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                  RESUMEN: La ehrlichiosis monocítica canina es una enfermedad 
multisistémica en la cual la sintomatología no es muy clara, y es ocasionada por la 
rickettsia Ehrlichia canis, la cual es transmitida por la garrapata Rhipicephalus 
sanguineus. En esta investigación se determinó la presencia de E. canis, en perros 
abandonados por sus propietarios y protegidos en hogares de cuidado animal 
localizados en el departamento del Valle del Cauca, en los municipios de Cali, 
Palmira, Buga, Ginebra, Caicedonia y Cartago. La identificación molecular se realizó 
mediante PCR-anidada a partir de ADN extraído de muestras de sangre de animales 
con antecedentes de contacto con garrapatas y el cual fue amplificado utilizando los 
pares de cebadores ECC-ECB para la primera reacción y ECAN5-HE3 para la segunda 
reacción PCR; estos últimos dos pares de cebadores son específicos para la especie E. 
canis. Las muestras también fueron aleatoriamente analizadas por pruebas serológicas. 
En todas las zonas muestreadas en el Valle del Cauca, fue detectada Ehrlichia canis, 
presentándose la mayor prevalencia en los municipios de Palmira y Cartago con 92,8 y 
90%, respectivamente. En la ciudad de Santiago de Cali se estableció una prevalencia 
media de 68,75% y las zonas de baja prevalencia fueron observadas en los municipios 
de Caicedonia (10%), Ginebra (20%) y Buga (30%). Esta investigación representa el 
primer registro de la presencia de ehrlichiosis monocítica canina diagnosticada 
mediante PCR-anidada en el Valle del Cauca, Colombia.  
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Identification of Ehrlichia canis (Donatien & Lestoquard) Moshkovski using 
nested-PCR 

                  ABSTRACT: Canine monocytic ehrlichiosis is a multisystem disease in 
which the symptoms are not very clear, and is caused by the rickettsia Ehrlichia canis, 
which is transmitted by the Rhipicephalus sanguineus tick. The presence of Ehrlichia 
canis in dogs found in animal home refuges located in the Department of Valle del 
Cauca, in the municipalities of Cali, Palmira, Buga, Ginebra, Caicedonia and Cartago 
was determined. E. canis molecular identification was carried out through nested-PCR 
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from DNA extracted from blood samples of animals with known tick contact, and 
which was amplified using ECC-ECB choke pairs during the first reaction and ECAN5 
and HE3 chokes for the second PCR reaction; these two last choke pairs are specific 
for the E. canis species. Samples were also randomly analyzed to determine the 
presence of E. canis through serologic test. Ehrlichia canis was found in all areas 
sampled in the Department of Valle del Cauca, registering the highest prevalence in 
the municipalities of Palmira and Cartago, with 92.8 and 90%, respectively. The 
medium prevalence was observed in Santiago de Cali with 68.75% and low prevalence 
places such as the municipalities of  Caicedonia (10%), Ginebra (20%) and Buga 
(30%). This research represents the first report of canine monocytic ehrlichiosis 
diagnosed through nested-PCR in Valle del Cauca, Colombia. 

Key words: choke, disease, molecular, serology  

 

Introducción 

Las garrapatas son vectores de diferentes tipos de virus, protozoarios y otros 
microorganismos, dentro de los cuales pueden encontrarse procariotas Gram negativos 
de los géneros Rickettsiales, Ehrlichia, Anaplasma y Borrelia, los cuales afectan a 
humanos y animales en diferentes partes del mundo. E. canis (Donatien & Lestoquard) 
Moshkovski, fue la primera Rickettsiales descrita en perros y es el agente causante de 
la ehrlichiosis monocítica canina (EMC), la cual presenta una distribución mundial, 
particularmente en regiones tropicales y subtropicales y la cual es transmitida por 
garrapatas de la especie Rhipicephalus sanguineus (Gutiérrez et al., 2008; Paraná da 
Silva et al., 2010; Kelly et al., 2013). Esta bacteria perteneciente a la familia 
Anaplasmataceae orden Rickettsiales, presenta especial tropismo por monocitos y 
macrófagos causando infecciones prolongadas y persistentes (Labruna & Machado, 
2006; Rar & Golovljova, 2011). 

