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RESUMEN

INTRODUCCIÓN
([LVWHQ�QXPHURVRV�PpWRGRV�PLFURVFySLFRV��VHUROyJLFRV�\�PROHFXODUHV�SDUD�HO�GLDJQyVWLFR�GH�OD�EDEHVLRVLV��VLQ�HPEDUJR��ODV�WpFQLFDV�
moleculares han ganado especial interés porque permiten la detección del material genético en bajas concentraciones, y en ocasiones, 
la discriminación de especie.

OBJETIVO
Describir la utilidad de las principales técnicas moleculares aplicadas al diagnóstico de infecciones por Babesia bovis y Babesia 
bigemina en bovinos.

MATERIALES Y MÉTODOS 
6H�UHDOL]y�XQD�UHYLVLyQ�VLVWHPiWLFD�GH�OD�OLWHUDWXUD�SXEOLFDGD�HQWUH������\������HQ�ODV�EDVHV�GH�GDWRV�3XE0HG��6FLHQFH'LUHFW�\�
6SULQJHU�/LQN�HPSOHDQGR�ORV�WpUPLQRV�0H6+��Polymerase Chain Reaction, Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, Molecular 
Diagnostic Techniques, Western Blotting, Microarray Analysis, Cattle, Babesia y Babesia bovis.

RESULTADOS
6H�REWXYLHURQ�����DUWtFXORV�UHODFLRQDGRV��GH�ORV�FXDOHV�IXHURQ�VHOHFFLRQDGRV����GH�DFXHUGR�FRQ�ORV�FULWHULRV�GH�LQFOXVLyQ��/DV�
WpFQLFDV�PROHFXODUHV�PiV�HPSOHDGDV�IXHURQ�OD�3&5�\�VXV�YDULDQWHV�\�HO�5/%��HQ�PHQRU�SURSRUFLyQ�VH�HPSOHDURQ�HO�/$03�\�HO�
Western Blot. Se describe brevemente cada técnica, sus aplicaciones en el diagnóstico de infecciones por B. bovis y B. bigemina 
HQ�ERYLQRV�\�DOJXQRV�DVSHFWRV�D�FRQVLGHUDU�SDUD�VX�FRUUHFWD�DSOLFDFLyQ��DVt�PLVPR��VH�DQDOL]D�HO�PDUFDGRU�PROHFXODU��HO�PpWRGR�
GH�H[WUDFFLyQ�GH�iFLGRV�QXFOpLFRV�HPSOHDGR�\�OD�GLVFULPLQDFLyQ�JHRJUiÀFD�GHO�XVR�GH�ODV�WpFQLFDV��

CONCLUSIONES
Las técnicas moleculares tienen la capacidad de detectar infecciones por B. bovis y B. bigemina�FRQ�JUDQ�HVSHFLÀFLGDG��$GHPiV��
SHUPLWH�UHDOL]DU�HVWXGLRV�VREUH�OD�ELRORJtD�GH�ORV�PLFURRUJDQLVPRV��HSLGHPLROyJLFRV��ÀORJHQpWLFRV�\�GH�LQPXQL]DFLyQ�

PALABRAS CLAVES

Babesia. Bovinos. Reacción en cadena de la polimerasa. Técnicas y procedimientos diagnósticos. Western Blotting.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Several microscopic, serological and molecular 
PHWKRGV� DUH� DYDLODEOH� WR� GLDJQRVLV� EDEHVLRVLV��
KRZHYHU�� PROHFXODU� WHFKQLTXHV� KDYH� JDLQHG� VSHFLDO�
LQWHUHVW� EHFDXVH� WKH\� DOORZ� GHWHFWLRQ� RI � JHQHWLF�
PDWHULDO� DW� ORZ� FRQFHQWUDWLRQV�� DQG� VRPHWLPHV� LW� LV�
SRVVLEOH�WR�GLVFULPLQDWH�EHWZHHQ�VSHFLHV�

OBJECTIVE

To describe the utility of  the main molecular 
techniques applied to diagnosis of  infections by 
Babesia bovis and B. bigemina in cattle.

