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Efectividad de los métodos diagnósticos para la detección  
de ehrlichiosis monocítica humana y canina

Manuel Franco-Zetina1, Jaime Adame-Gallegos2 y Karla Dzul-Rosado1 

Effectivity of diagnostic methods for the detection of human and canine monocytic 
ehrlichiosis

Ehrlichiosis is a disease transmitted by tick’s bite that affect dogs and humans caused by the species Ehrlichia 
canis and E. chaffeensis, respectively. These bacteria are obligated intracellular gram negatives, with a cocoid to 
pleomorph aspect and can infect monocytes and trigger symptoms such as high fever, anorexia, thrombocytopenia, 
hemorrhages, anemia, and some serious problems such as splenomegaly, hepatomegaly and meningitis. There 
are several diagnostic tests for ehrlichiosis such as the hematological ones that evaluate the morphology of the 
monocytes in search of morulae; serological tests that includes the search of anti-Ehrlichia antibodies, although 
they might be limited due to cross reaction with other species. In other hand, the culture of Ehrlichia species is an 
effective method to obtain antigens and even develop indirect immunofluorescence assays (IFA). The polymerase 
chain reaction offers a definitive diagnosis associated to the use of genus-specific and species-specific primers, 
as well as its increased sensibility and specificity, compared to the others methods.  Thus, in this review, we will 
discuss various methods applied to the diagnosis of this disease, as well as the advantages and disadvantages that 
these present.
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Introducción

La ehrlichiosis es una enfermedad causada por 
bacterias del género Ehrlichia pertenecientes a la 
familia Anaplasmataceae, transmitida por la pica-

dura de garrapatas infectadas, que puede afectar a perros 
y humanos. Estas bacterias son gramnegativas intracelu-
lares obligadas, de aspecto cocoide a pleomorfo, que se 
multiplican en vacuolas citoplasmáticas que contienen un 
número variable de microcolonias intra-citoplasmáticas o 
mórulas1,2. Las especies de Ehrlichia han perdido todos 
los genes de biosíntesis de lipopolisacáridos (LPS) y 
algunos otros para la síntesis de peptidoglucano, evitando 
de esta manera que se lleve a cabo una respuesta inmune 
efectiva para su eliminación. Por otra parte, la pérdida de 
peptidoglucano le proporciona flexibilidad y plasticidad 
a estas bacterias facilitando su circulación intravascular 
en los leucocitos infectados3,4. 

Existen dos formas bacterianas de Ehrlichia que son 
las células de núcleos densos y células reticuladas (en 
inglés DC y RC, respectivamente)1,2,4. Estas dos variantes 
bacterianas desempeñan un papel importante en su ciclo 
de desarrollo, ya que las DC entran a la célula por endo-
citosis y, una vez dentro del endosoma, se transforman 
en formas intermedias para posteriormente madurar a 

RC. Estas últimas se multiplican mediante fisión binaria 
durante 48 h, generando otra vez, formas intermedias. 
Finalmente, ocurre una maduración nuevamente a DC, 
pasadas 72 h, para después ocurrir una lisis de la célula 
hospedera y acaecer su liberación1,4.

Las especies E. chaffeensis y E. canis son los agentes 
etiológicos de la ehrlichiosis monocítica humana (sigla 
en inglés: HME) y ehrlichiosis monocítica canina (sigla 
en inglés: CME), respectivamente. Ambas bacterias 
tienden a parasitar los monocitos/macrófagos del hos-
pedero formando las características mórulas en estas 
células5,6. La garrapata Amblyomma americanum es el 
vector predominante de E. chaffeensis; sin embargo, se ha 
encontrado su presencia también en otras especies como 
Dermacentor variabilis, Ixodes pacificus, A. testudina-
rium, Haemaphysalis longicornis y H. yeni7,8. Por otra 
parte, la garrapata Rhipicephalus sanguineus es el vector 
principal de E. canis, pero también se ha encontrado en 
especies D. variabilis6,9. 

