, 3) presence of an active infection at
the time of sampling, and 4) cross-reaction with other species such as E. ewingii,
E. chaffeensis, and E. equi, as well as other microorganisms such as
Neorickettsia helminthoeca and Rickettsia ricketssi.?? Therefore, seroconversion
should be considered as the first step towards diagnosis of a disease caused by
rickettsias.?? Taking into consideration the percentage of individuals suspected of
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carrying the disease (19.5%: 75/384) is similar to those that were positive, and
while the presence of antibodies does not necessarily indicate that the animal
has the disease,?*20% of these were followed up (15/75). The results obtained
from the follow-up are shown in Table 2. The observations in the medical follow-
up of this study are different from expectations because the 80% (12/15) of the
animals suspected of carrying the disease showed signs of the disease between
the time of the first and second sampling. This would indicate that indeed they
could be infected by the bacteria at the time of the first sampling either in an
acute or subclinical stage, of these who developed signs 67% (8/12) received
treatment against E. canis with either doxycycline and/or Imidocarb dipropionate.
Of those patients that were treated, 75% (6/8) were seronegative in the follow-up
test indicating a successful treatment that eliminated the bacteria, and the
remaining 15% (2/8) remained as suspected to have the disease which could
indicate either evidence of contact with the disease, subclinical carriers of the
agent or a cross reaction with another microorganism. All the dogs that had signs
of the disease and did not receive treatment (3/12) resulted as seropositive to E.
canis in the second serological test. Antibodies persisted in two of the three
patients treated for the disease which could be due to the fact that in the majority
of dogs antibody titers progressive decrease and patients sometimes become
seronegative up to 6 or 9 months after treatment. Some patients can remain as
asymptomatic carriers after treatment and retain high titers against E. canis for
years. Therefore, it is not possible to always determine if the bacteria or antibody
persist clinically in animals that have been treated. It can be assumed that the
etiological agent has been eliminated when hyperglobulinemia, as well as other
clinical signs and laboratory findings are progressively better after treatment.?* A
definitive diagnosis of the presence or absence of E. canis can only be done

through molecular biology techniques.?526
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Conclusions

Prevalence of Canine Monocytic Erlichiosis was 21.6% in dogs treated in
veterinary clinics of Mexicali. There is no significant difference in prevalence
among the seasons where the sample was taken. Due to the numerous
situations when a dog can have antibodies against E. canis, serology should be
consider as the first step towards diagnosing CME. Taking into account that
19.5% of the samples were suspected of having the disease it is suggested that
approximately 40% of the canine population of the city has come into contact
with the bacteria or has a cross reaction with another agent. In view of our follow-
up results, the prevalence obtained in this study underestimates the real CME
prevalence in this region. As the disease is a zoonosis it is necessary to estimate
the risk factors for its presence. Future studies that include molecular biology are
required in order to determine the presence of the etiological agent as well as the

detection of other Ehrlichia species that show cross reaction with E. canis.
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Table 1. Results for CME using the ELISA test in dogs attended in 38 veterinary
clinics in the city of Mexicali

Result n % 95% CI
Positive 83 21.6 17.7 - 26.0
Suspected 75 19.5 15.8 — 23.7
Negative 226 58.9 53.8 - 63.6
Total 384 100
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Table 2. Results from the follow-up of patients suspected of carrying Canine

Monocytic Erlichiosis according to ELISA test (n = 15)

Months ELISA? Signs at Signs at TxP Months
between 1st 2nd between
samples sampling sampling TX and
ELISA
9 Positive No Yes No -
13 Positive No Yes No -
13 Positive No Yes No -
21 Suspect No Yes Yes 1
4 Suspect No No No 9
23 Suspect Yes No Yes 10
21 Negative Yes Yes Yes 36
21 Negative Yes Yes Yes 21
12 Negative No Yes Yes 12
11 Negative Yes No Yes 12
12 Negative No No No -
5 Negative No No No -
5 Negative Yes No No -
4 Negative No Yes Yes 3
23 Negative Yes No Yes 3

a Positive 20.500, suspect = 0.301-0.499, negative < 0.300,

bTx = treatment with doxycycline and/or Imidocarb dipropionate
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Table 3. Odds ratio (OR) between the season, and positive samples to CM

Season of Samples CME positive OR P value
the year analyzed cases (%)
Autumn — 153 31 (20.2) Ref 0.87
winter
Spring — 231 52 (22.5) NS
summer
Total 384 83 (21.6)
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