MATERIALS AND METHODS

:H� FRQGXFWHG� D� V\VWHPDWLF� UHYLHZ� RI � OLWHUDWXUH�
SXEOLVKHG� EHWZHHQ� ����� DQG� ����� LQ� 3XEPHG��
ScienceDirect and Springer Link databases using 
0H6+� WHUPV�� Polymerase Chain Reaction, Reverse 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction, Molecular 
Diagnostic Techniques, Western Blotting, Microarray 
Analysis, Cattle, Babesia and Babesia bovis.

RESULTS

$�WRWDO�RI �����SDSHUV�ZHUH�REWDLQHG�����RI �WKHP�ZHUH�
selected according to the inclusion criteria. Molecular 
WHFKQLTXHV�XVHG�ZHUH�3&5�DQG�LWV�YDULDQWV�DQG�5/%��
WR�D�OHVVHU�H[WHQW�/$03�DQG�:HVWHUQ�%ORW�ZHUH�XVHG��
A brief  description of  each technique, its application 
in the diagnosis of  infections by B. bovis and B. 
bigemina in cattle and some aspects to be consider 
IRU� VXFFHVVIXO� LPSOHPHQWDWLRQ� ZHUH� GHVFULEHG�� LQ�
DGGLWLRQ��PROHFXODU�PDUNHUV�� H[WUDFWLRQ�PHWKRGV� RI �
nucleic acids used and geographic discrimination in 
WKH�XVH�RI �WKH�WHFKQLTXHV�ZHUH�DOVR�GHVFULEHG�

CONCLUSIONS

Molecular techniques have the ability to detect 
infections by B. bovis and B. bigemina� ZLWK� KLJK�
VSHFLÀFLW\��,Q�DGGLWLRQ��WKH\�DOORZ�SHUIRUPLQJ�VWXGLHV�
RQ� WKH� ELRORJ\� RI � WKHVH�PLFURRUJDQLVPV�� DV�ZHOO� DV�
epidemiological, phylogenetic and immunization 
studies.

KEY WORDS 
Babesia. Western Blotting. Cattle. Diagnostic techniques 
and procedures. Polimerase chain reaction.

Guevara A., Rivas J., Ríos O.

INTRODUCCIÓN

Babesia sp. es un hemoparásito que afecta la producción 
JDQDGHUD�HQ� ODV� UHJLRQHV� WURSLFDOHV� \� VXEWURSLFDOHV�� OD�
LQIHFFLyQ�GH�ERYLQRV�VH�FDUDFWHUL]D�SRU�ÀHEUH��DQHPLD��
hemoglobinuria e ictericia, produciendo altas tasas de 
morbilidad.1 En las infecciones agudas con B. bovis se 
presentan altas tasas de mortalidad, por lo cual la de-
tección temprana del parásito constituye un reto para el 
laboratorio clínico veterinario.1

En la actualidad, se dispone de numerosos méto-
dos microscópicos, serológicos y moleculares para su 
GLDJQyVWLFR��/RV�SULPHURV�LGHQWLÀFDQ�GLUHFWDPHQWH�ORV�
hemoparásitos en las muestras clínicas, los segundos 
GHWHFWDQ�OD�UHVSXHVWD�KXPRUDO�HVSHFtÀFD��PLHQWUDV�TXH�
las pruebas moleculares detectan el material genético.

El diagnóstico microscópico es un método econó-
mico y rápido, pero carece de la sensibilidad necesaria 
SDUD� OD� LGHQWLÀFDFLyQ� GH� LQIHFFLRQHV� FUyQLFDV� R� FRQ�
SDUDVLWHPLDV�PX\�EDMDV��DGHPiV��HQ�RFDVLRQHV�VH�GLÀ-
culta la diferenciación morfológica de las especies.2,3 