Con respecto a su distribución geográfica, se ha iden-
tificado la presencia de E. canis en diferentes áreas entre 
las que se incluyen Venezuela, Costa Rica, Canadá, Italia, 
Portugal, España, México, Estados Unidos de América 
(E.U.A.) y Japón; así mismo, ha habido reportes de E. 
chaffeensis en Argentina, Israel, Italia, Mali, México, 
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Portugal, Corea, Tailandia, E.U.A. y España10,11. Por otra 
parte, al sur de Brasil (Argentina, Uruguay y Chile) han 
habido pocos casos reportados de CME lo que puede 
deberse a la presencia de especies de garrapatas “tem-
pladas” que han demostrado ser vectores no competentes 
de E. canis, a comparación de las especies tropicales que 
abarcan de México a Brasil, exceptuando Río Grande 
del Sur, donde igual existe presencia de estos vectores 
no competentes12. Además, en Chile no ha habido casos 
publicados de HME, mientras que, en Brasil, únicamente 
se han reportado casos sospechosos13. Es probable que, la 
ausencia de casos de HME se deba a la falta de reservorios 
o factores climáticos como la temperatura, humedad o la 
vegetación ya que al igual que muchos artrópodos, las 
garrapatas son sensibles a los cambios climáticos, por lo 
que éstas deben adaptarse y sobrevivir14.

Las manifestaciones clínicas de HME comprenden sig-
nos y síntomas como fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, 
malestar general, anorexia, escalofríos, leucopenia, trom-
bocitopenia y anemia3,5. En cuanto a CME, dependerá de 
la fase en la que se encuentre (aguda, subclínica o crónica) 
aunque los síntomas comunes en los diferentes estadios 
son fiebre elevada, anorexia, opacidad corneal, pérdida 
de peso, epistaxis, vómito, diarreas, anemia y tromboci-
topenia6,15. En casos graves, en ambas ehrlichiosis puede 
presentarse hepatomegalia, esplenomegalia, daños al 
sistema nervioso (meningitis), hemorragias y en el caso 
de los perros, una pérdida de peso significativa5,6. Para el 
diagnóstico de HME y CME se utilizan diferentes técnicas 
entre las que se incluyen las hematológicas, serológicas, 
aislamiento bacteriano y moleculares16. 

El conocimiento sobre los aspectos de diagnóstico 
y sus limitaciones, permitiría potenciar su uso en casos 
sospechosos bajo estricto escrutinio de investigación, por 
lo que en esta revisión se tiene como objetivo realizar 
una revisión sistemática donde se discutan los métodos 
de diagnóstico empleados para la identificación de E. 
chaffeensis y E. canis, así como las ventajas y desventajas 
que éstos presentan.

Diagnóstico hematológico: Evaluación de 
sangre periférica

Este método diagnóstico se realiza llevando a cabo 
la tinción de un frotis de sangre periférica que puede ser 
teñido con Giemsa para buscar mórulas en los monoci-
tos mediante microscopía. La presencia de éstas puede 
dar indicios de infección por E. chaffeensis o E. canis 
siendo un diagnóstico rápido y de bajo costo17-20. Este 
método presenta ciertas desventajas como lo son su baja 
sensibilidad, atribuido principalmente a la baja bacterie-
mia, implicando una mayor inversión de tiempo para la 
búsqueda de mórulas, lo que dificulta su identificación. 
Por otra parte, las mórulas se pueden observar únicamente 

durante la fase aguda de la enfermedad cuando la bacteria 
se multiplica en microcolonias intra-citoplasmáticas17,20-22.

Hamilton y cols., (2004) reportaron una sensibilidad 
de 38% en un total de 23 pacientes, los que incluían 
pacientes inmunocomprometidos e inmunocompetentes, 
determinando para éstos una sensibilidad de 100 y 17%, 
respectivamente23. Por otra parte, también se observó 
una disminución de sensibilidad cuando el paciente se 
encontraba en tratamiento con doxiciclina.

Estudios recientes han demostrado la baja sensibili-
dad de este método diagnóstico, como el realizado por 
Daramola y cols., (2018), que evaluó los monocitos en 
un frotis de sangre seguido de una reacción de polime-
rasa en cadena (RPC) de tipo anidado19. Los resultados 
obtenidos demostraron que tres muestras fueron positivas 
mediante evaluación microscópica (1,5%), mientras que 
por RPC, 47 muestras fueron positivas (22,9%) incluidas 
en éstas, las tres muestras positivas por microscopía. 
Por otra parte, Happi y cols., (2018), pudo detectar en 
12 muestras (10,3%) la presencia de mórulas, mientras 
que, por RPC del gen 16S ARNr obtuvo 42 resultados 
positivos (36,2%)18.