La EMC presenta una manifestación aguda, subaguda y crónica. En las tres fases se 
observan síntomas como fiebre, postración, esplenomegalia, anemia y trombocitopenia 
(Labruna & Machado, 2006), los cuales se encuentran asociados a otras patologías y 
hacen difícil la identificación del agente por pruebas rutinarias sin las debidas ayudas 
diagnósticas de laboratorio. La fase aguda y subaguda no es muy específica, dado que 
se puede observar depresión, anorexia, fiebre y pérdida de peso; también pueden 
presentarse descargas oculares y nasales, disnea, tos y edema en extremidades. 
Adicionalmente, en un hemograma de rutina puede observarse anemia, 
trombocitopenia y leucopenia. Para el caso de la forma crónica se caracteriza por una 
pérdida progresiva de peso, mucosas pálidas y hemorragias leves en mucosas (Woody 
& Hoskins, 1991; Beaufils, 1997; Breitschwerdt, 1997). 

Algunos patógenos relacionados incluyen Ehrlichia ewingii, Ehrlichia chaffeensis, 
Anaplasma phagocytophilum y Neorickettsia risticii, los cuales presentan similares 
manifestaciones clínicas y hematológicas en perros (Dawson et al., 1991; Dumler et 
al., 2001). 

En Colombia, la EMC ha sido diagnosticada en diferentes lugares y por diferentes 
técnicas. Parrado et al. (2003) evaluaron perros en la ciudad de Villavicencio y 
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encontraron alta prevalencia de Ehrlichia spp., aplicando la técnica de ELISA. 
Benavides & Ramírez (2003), diagnosticaron la enfermedad en un perro de raza 
labrador en Manizales, mediante prueba inmunoenzimática. Vargas-Hernández et al. 
(2012), diagnosticaron E. canis en las ciudades de Bogotá, Bucaramanga y 
Villavicencio, mediante técnicas de reacciones de inmunofluorescencia indirecta 
(RIFI) y PCR; datos consignados también por Hidalgo et al. (2009) quienes detectaron 
la especie E. chaffeensis en Villeta (Cundinamarca), mediante RIFI. En el área de 
desarrollo de esta investigación, Silva-Molano et al. (2008) en Cali, detectaron el 
patógeno mediante una prueba comercial ELISA. En cuanto a ehrlichiosis en humanos, 
Ríos et al. (2008) registran E. canis en el departamento de Sucre, aplicando la técnica 
RIFI. Dicho tipo de análisis también es registrado por otros autores (Wen et al., 1997). 

En cuanto al diagnóstico de E. canis y otras enfermedades ocasionadas por 
microorganismos no cultivables, Vargas-Hernández et al. (2012) registraron que en 
Colombia el diagnóstico clínico presuntivo todavía se basa en el examen físico del 
animal, la historia de contacto con garrapatas y observación de los hemoparásitos en 
extendido de sangre periférica. El perfil hemático no brinda seguridad al clínico al 
momento de diagnosticar y tratar un paciente, por ello se requiere la utilización de 
pruebas diagnósticas más sofisticadas y confiables. 

Debido a la baja sensibilidad y especificidad de las pruebas comerciales disponibles 
actualmente, el análisis molecular del microorganismo se convierte en la mejor opción 
para el diagnóstico preciso de agentes causantes de enfermedad, evitándose reacciones 
cruzadas con especies o géneros microbianos diferentes que pueden reaccionar 
positivamente con pruebas serológicas (Wen et al., 1997; Murphy et al., 1998). Las 
técnicas basadas en PCR, son más sensibles para la determinación de organismos 
pertenecientes al género Ehrlichia. Las técnicas inmunoenzimáticas utilizando 
anticuerpos monoclonales son altamente específicas y sensibles, pero con ellas pueden 
presentarse reacciones cruzadas que dificultan el diagnóstico preciso del patógeno; lo 
anterior, representa una desventaja frente a los métodos moleculares de diagnóstico, 
los cuales pueden detectar específicamente la especie de Ehrlichia, antes o después de 
inmunoprofilaxis o antibioticoterapias. Dentro de las técnicas basadas en PCR, la 
PCR-anidada ha sido registrada como una técnica sensible para la detección de E. 
canis, evitando adicionalmente las reacciones cruzadas que han sido observadas con 
otras especies de Ehrlichia (Wen et al., 1997; Murphy et al., 1998). 