En contraste, las técnicas serológicas son apropiadas 
SDUD�HO�FRQRFLPLHQWR�GH�OD�GLVWULEXFLyQ�JHRJUiÀFD�GH�
OD�LQIHFFLyQ��SHUPLWHQ�GHÀQLU�iUHDV�HQGpPLFDV��HSLGp-
PLFDV�R�OLEUHV�GHO�SDUiVLWR�2,4 sin embargo, son incapa-
ces de detectar infecciones en estadios tempranos y 
pueden presentarse reacciones cruzadas,5 por lo que 
es necesario emplear otras pruebas para el diagnóstico 
precoz de esta enfermedad de alto impacto económi-
co. Es por ello que las técnicas moleculares han ga-
nado especial interés como herramientas diagnósticas 
efectivas, principalmente la reacción en cadena de la 
SROLPHUDVD��3&5���TXH�SHUPLWH�OD�GHWHFFLyQ�GH�SHTXH-
xDV�FDQWLGDGHV�GH�iFLGRV�QXFOHLFRV�GHO�SDUiVLWR�2,6

El objetivo de esta revisión sistemática de la litera-
tura fue describir la utilidad de las principales técnicas 
moleculares aplicadas al diagnóstico de infecciones 
por B. bovis y B. bigemina en bovinos.

MATERIALES Y MÉTODOS

6H�GLVHxy�XQD�LQYHVWLJDFLyQ�WHyULFD�EDMR�OD�PHWRGRORJtD�
PICO donde la P corresponde con el diagnóstico de 
las infecciones por babesias bovinas, la I se correlaciona 
con las principales técnicas moleculares empleadas para 
el diagnóstico de la babesiosis bovina, la C se relaciona 
con la utilidad de dichas pruebas y la O es el resultado 
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GH�OD�UHYLVLyQ�GH�OD�OLWHUDWXUD�FLHQWtÀFD�VREUH�OD�XWLOLGDG�
de los técnicas moleculares en el diagnóstico.

/D�SUHJXQWD�FLHQWtÀFD�GHÀQLGD�SDUD�OD�UHDOL]DFLyQ�
de la investigación fue ¿Cuál es la utilidad de las técni-
cas moleculares para el diagnóstico de infecciones por 
B. bovis y B. bigemina?

/D� VHOHFFLyQ� GH� OD� OLWHUDWXUD� FLHQWtÀFD� VH� UHDOL]y�
HQWUH�ORV�DxRV������\������HQ�ODV�EDVHV�GH�GDWRV�3XE-
Med, ScienceDirect y Springer Link. Se incluyeron los 
DUWtFXORV�FLHQWtÀFRV�SXEOLFDGRV�HQ�LQJOpV�\�HVSDxRO�HQ�
los cuales se describieran las técnicas moleculares y los 
procedimientos relacionados con su estandarización.

6H�HPSOHDURQ� ORV� WpUPLQRV�0H6+��0HGLFDO�6XE-
MHFW� KHDGLQJ���Polymerase Chain Reaction, Reverse Trans-
criptase Polymerase Chain Reaction, Molecular Diagnostic 
Techniques, Blotting Western, Microarray Analysis, Cattle, 
Babesia y Babesia bovis.

$O�UHDOL]DU� OD�E~VTXHGD�VH�REWXYLHURQ�����DUWtFX-
ORV�UHODFLRQDGRV�FRQ�ODV�SDODEUDV�FODYH�\�VH�H[FOX\HURQ�
aquellos artículos que empleaban técnicas moleculares 
para el diagnóstico en bovinos de otras especies de Ba-
besia o en los que se evaluaba la infección en animales 
silvestres, los que hacían referencia a comparación de 
genomas sin una aplicación diagnóstica, y los artículos 
en los que sólo se realizaba detección en garrapatas 
o en cepas cultivadas sin incluir bovinos con infec-
FLyQ�QDWXUDO��WDPELpQ�VH�H[FOX\HURQ�DTXHOORV�DUWtFXORV�
TXH�KDFtDQ�UHIHUHQFLD�D�SHUÀOHV�GH�H[SUHVLyQ�JpQLFD��\�
aquellos para evaluar efectividad posvacunación.