Una variante de este método diagnóstico es utilizar 
la capa leucocitaria obtenida por centrifugación o algún 
otro método de concentración para la realización del 
frotis. Ésta ha sido utilizada para la identificación de 
leishmaniosis visceral, demostrando ser una opción 
diagnóstica para esta parasitosis; así mismo, en el caso de 
ehrlichiosis, los frotis realizados a partir del concentrado 
de leucocitos para la búsqueda de mórulas han presentado 
una mayor sensibilidad (66%) comparado con el frotis de 
sangre periférica (8%); no obstante, las mórulas se han 
observado con mayor frecuencia en los linfocitos que en 
los monocitos24,25.

Dada la baja sensibilidad que se presenta en la eva-
luación de sangre periférica, un diagnóstico mediante 
este método no puede ser considerado definitivo ya que 
se pueden generar falsos negativos lo que resulta en una 
desventaja diagnóstica. Sin embargo, puede utilizarse 
como un método de tamizaje para posteriormente aplicar 
una prueba molecular y/o serológica. 

Serología y cultivo celular

Las pruebas serológicas para esta enfermedad se basan 
en la búsqueda de anticuerpos anti-Ehrlichia utilizando 
métodos como el ensayo por inmunoabsorción ligado a 
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) e inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI)26. Hoy en día, existen en el 
mercado pruebas comerciales que permiten la detección 
de anticuerpos IgG contra E. canis utilizando polipépti-
dos sintéticos de proteínas p30 y p30-1 de esta especie, 
como lo son las pruebas SNAP 3Dx® y SNAP 4Dx® de 
laboratorios IDEXX27-29.
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Harrus y cols., (2002), llevaron a cabo un estudio com-
parativo entre tres pruebas de ELISA comerciales para la 
detección de anticuerpos IgG contra E. canis: las pruebas 
rMAP2-ELISA, Immunocomp® (Biogal, Israel) y SNAP 
3Dx® (Laboratorios IDEXX, USA)30. Las sensibilidades y 
especificidades fueron de 71 y 85% para rMAP2-ELISA, 
86 y 98% para Immunocomp® y 71 y 100% para SNAP 
3Dx®. Por otra parte, la prueba ELISA SNAP 4Dx® 
Plus ha demostrado ser una prueba prometedora para 
el diagnóstico de E. canis, al tener una sensibilidad y 
especificidad de 97,8 y 92,3%, respectivamente31.

Para la detección de E. chaffeensis, Chikeka y cols., 
(2016), optimizaron una prueba de ELISA basada en 
péptidos sintéticos TRP120 y TRP32, dos proteínas 
inmunoreactivas de E. chaffeensis más sensibles para el 
serodiagnóstico26. La prueba sólo con el péptido TRP120, 
presentó una sensibilidad en un rango de 88-100% y una 
especificidad de 71-90%. Sin embargo, la prueba con los 
péptidos combinados (TRP120/TRP32) disminuyó la 
sensibilidad a un rango de 54-77% con un ligero aumento 
de la especificidad a un rango de 81-92%. 

Los ensayos por IFI son considerados el estándar de oro 
para el diagnóstico de CME y HME, pero éstos no pueden 
diferenciar anticuerpos contra las diferentes especies de 
Ehrlichia, ya que se ha reportado reactividad cruzada 
entre E. canis, E chaffeensis y E. ewingii, así como con 
Anaplasma phagocytophilum, pudiendo generar falsos 
positivos y ocasionar que el agente etiológico de la in-
fección no sea determinado26,30,32. El valor de sensibilidad 
de esta prueba dependerá de las semanas transcurridas 
desde el inicio de la infección, teniendo valores entre 82 
y 100%, mientras que, la especificidad, oscila entre 67 y 
100% debido a la reactividad cruzada que se presenta33. 
De igual manera, estos dos parámetros pueden variar con 
base en la composición de los antígenos utilizados, así 
como el formato de la prueba, ya que utilizar proteínas 
recombinantes, sintéticas o microorganismos completos 
provenientes de cultivo, puede causar diferencias en la 
reactividad antígeno-anticuerpo afectando los valores de 
sensibilidad y especificidad30. 