El objetivo principal de esta investigación, fue identificar mediante PCR-anidada la 
rickettsia E. canis, agente causante de ehrlichiosis canina en el Valle del Cauca 
(Colombia), a partir de muestras de sangre de perros encontrados en refugios de 
animales abandonados, ubicados en los municipios de Santiago de Cali, Palmira, Buga, 
Ginebra, Caicedonia y Cartago. Adicionalmente, se colectaron las garrapatas 
encontradas en cada animal evaluado, determinando su especie y densidad poblacional.  

Materiales y Métodos 

Área de estudio 

Las muestras fueron tomadas de perros encontrados en refugios y centros de adopción 
de animales rescatados del maltrato y abandono de la calle; autorizando cada entidad la 
toma de muestras y la inspección de garrapatas sobre el cuerpo de los animales. Los 
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sitios seleccionados para muestreo fueron los refugios que presentaron mayor 
concentración de animales y que se encontraban constituidos como fundaciones en el 
departamento del Valle del Cauca. Por la fluctuación de las poblaciones de animales en 
estos refugios y las condiciones de salud de los mismos, se tomaron muestras al azar 
de mínimo el 10% de los animales presentes en ese momento, por refugio y de cada 
uno, se registró la historia clínica y su condición de salud. De la Fundación Huellas de 
Vida, ubicada en el corregimiento del Bolo, municipio de Palmira (3°28’47,59” N - 
76°18’55,90” O) fueron muestreados 16 animales; de la Fundación Paraíso de la 
Mascota, ubicada en Santiago de Cali (3°20’21,61’’ N - 76°32’17,60’’ O), se muestreó 
sangre de 16 animales. De la Asociación Protectora de Animales y Medio Ambiente 
(APAM), ubicada en el municipio de Buga (3°53’35,98’’ N - 76°17’32,75’’ O), se 
muestrearon 10 animales. De la Fundación Animal Safe, ubicada en Ginebra 
(3°42’10,94’’ N - 76°17’35,43’’ O), se muestrearon 10 animales. De la Asociación 
Defensora de Animales (ADA) del municipio de Cartago (4°42’01,03’’ N - 
75°55’52,22’’ O) se colectaron muestras de 10 animales, y de la Fundación de 
esterilización y protección animal San Francisco de Asís, ubicada en el municipio de 
Caicedonia (4°20’21,97’’N - 75°49’45,47’’ O), se muestrearon 10 animales. 

Toma de muestras de sangre y colecta de garrapatas 

Para la toma de muestras de sangre, se realizó el manejo de los caninos de acuerdo con 
los protocolos necesarios para evitar el sufrimiento animal. La muestra de sangre 
estuvo comprendida entre 3 y 5 ml por perro, se tomó de la vena cefálica de miembro 
anterior derecho, con agujas descartables y envases Vacutainer con EDTA 
(Vacutainer™). Después de la evaluación hematológica las muestras de sangre fueron 
refrigeradas para su posterior uso en los ensayos de PCR. De los animales 
muestreados, se colectaron las garrapatas presentes y se almacenaron en viales que 
contenían alcohol (70%); posteriormente se utilizó un estereomicroscopio para la 
identificación taxonómica de los individuos colectados, utilizando las claves de López 
(1980), Barros-Battesti et al. (2006), Osorno-Mesa (2006),Voltzit (2007). 

Evaluación hematológica 

La determinación del hematocrito se realizó de acuerdo a los protocolos establecidos 
(Wallerstein, 1987; NCCLS, 2000), definiendo el porcentaje de volumen de la sangre 
que ocupan los glóbulos rojos. El método implementado para la determinación del 
hematocrito fue la centrifugación de sangre con anticoagulante EDTA en un tubo 
micro capilar a 10.000 rpm por 5 minutos (NCCLS, 2000). 

Análisis serológico para la determinación de E. canis 

En los sitios seleccionados para la realización de los muestreos, la sangre a utilizarse 
para el análisis molecular fue colectada aleatoriamente del 10% de los animales 
refugiados en las Fundaciones al momento del muestreo; posteriormente, y de acuerdo 
a la disponibilidad de pruebas en el laboratorio y número de muestras colectadas en 
cada sitio, se seleccionó el 25% de las muestras para realizar en ellas análisis 
serológicos, utilizando las pruebas comerciales Canine SNAP® 4Dx™ (Laboratorios 
IDEXX), para las cuales registra el fabricante una especificidad de 100% y 
sensibilidad del 96,2% en la detección de E. canis; cada prueba fue realizada siguiendo 
las recomendaciones del fabricante. 
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Extracción de ADN total 