Teniendo en cuenta los anteriores criterios, se ana-
OL]DURQ���� DUWtFXORV��$OJXQRV�GHVFULEtDQ�PiV�GH�XQD�
WpFQLFD�PROHFXODU�����KLFLHURQ�UHIHUHQFLD�D�OD�5HDFFLyQ�
HQ�&DGHQD�GH�OD�3ROLPHUDVD��3&5��GHO�LQJOpV�Polymerase 
Chain Reaction�� FRPR�PpWRGR� GLDJQyVWLFR�� �� DO�5/%�
�GHO�LQJOpV�Reverse Line Blotting���XQR�D�OD�DPSOLÀFDFLyQ�
LVRWpUPLFD��/$03��GHO� LQJOpV�Loop-Mediated Isothermal 
$PSOLÀFDWLRQ��\�RWUR�DO�:HVWHUQ�%ORW��7DEOD���.

RESULTADOS

TÉCNICAS MOLECULARES

Entre las diversas técnicas moleculares que se emplea-
ron en los estudios para el diagnóstico de infecciones 
bovinas por B. bovis y B. bigemina se destacaron la PCR 
y sus variantes7-28� \� HO�5/%�19, 21, 23, 29-33 otras técnicas 
HPSOHDGDV� HQ� PHQRU� SURSRUFLyQ� IXHURQ� OD� DPSOLÀ-
FDFLyQ�LVRWpUPLFD�R�/$03��GHO� LQJOpV��Loop Mediated 

,VRWKHUPDO�$PSOLÀFDWLRQ��16�\�HO�:HVWHUQ�%ORW��:%��34 A 
continuación, se presenta una breve descripción de 
cada técnica molecular incluida en la revisión, sus apli-
caciones en el diagnóstico de infecciones bovinas por 
estos hemoparásitos y algunos aspectos que deben 
considerarse para su correcta aplicación.

�� 3&5� &RQYHQFLRQDO�� 3HUPLWH� OD� DPSOLÀFDFLyQ�
GH� XQD� VHFXHQFLD� GH� iFLGR� GHVR[LUULERQXFOHLFR�
�$'1��HVSHFtÀFD�HQ�XQD�PXHVWUD�FRPSOHMD�GH�PD-
terial genético a partir del uso de oligonucleótidos 
TXH�ÁDQTXHDQ�OD�UHJLyQ�GH�LQWHUpV�35

 Esta técnica se ha empleado para el diagnóstico 
de especies de Babesia que infectan bovinos y la 
detección de cepas provenientes de diferentes re-
giones del mundo �)LJXUD� ��.7-9, 27 Así mismo, se 
ha evaluado su uso con diferentes marcadores 
moleculares, entre los cuales se destacan genes 
TXH�FRGLÀFDQ�SDUD�HO�51$�GH�VXEXQLGDGHV�ULER-
somales de B. bovis y B. bigemina,9,14,15,23 así como el 
fragmento de restricción de Spel–Aval, para esta 
~OWLPD�HVSHFLH�20,26,28 entre otros genes. En la Tabla 
� se presenta una descripción de las características 
de las técnicas diferentes técnicas moleculares que 
se evaluaron en cada estudio.

 Con el propósito de mejorar el rendimiento, la es-
SHFLÀFLGDG�R�DGDSWDUVH�D�GHWHUPLQDGDV�FRQGLFLRQHV��
KDQ� VXUJLGR�QXPHURVDV�PRGLÀFDFLRQHV� GH� OD�3&5�
convencional. A continuación se comentan las va-
riantes que se emplearon en los estudios para el 
diagnóstico de la Babesiosis por B. bovis y B. bigemina.