En la Tabla 1 se muestra un resumen comparativo entre 
las diferentes pruebas serológicas aplicadas al diagnóstico 
de ehrlichiosis.

Para optimizar los parámetros de sensibilidad y 
especificidad de la IFI, se recurre frecuentemente al 
aislamiento de la especie de Ehrlichia de interés y 
obtener así, el antígeno a utilizar. Los cultivos de E. 
canis y E. chaffeensis se realizan generalmente en 
una línea celular de macrófagos caninos (DH82). Sin 
embargo, también existen otras opciones como son las 
células Vero (células de riñón de mono verde) y HL60 
(células de leucemia promielocítica humana). No obs-
tante, el cultivo de éstas resulta ser un proceso difícil 
y que requiere de experiencia34,35. Por otra parte, se ha 
reportado el aislamiento de E. canis en líneas celulares 
de garrapatas. Han presentado un porcentaje mayor 
al 50% de células infectadas las DVE1 (Dermacentor 
variabilis), IDE8 y ISE6 (Ixodes scapularis) y RAE25 
(Rhipicephalus appendiculatus), demostrándose de esta 
manera su propagación in vitro en líneas celulares de 
garrapatas no-vectores36.

Para el diagnóstico de CME resulta efectivo realizar 
pruebas comerciales, preferentemente la prueba SNAP 
4Dx Plus, que consta de parámetros de sensibilidad y 
especificidad óptimos para su diagnóstico. La IFI resulta 
ser una buena opción para la detección de E. canis y E. 
chaffeensis, dado que presenta parámetros de sensibilidad 
y especificidad que pueden llegar a ser mayores a 90%, los 
que también se pueden optimizar mediante la obtención 
de antígenos a partir de cultivos puros. Por otra parte, 
presenta la desventaja de reactividad cruzada entre los 
diferentes miembros de la familia Anaplasmataceae 
impidiendo la especiación del agente infeccioso; de igual 
manera, es una prueba que generalmente se realiza en 
laboratorios de referencia. 

En Chile, el Laboratorio Biomédico del Instituto 
de Salud Pública es un laboratorio de referencia en el 
que el Sub-departamento de Enfermedades Infecciosas 
(Bacteriología) realiza el diagnóstico de Ehrlichia spp. en 
muestras clínicas mediante técnicas moleculares.

Tabla 1. Pruebas serológicas utilizadas para el diagnóstico de ehrlichiosis

Prueba Especie Sensibilidad Especificidad Antígeno Formato Referencia

rMAP2-ELISA E. canis 71% 85% Proteína recombinante MAP2 (Major Antigenic Protein 2) ELISA 30

Immunocomp® E. canis 86% 98% Microorganismo entero proveniente de cultivo dot-ELISA

SNAP 3Dx® E. canis 71% 100% Péptidos sintéticos p30 y p30-1 dot-ELISA

SNAP 4Dx® Plus E. canis 97,8% 92,3% Péptidos sintéticos p30 y p30-1 dot-ELISA 31

ELISA TRP120 E. chaffeensis 88-100% 71-90% Péptidos sintéticos TRP120 y TRP32 ELISA 26

ELISA TRP120/TRP32 E. chaffeensis 54-77% 81-92%

IFI Ehrlichia spp. 82-100% 67-100% Células DH82 infectadas Inmunofluorescencia 33
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Diagnóstico molecular: RPC

Para el diagnóstico de ehrlichiosis se han desarro-
llado métodos género-específicos y especie-específicos 
mediante RPC, permitiendo optimizar el diagnóstico en 
fases agudas de la enfermedad. 