Para la extracción de ADN se evaluaron dos métodos con el objetivo de determinar la 
calidad y concentración de la molécula obtenida por cada uno de ellos, y su posterior 
amplificación mediante los pares de cebadores para la PCR-1 y PCR-anidada. En el 
primer método de extracción, se utilizó el kit QIAamp ADN Blood Mini (Qiagen®), 
en el cual se siguieron las recomendaciones del fabricante (Barbosa et al., 2007; 
Nakaghi et al., 2008). El segundo método, consistió en una micro-extracción de ADN 
total por el método Salting out (Sambrook et al., 1989). El ADN total extraído de las 
72 muestras, fue almacenado a -20°C y para la visualización, se separaron en un gel de 
agarosa (0,8% p/v, gel de 15 cm de ancho por 10 cm de largo), adicionado con 
bromuro de etidio (1,0 mg/ml), y buffer TBE (Trizma Base, Ácido Bórico, EDTA), a 
una concentración final de 0,5X; en la electroforesis se incluyó un marcador de peso 
molecular de 100 pb (Bioline®); la electroforesis se realizó a 80 voltios por 1 h y las 
bandas se visualizaron en un transiluminador ultravioleta (Eagle Eye II Strategene®). 

PCR-anidada para la determinación de E. canis 

Para la detección específica de E. canis, a partir de sangre de animales con síntomas de 
la enfermedad o con antecedentes de contacto con garrapatas, han sido diseñados dos 
pares de cebadores que amplifican el ADNr 16S; el primer par de cebadores ECC y 
ECB, utilizados para la primera reacción de PCR, amplifican para el género Ehrlichia 
y adicionalmente para otras procariotas como Anaplasma spp. y E. coli. Una vez 
amplificada esta región del ADN, esta se utilizó como plantilla para la segunda PCR (o 
PCR-anidada) en la cual se acoplaron los cebadores ECAN5 y HE3, los cuales son 
específicos para la especie E. canis (Murphy et al., 1998; Gutiérrez et al., 2008; 
Vargas-Hernández et al., 2012). 

Inicialmente se tomaron alícuotas de 2 µl de ADN, las cuales se utilizaron para la 
amplificación de un segmento de la región 16S del ARNr que corresponde a las 
especies de Ehrlichia y otras procariotas como Rickettsia spp., Anaplasma spp. y E. 
coli (Dawson et al., 1994); el amplificado resultante, fue sometido nuevamente a 
amplificación (PCR-anidada), con un segundo par de cebadores específicos para la 
especie E. canis (Wen et al., 1997; Murphy et al., 1998; Barbosa et al., 2007; Gutiérrez 
et al., 2008; Nakaghi et al., 2008). 

La primera reacción de PCR, se realizó en un volumen total de 20 µl, conteniendo 
Buffer Taq (BIOLASE™ DNA Polymerase, Bioline) 10x NH4 [160 mM (NH4)2SO4, 
670 Tris-HCl pH 8,0, 0,1% Tween-20] a una concentración final de 1X/µl; 0,2 mM de 
cada uno de los dNTPs; 0,25 µM de cada uno de los cebadores ECC (5´ AGA ACG 
AAC GCT GGC GGC AAG CC 3´) y ECB (5´ CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC 
3´) (Dawson et al., 1994); 1,5 mM de MgCl2, 20 ng/µl de ADN; agua tipo HPLC 
esterilizada a través de un filtro de membrana de 0,22 µm de tamaño de poro 
(MILLEX®-GV; Millipore Products Division, Bedford, MA) y autoclavada por 30 
min/121°C/15 lb de presión; y 0,5 U/µl de Taq Polimerasa. 