�� 3&5�HQ�7LHPSR�5HDO��La principal característica 
GH�OD�WpFQLFD�HV�TXH�SHUPLWH�FXDQWLÀFDU�OD�FDQWLGDG�
de ADN o ARN presente en una muestra, para 
ello se realizan adaptaciones tales como el uso 
GH�ÁXRURFURPRV�\�GH� VRQGDV�HVSHFtÀFDV�GXUDQ-
WH� HO�SURFHVR�GH�DPSOLÀFDFLyQ�� HO� WHUPRFLFODGRU�
está conectado a un computador y el resultado 
VH�REVHUYD�FRPR�XQD�FXUYD�GH�DPSOLÀFDFLyQ�HQ�
XQ�VRIWZDUH�HVSHFtÀFR�GH�FDGD�HTXLSR�36 A partir 
GH�pVWD�VH�KDQ�GHWHFWDGR�\�FXDQWLÀFDGR�SDUDVLWH-
mias de B. bovis DPSOLÀFDQGR�ORV�JHQHV�PVD�F�22 
citocromo B12,13�\���6�U51$�17 y para B. bigemina 
se han utilizado los genes citocromo B12,13�\���6�
rRNA.17 Los sistemas que se emplearon para la 
FXDQWLÀFDFLyQ�GH� ORV�DPSOLÀFDGRV�IXHURQ�6<%5�
Green12,22 y TaqMan.13,17
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�� 3&5�$QLGDGD� El objetivo de la PCR anidada es 
LQFUHPHQWDU� OD� HVSHFLÀFLGDG� \� HO� OtPLWH�GH�GHWHF-
ción. La reacción comprende dos rondas de ampli-
ÀFDFLyQ��FDGD�XQD�FRQ�GLIHUHQWHV�SDUHV�GH�ROLJRQX-
FOHyWLGRV��HO�VHJXQGR�SDU�VH�XQLUi�D�XQD�VHFXHQFLD�
LQWHUQD�GHO�SURGXFWR�DPSOLÀFDGR�HQ�OD�SULPHUD�UH-
acción, obteniéndose productos de PCR más cor-
WRV��SHUR�PiV�HVSHFtÀFRV�37 Esta técnica se ha eva-
luado para el diagnóstico de B. bigemina a partir de 
OD�DPSOLÀFDFLyQ�GHO�B. bigemina�U5$3���&7�67524 

y del fragmento de restricción Spel–Aval16,20 y para 
B. bovis�VH�KD�HYDOXDGR�OD�DPSOLÀFDFLyQ�GH�ORV�JHQHV�
6%3���GHO�LQJOpV�Spherical Body Protein ����%9�����\�
%9������5$3���7,8 el fragmento recombinante B. 
ERYLV�U5$3���&7�67524 y otros. 

� 0DUWLQV�\�FROV���HYDOXDURQ�OD�DPSOLÀFDFLyQ�GHO�IUDJ-
mento de restricción Spel–Aval de B. bigemina y del 
IUDJPHQWR� ���� ES� GH�B. bovis, empleando ADN 
SROLPHUDVD� GH� LQLFLR� FDOLHQWH� �HQ� LQJOpV�Hot Start 
3&5���FRQ�HO�REMHWLYR�GH�GLVPLQXLU� ODV�DPSOLÀFD-

Figura 1. Ubicación geográ!ca de los estudios en los cuales se han
empleado las técnicas moleculares de detección de babesias bovinas.

Técnica molecular Referencia Símbolo

PCR convencional
AbouLaila y cols.,7 AbouLaila y cols.,8 Adham y cols.,9 Altangerel y cols.,10 Awad y cols.,11 Buling y cols.,12 Durrani y 
cols.,14 Hilpertshauser y cols.,15 Iseki y cols.,16 Martins y cols.,18 Martins y cols.,19 Oliveira y cols.,20 Petrigh y cols.,21 Ra-
mos y cols.,22 Salih y cols.,23 Tsai y cols.,26 Wilkowsky y cols.,27 Yamada y cols.28

PCR animada AbouLaila y cols.,7 AbouLaila y cols.,8 Iseki y cols.,16 Kim y cols.,17 Martins y cols.,18 Oliveira y cols.,20 Simuunza y cols.25

PCR semianimada Awad y cols.,11 Martins y cols.,18 Martins y cols.,19 Simuunza y cols.25

PCR en tiempo real Buling y cols.,12 Criado-Fornelio y cols.,13 Kim y cols.,17 Ramos y cols.,22 Martins y cols.,19 Salih y cols.,23 Altay y cols.,29 
García-Sanmartín y cols.,30 M’ghirbi y cols.,31 Silva y cols.,32 Salih y cols.33

Western blot Borgonio y cols.34

LAMP Iseki y cols.16
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Tabla 2. Técnicas moleculares empleadas y genes blanco utilizados
para la ampli!cación de ácidos nucleicos de B. bovis y B. bigemina.