En cuanto al diagnóstico género-específico, existen 
métodos basados en la amplificación de genes codifican-
tes para tio-disulfuro oxido-reductasas (proteínas dsb) 
los que presentan regiones altamente conservadas entre 
las diversas especies de Ehrlichia37,38. Los cebadores 
Dsb-330 y Dsb-728 fueron diseñados basados en el 
alineamiento del gen de 728 pb de la proteína dsb de 
cinco especies de Ehrlichia (no incluida E. ewingii), que 
amplifica un fragmento de 409 pb demostrándose que 
la sensibilidad era para una sola copia del gen dsb y 10 
copias para E. chaffensis y E. canis, respectivamente. La 
especificidad de esta prueba fue de 100% con especies 
de Rickettsia y Anaplasma39. Por otra parte, el par de 
cebadores Dsb-321 y Dsb-671 reportados por Doyle y 
cols., (2005), fueron diseñados para la amplificación 
género-específica de este mismo gen mediante RPC de 
tiempo real obteniéndose un amplificado de 378 pb37. 
Sin embargo, también se desarrollaron sondas TaqMan 
permitiendo la amplificación especie-específica de E. 
chaffeensis, E. canis y E. ewingii con una especificidad 
de 100% para cada una de éstas y una sensibilidad 
analítica de 50 copias del gen dsb independientemente 
de la especie37.

Por otra parte, el desarrollo de métodos diagnósticos 
especie-específicos ha permitido determinar de manera 
directa el agente etiológico de la infección. Se ha de-
sarrollado y validado una RPC cuantitativa (RPCc) en 
tiempo real multiplex para la detección específica de E. 
chaffeensis y A. phagocytophilum con la cual se demostró 
discriminación de otras especies de Ehrlichia y Ana-
plasma, así como otros agentes patógenos relacionados, 
como lo es Rickettsia spp. El gen diana amplificado fue 
una proteína de RPC de longitud variable (VLPT, por 
Variable-Length PCR Target) y msp2 (Major Surface 
Protein 2) para E. chaffeensis y A. phagocytophilum, 
respectivamente. Con respecto al ensayo multiplex, para 
E. chaffeensis, se obtuvo una sensibilidad de 95% y una 
especificidad de 99% en clínica40.

Para E. canis se han desarrollado métodos especie-
específicos entre los que destacan los que amplifican 
para el gen 16S ARNr y los genes codificantes de 
las proteínas p28 y p3041-43. La RPC anidada del 
gen 16S ARNr ha sido utilizada para incrementar la 
especificidad hacia la detección de ADN de E. canis 
mostrando buenos resultados. Se utilizan los cebadores 
ECC y ECB obteniéndose un amplificando de 478 pb 
para Ehrlichia spp. y especies relacionadas. El par de 
cebadores internos HE-3 y ECA dan como resultado 

un amplificado de 389 pb únicamente de E. canis41. Por 
otra parte, las proteínas inmunodominantes p28 y p30 
se encuentran presentes en las especies de E. canis y E. 
chaffensis y son codificadas por familias multigénicas. 
Los amplificados para los genes de estas proteínas han 
demostrado tener mejor especificidad que el amplifi-
cado de 16S ARNr y en el caso de la RPC para p30, 
también se ha demostrado una mayor sensibilidad42,43. 
No obstante, el amplificado para p28 tiene una menor 
sensibilidad que otros ensayos de RPC para Ehrlichia 
spp. atribuido al gran tamaño del amplificado obtenido 
(843 pb)43.

Además, un ensayo prometedor para el diagnóstico 
de ehrlichiosis ha sido el panel diagnóstico de diver-
sos agentes patógenos transmitidos por picaduras de 
garrapatas desarrollado por Shen y cols., (2018), ya 
que este método permite no sólo el diagnóstico de E. 
chaffeensis y E. canis, sino también de otros agentes 
como Rickettsia spp., Anaplasma spp. e incluso Borrelia 
spp. mediante una RPCc, amplificando el gen 16s ARNr 
con un amplicón de 101 pb y una sensibilidad analítica 
de 10 copias por reacción. Cabe destacar que no repor-
taron en su estudio reacción cruzada alguno con otro 
tipo de bacterias patógenas de importancia veterinaria. 
Sin embargo, la única desventaja es que los ensayos 
se realizaron en muestras de animales, por lo que falta 
evaluar la efectividad de este método en muestras de 
procedencia humana44.

El empleo de técnicas de RPC ha permitido el diag-
nóstico de ehrlichiosis en etapas agudas y crónicas de la 
enfermedad y, a comparación con los métodos serológi-
cos por IFI y ELISA, éste tiene una mejor sensibilidad y 
especificidad debido a la capacidad de diseñar cebadores 
dirigidos a un género o especie en particular. 