La reacción de PCR-anidada, se llevó a cabo bajo las mismas condiciones de la 
primera PCR. Para esta PCR, el amplificado de la primera se diluyó en proporción 
1:30 en agua tipo HPLC esterilizada y posteriormente, 1 µl de esta dilución se tomó 
como plantilla para ser amplificada con el segundo par de cebadores ECAN5 (5´ CAA 
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TTA TTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A 3´) y HE3 (5´ TAT AGG TAC CGT 
CAT TAT CTT CCC TAT 3´) específicos para la especie E. canis (Murphy et al., 
1998; Nakaghi et al., 2008; Vargas-Hernández et al., 2012). Para los dos ciclos de PCR 
fueron utilizados controles positivos y negativos, compuestos por E. canis, ADN 
humano y cóctel de reacción PCR. El perfil térmico para la amplificación con el 
primer par de cebadores, se realizó en 35 ciclos con una denaturación inicial a 94°C/1 
min y denaturación por ciclo a 94°C/30 segundos; la hibridación de los cebadores ECC 
y ECB se realizó a 68°C/2 min con una extensión a 72°C/2 min y una extensión final a 
la misma temperatura por un tiempo de 5 minutos. El perfil térmico para los cebadores 
ECAN5 y HE3, consistió de 37 ciclos con una denaturación inicial a 94°C/1 min y 
denaturación por ciclo a la misma temperatura por 30 segundos. La hibridación de los 
cebadores, se realizó a 60°C/2 min, con una extensión por ciclo a 72°C/1,5 min y un 
extensión final a la misma temperatura por 5 minutos. Los productos resultantes de las 
dos amplificaciones (PCR-1 y PCR-anidada) se separaron en geles de agarosa 1,5%, 
buffer TBE 0,5X (Trizma Base, Ácido Bórico, EDTA 0,5 M), bromuro de etidio (1,0 
mg/ml), 90V/3 h y se visualizaron bajo un transiluminador de luz ultravioleta (Eagle 
Eye II Strategene®). El tamaño de las bandas se calculó por comparación con un 
marcador de 100 pb de DNA (Bioline®, USA). 

Resultados y Discusión 

En las extracciones de ADN se utilizaron paquetes comerciales y se evaluó el método 
de extracción Salting out, observándose en los dos el mismo resultado en cuanto a 
integridad del ADN, concentración y productos de la amplificación con los dos pares 
de cebadores. De las muestras analizadas en el primer PCR utilizando los cebadores 
ECC-ECB acoplados, se observó la amplificación de una banda de aproximadamente 
483 pb en el 54,2% de las muestras (39 individuos), la cual amplifica para el género 
Ehrlichia y otras procariotas como Anaplasma spp. y Escherichia coli (Dawson et al., 
1994). En la PCR-anidada utilizando los cebadores especie-específicos para E. canis 
(ECAN5 y HE3) se observó una banda de aproximadamente 388 pb en el 54,2% de las 
muestras (39 individuos), la cual es específica para esta especie de Rickettsia (Barbosa 
et al., 2007; Gutiérrez et al., 2008; Nakaghi et al., 2008). El testigo positivo también 
amplificó las dos bandas de los mismos pesos en ambas reacciones de PCR (Tabla 1). 
Según lo registrado por otros autores, estos amplificados con sus respectivos pesos 
moleculares observados en la electroforesis, son indicativo de la presencia de E. canis 
en las muestras analizadas (Dawson et al., 1994; Nakaghi et al., 2008). 

En este estudio empleando PCR-anidada se determinó la presencia de E. canis en todas 
las zonas muestreadas del Valle del Cauca; presentándose zonas con alta prevalencia 
en los municipios de Palmira (92,8%) y Cartago (90%), prevalencia media en la ciudad 
de Santiago de Cali 68,75% y zonas de baja prevalencia en los municipios de Buga 
(30%), Ginebra (20%) y Caicedonia (10%). 

Relacionando los resultados de los análisis serológicos y moleculares, fueron 
detectados cuatro animales procedentes de los refugios Animal Safe (Ginebra), APAM 
(Buga), y Huellas de Vida (Palmira), con síntomas típicos de EMC y los cuales 
reaccionaron positivamente al análisis serológico, pero negativamente al análisis 
molecular. Este comportamiento puede ser atribuido al uso preventivo de antibióticos 
de tipo doxiciclinas o tetraciclinas, los cuales son los agentes terapéuticos de elección 
en cuadros asociados a EMC (Eddlestone et al., 2007; McClure et al., 2010); 
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procedimiento que fue observado en los refugios visitados, en animales con síntomas 
de la enfermedad, pero en los que con frecuencia no hay un diagnóstico de laboratorio 
para verificar la presencia del patógeno. Sumado a lo anterior, la exposición al vector 
en estos hogares es alta por el flujo constante de animales rescatados. De acuerdo a lo 
mencionado, el tratamiento administrado a los animales condujo a la eliminación del 
patógeno, por lo que este no es detectado mediante PCR, pero los anticuerpos contra él 
siguen siendo producidos por el animal y son detectados por serología (Wen et al., 
1997; Lakshmanan et al., 2007; Hegarty et al., 2009). Cabe resaltar que la importancia 
de las pruebas serológicas radica en el hecho de que estas permiten hacer análisis 
epidemiológicos retrospectivos de la exposición previa al hemoparásito, lo cual 
permitiría analizar más objetivamente los resultados del diagnóstico molecular. 