Continúa.

Técnica Especie Marcador molecular Métodos de extracción Autores

PC
R 

co
nv

en
ci

on
al

B. bovis

SBP2, RAP-17 BV5650 y 
BV89708, Gen SSrRNA9, Gen 
babesipsina11,18,19, Citocromo 
B12,22, Gen Subunidad riboso-
mal rRNA 18S12,23, Gen SSU-
rRNA14, Apocitocromo B26, 
Minisatélites de p200, TRAP, 
desmoyokina, Bv80/Bb-1 y 
antígeno 327.

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIA-
GEN)7,8,16, Wizard Genomic DNA Pu-
ri!cation Kit9, Proteinasa K11,18,19,27, 
Qiagen Flexi Gene kit (QIAGEN)12, 
DNA Extraction Kit (PUREGENE®)14, 
SepaGene (Sanko Junyaku Co., 
Ltd)16, Easy DNA kit (Invitrogen)22, 
DNeasy® Tissue kit (Qiagen)23,26.

AbouLaila y cols.,7 AbouLaila 
y cols.,8 Adham y cols.,9 Awad 
y cols.,11 Buling y cols.,12 Du-
rrani y cols.,14 Iseki y cols.,16 
Martins y cols.,18 Martins y 
cols.,19 Ramos y cols.,22 Salih y 
cols.,23 Tsai y cols.,26 Wilkows-
ky y cols.27

B. bigemina

Gen SSrRNA9, Gen 200kDa10, 
Gen babesipsina11,18, Citocro-
mo B12, Fragmento de restric-
ción de Spel–Aval20,26,28, Gen 
SSU rRNA14, Gen Subunidad 
ribosomal rRNA 18S12,15,23, 
Rap-1a.

Wizard Genomic DNA Puri!cation 
Kit9,28, QIAamp DNA Blood Mini-
Kit10,16, Proteinasa K11,18,19, Blood-
spin kit (MOBIO)12, QIAGEN Flexi 
Gene kit (QIAGEN)12, DNA Extrac-
tion Kit (PUREGENE®)14, QiaampD-
NA blood kit (Qiagen)15, SepaGene 
(Sanko Junyaku Co., Ltd)16, GFXTM 
kit (Genomic Blood DNA Puri!ca-
tion kit, GE Health Care)20, DNeasy® 
Tissue kit (Qiagen)23,26.

Adham y cols.9 Altangerel y 
cols.,10 Awad y cols.,11 Buling 
y cols.,12 Durrani y cols.,14 Hil-
pertshauser y cols.,15 Iseki y 
cols.,16 Martins y cols.,18 Mar-
tins y cols.,19 Oliveira y cols.,20 
Petrigh y cols.,21 Salih y cols.,23 
Tsai y cols.,26 Yamada y cols.28

PC
R 

en
 ti

em
po

 re
al

B.bovis

Citocromo B12,13, Gen 18S 
rRNA12,17, msa2c22.

Blood-spin kit (MOBIO)12,13, QIAGEN 
Flexi, Gene kit (QIAGEN)12,13, Blood 
Archive Pure Kit (5 Prime)13, GenElu-
te Mammalian Genomic DNAMini-
prep Kit (Sigma–Aldrich)13, Genomic 
DNA extraction Kit (Real Biotech)13, 
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIA-
GEN)17, Easy DNA kit (Invitrogen)22.

Buling y cols.,12 Criado-For-
nelio y cols.,13 Kim y cols.,17 
Ramos y cols.22

B. bigemina

Citocromo B12,13, Gen 18S 
rRNA12,17

Blood-spin kit (MOBIO)12,13, QIA-
GEN Flexi Gene kit, (QIAGEN)12, 13, 
Blood Archive Pure Kit (5 Prime)13, 
GenElute Mammalian Genomic 
DNAMiniprep Kit (Sigma–Aldrich)13, 
Genomic DNA extraction Kit (Real 
Biotech)13, QIAamp DNA Blood Mini 
Kit (QIAGEN)17.