Conclusión

La ehrlichiosis es una enfermedad cuyo diagnóstico 
se dificulta ya que ésta suele confundirse con otras enfer-
medades febriles. Si bien, la prevalencia de infecciones 
por Ehrlichia spp. dependerá del área geográfica, la 
implementación de técnicas idóneas para su diagnóstico 
es indispensable en áreas en donde la enfermedad tiene 
una mayor relevancia epidemiológica. Así mismo, el 
diagnóstico no debe centrarse en humanos, sino tam-
bién en la población canina la que juega un papel de 
centinela al ser hospederos de garrapatas vectores de 
estas bacterias.

Todos los métodos diagnósticos constan de diferentes 
valores de sensibilidad y especificidad, por lo que se debe 
seleccionar el adecuado con base en la sintomatología 
y el tiempo transcurrido con la infección, ya que en el 
caso de la evaluación de sangre periférica y detección 

Rev Chilena Infectol 2019; 36 (5): 650-655



Laboratorio e Infectología

654          www.revinf.cl

de anticuerpos IgG, el tiempo transcurrido determina su 
sensibilidad. 

Los métodos serológicos por medio de pruebas comer-
ciales resultan efectivos para el diagnóstico de E. canis 
siendo uno de los mejores la prueba SNAP 4Dx® Plus. 
Sin embargo, la IFI resulta tener valores de especificidad 
y sensibilidad que pueden llegar a 100% y además de ser 
el estándar de oro, resulta efectivo para el diagnóstico de 
Ehrlichia spp. en perros y humanos.

Los métodos moleculares por RPC son altamente 
sensibles y específicos en comparación con otros métodos 
diagnósticos, permitiendo la detección de la bacteria en 
etapas agudas y crónicas de la enfermedad. Sin embargo, 
para fines diagnósticos, es suficiente con determinar 
la presencia de ADN bacteriano. Así mismo, aquellos 
métodos que tienen bajos valores de sensibilidad y espe-
cificidad no significan que no puedan ser empleados, ya 
que pueden aplicarse como un método de tamizaje, es el 
caso de la evaluación de monocitos en sangre periférica. 
Por consiguiente, la implementación de métodos que 
impliquen la detección de Ehrlichia spp. puede ayudar a 
detectar de manera oportuna la infección y evitar que evo-
lucione a cuadros fatales. Sin embargo, no debe aplicarse 
el diagnóstico en áreas donde estas infecciones no han sido 
documentadas ya que el uso de pruebas diagnósticas en 
forma discriminada puede llevar a un diagnóstico erróneo 
con consecuencias adversas.

Resumen

La ehrlichiosis es una enfermedad transmitida por la 
picadura de garrapatas que afecta a perros y humanos, 
causada por las especies Ehrlichia canis y E. chaffeensis, 
respectivamente. Estas bacterias son gramnegativas, 
intracelulares obligadas, de aspecto cocoide a pleomorfo, 
que infectan los monocitos y desencadenan síntomas 
como fiebre elevada, anorexia, trombocitopenia, hemo-
rragias, anemia y problemas graves como esplenomegalia, 
hepatomegalia y meningitis. Para diagnosticar esta 
enfermedad existen diversos métodos, entre los que se 
encuentran los hematológicos que evalúan la morfología 
de los monocitos en búsqueda de mórulas y la serología, 
que incluye la búsqueda de anticuerpos anti-Ehrlichia, 
pero que se encuentra limitado debido a la reactividad 
cruzada que presenta. Por otra parte, el cultivo de es-
pecies de Ehrlichia ha resultado ser un método efectivo 
para la obtención de antígenos y así desarrollar ensayos 
por inmunofluorescencia indirecta (IFI). El método por 
reacción de polimerasa en cadena ofrece un diagnóstico 
definitivo por tener una mayor sensibilidad y especificidad 
que los otros métodos, al haberse desarrollado cebadores 
género-específicos, así como especie-específicos. En esta 
revisión, se discutirán los diversos métodos aplicados al 
diagnóstico de esta enfermedad, así como las ventajas y 
desventajas que estos presentan.
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