Al relacionar los animales positivos a EMC con su hematocrito, se observó que 16,6% 
de los animales positivos, mostraron un nivel de hematocrito en estado normal, lo que 
se puede atribuir a que la enfermedad se encuentra en un estado subagudo o crónico 
(Benavides & Ramírez, 2003), siendo el animal positivo y no evidenciando los signos 
clínicos de depresión, letargia, anorexia, linfoadenopatía, esplenomegalia, petequias o 
hemorragias que se pueden encontrar en la enfermedad aguda (Harrus & Waner, 
2011). Estos animales podrían estar actuando como portadores asintomáticos del 
patógeno en áreas endémicas y como diseminadores de la enfermedad (Lanza-Perea et 
al., 2009). De igual manera, no es posible asegurar qué porcentaje de los animales 
PCR y SNAP positivos sanos podrían desencadenar una efectiva respuesta inmune que 
elimine la infección o cuántos caninos podrían continuar como portadores y 
diseminadores. Esto solo puede ser posible desarrollando protocolos basados en 
evidencias que confirmen el estado de salud de las poblaciones después de los 
tratamientos y el constante monitoreo de los animales positivos en el tiempo (Lanza-
Perea et al., 2009). 

En cuanto a la relación de la enfermedad y la presencia del vector, Ehrlichia canis 
estuvo asociada con la presencia de uno a tres individuos entre ninfas y adultos de R. 
sanguineus sobre el cuerpo de los animales muestreados, especialmente en los 
municipios de Palmira y Buga; esta baja exposición a los vectores puede explicarse por 
los tratamientos acaricidas preventivos que son realizados constantemente en los 
refugios para control de la población de garrapatas; pero se debe subrayar que, a pesar 
de la baja población de vectores, la prevalencia registrada en este estudio es alta, 
comparado con otros reportes (Kelly et al., 2013). 

Rutinariamente en Colombia, el diagnóstico de Ehrlichia ha estado fundamentado en 
la detección de inclusiones intracitoplasmáticas (mórulas) en monocitos o en 
neutrófilos mediante el empleo de extendidos de sangre periférica teñidos por la 
técnica de Giemsa o Wright; este es un método rápido, pero generalmente solo un 
pequeño porcentaje de polimorfonucleares se encuentran infectados y estos pueden ser 
observados en las primeras semanas de la enfermedad. Las mórulas no se observan 
después de 24 a 72 horas de iniciado el tratamiento con doxiciclina y solo son 
detectadas en un 10 a 75% de los casos clínicos asociados a Ehrlichia, haciendo que el 
diagnóstico sea bastante limitado (CFSPH, 2013). A diferencia de la PCR-anidada 
ARNr-16S, para la cual se ha registrado una confiabilidad del 63,1% (Mylonakis et al., 
2003), evitando falsos negativos, falsos positivos y respuestas cruzadas con otras 
especies de Ehrlichia, como las especies E. chaffeensis y E. ewingii (Wen et al., 1997; 
Vargas-Hernández et al., 2012). 
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De acuerdo a la información molecular obtenida con este trabajo, se observa que la alta 
prevalencia de E. canis en el departamento del Valle del Cauca, puede ser debida a las 
condiciones de abandono y condiciones sanitarias deficientes en las cuales se 
encuentran estos animales, los cuales son rescatados de las calles o de zonas rurales; 
adicionalmente, estos resultados de alta prevalencia contrastan con lo hallado por 
Vargas-Hernández et al. (2012), quienes registran una prevalencia de 40,6% de E. 
canis, diagnosticada mediante PCR en Colombia en los departamentos de 
Cundinamarca, Meta y Santander. 

Conclusiones 

El análisis molecular aplicando la técnica de PCR-anidada, utilizando en la primera 
reacción de PCR los cebadores universales 16S (procariotas) y en la segunda reacción 
el par de cebadores especie-específicos para la especie E. canis, permite detectar 
específicamente la especie asociada a EMC, evitando falsos positivos que pueden 
presentarse por el uso de análisis serológicos, en los cuales se observan reacciones 
positivas frente a otras especies de Ehrlichia. 
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