Buling y cols.,12 Criado-Forne-
lio y cols.,13 Kim y cols.17

PC
R 

an
id

ad
a

B.bovis

SBP2 y RAP-1, BV5650 
y BV89707,8, Fragmento 
291bp16,18, B. bovis-rap-1/CT-
STR (24)

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIA-
GEN).7,8,16,17, Proteinasa K18, Purege-
ne DNA Puri!cation System Blood 
KitTM (Gentra/ Qiagen)24.

AbouLaila y cols.,7,8 Iseki y 
cols.,16 Kim y cols.,17 Martins y 
cols.,18 Silva y cols.24

B. bigemina

Fragmento de restricción de 
Spel–Aval16,18,20, B. bigemina-
rap-1/CT-STR, Rap-124.

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIA-
GEN)16,17, Proteinasa K18, GFXTM kit 
(Genomic Blood DNA Puri!cation 
kit, GE Health Care)20, Puregene 
DNA Puri!cation System Blood 
KitTM (Gentra/ Qiagen)24

Iseki y cols.,16 Kim y cols.,17 
Martins y cols.,18 Oliveira y 
cols.,20 Silva y cols.24
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Continuación de la Tabla 2.

Técnica Especie Marcador molecular Métodos de extracción Autores

PC
R

se
m

ia
ni

da
da B. bovis Gen babesipsin11,18,19, Gen 

16S rRNA25.
Proteinasa K11,18,19, Harris Micro-
punchTM (Whatman)25.

Awad y cols.,11 Martins y 
cols.,18,19 Simuunza y cols.25

B. bigemina
Gen babesipsin11,18,19, Gen 
16S rRNA25, Proteinasa K18,19.

Harris Micro-punchTM (What-
man)25.

Awad y cols.,11 Martins y 
cols.,18,19 Simuunza y cols.25

Am
pl

i!
ca

ci
ón

 
is

ot
ér

m
ic

a B. bovis
Gen rap-116 QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIA-

GEN)16, SepaGene (Sanko Junyaku 
Co., Ltd)16.

Iseki y cols.16

B. bigemina
Gen rap-116 QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIA-

GEN)16, SepaGene (Sanko Junyaku 
Co., Ltd)16.

Iseki y cols.16

RL
B

B. bovis

Gen 18S rRNA19,23,30-32 Proteinasa K19, QIAamp DNA Mini 
kit DNeasy® Tissue kit (Qiagen)23, 
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen)30, 
QIAGEN Kit DNA31, PuregeneTM 
(Gentra/Qiagen)32.

Martins y cols.,19 Salih y 
cols.,23 García-Sanmartín y 
cols.,30 M’ghirbi y cols.,31 Silva 
y cols.32

B. bigemina

Gen 18S rRNA (19, 21, 23, 29-
33)

Proteinasa K19,29 DNeasy® Tissue kit 
(Qiagen)23,33, (QIAamp DNA Mini kit 
(Qiagen)30, QIAGEN Kit DNA31, Pure-
geneTM (Gentra/Qiagen)32.

Altay y cols.,29 García-San-
martín y cols.,30 Martins y 
cols.,19 Salih y cols.,23 Petrigh y 
cols.,21 M’ghirbi y cols.,31 Silva 
y cols.,32 Salih y cols.33

W
es

te
rn

 
Bl

ot B. bovis
MSA-1, MSA-2c34 Fenol cloroformo34 Borgonio y cols.34

FLRQHV�LQHVSHFtÀFDV�GXUDQWH�ORV�SULPHURV�FLFORV�GH�
la reacción.18

�� 3&5� 6HPLDQLGDGD��Es similar a la PCR anida-
da, sólo que en la segunda PCR uno de los oli-
gonicleótidos fue empleado en la primera PCR.38 
Martins y cols.,18�\�$ZDG�\�FROV��11 emplearon esta 
técnica con una ADN polimerasa de punto ca-
OLHQWH� SDUD� OD� DPSOLÀFDFLyQ� GH� XQ� IUDJPHQWR� GHO�
gen Babesipsina de B. bovis y B. bigemina y para cada 
HVSHFLH� REWXYLHURQ� XQ� DPSOLÀFDGR� GH� ���ES� \�
���ES��UHVSHFWLYDPHQWH�11,18 Por su parte, Simuuni-
]D�\�FROV���HYDOXDURQ�OD�DPSOLÀFDFLyQ�GHO�JHQ�TXH�
FRGLÀFD�SDUD�HO�$51�ULERVRPDO���6�U51$�25

 
Otras técnicas que se han empleado para el diagnósti-
co molecular de estas especies de Babesia��VRQ��

�� $PSOLÀFDFLyQ� LVRWpUPLFD� ��/$03� Es un mé-
WRGR� GH� DPSOLÀFDFLyQ� GH� iFLGRV� QXFOHLFRV� EDMR�
condiciones isotérmicas con temperaturas prome-
GLR�GH� ���&�� HPSOHiQGRVH�SROLPHUDVDV� FRQ� JUDQ�
actividad de desplazamiento de cadena39,40 y por lo 
tanto, no se utilizan termocicladores. Para llevar a 
FDER� OD�UHDFFLyQ��VH�HPSOHDQ�P~OWLSOHV� MXHJRV�GH�
ROLJRQXFOHyWLGRV� \� HOOR� OH� FRQÀHUH�PD\RU� HVSHFL-
ÀFLGDG�D� OD�UHDFFLyQ�39 Esta técnica fue empleada 
por Iseki y cols., para el diagnóstico de B. bovis y B. 
bigemina�D�SDUWLU�GH�OD�DPSOLÀFDFLyQ�GH�VHFXHQFLDV�
HVSHFtÀFDV� GHO�*HQ� UDS��� GH� FDGD� HVSHFLH�� \� HOOD�
permitió el diagnóstico de ganado bovino natural-
mente infectado en regiones de Ghana y Zambia.16

�� 5HYHUVH� /LQH� %ORWWLQJ� �5/%�� Este método 
FRPELQD� OD� DPSOLÀFDFLyQ� SRU� 3&5� \� OD� KLEULGD-
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ción, para ello, se emplean oligonucleótidos de 
FDSWXUD�HVSHFtÀFRV��VHFXHQFLDV�JpQHUR�HVSHFtÀFDV�
\�R�HVSHFLH�HVSHFtÀFDV��FRYDOHQWHPHQWH�XQLGRV�D�
una membrana de nylon o nitrocelulosa y produc-
tos de PCR de la región de interés marcados con 
biotina. La hibridación se detecta por la adición 
de estreptavidina conjugada con una enzima y un 
sustrato colorimétrico.41

 El marcador molecular empleado es la región hi-
SHUYDULDEOH� 9�� GH� OD� VXEXQLGDG� ��6� GHO� U51$��
dado que combina tanto regiones conservadas 
HQWUH� HVSHFLHV� TXH� VH� DPSOLÀFDQ�SRU�3&5� FRPR�
UHJLRQHV�YDULDEOHV�SDUD� ODV�FXDOHV�VH�GLVHxDQ�VRQ-
GDV�HVSHFtÀFDV�SDUD�FDGD�XQD�GH�ODV�HVSHFLHV�TXH�VH�
GHVHD�LGHQWLÀFDU�29,31 Todas las PCR de las muestras 
SRVLWLYDV�KLEULGDURQ�FRQ�OD�VRQGD�JpQHUR�HVSHFtÀ-
ca, sin embargo, algunas de ellas no presentaron 
VHxDO�FRQ�VRQGDV�HVSHFLH�HVSHFtÀFDV19,21 y cuando 
VH�VHFXHQFLDURQ�ORV�IUDJPHQWRV��VH�FRQÀUPDURQ�ORV�
resultados obtenidos por RLB a través de BLAST 
con las secuencias disponibles en GenBank®.19,23,31

�� :HVWHUQ� %ORW�� 3HUPLWH� OD� LGHQWLÀFDFLyQ� GH� XQD�
SURWHtQD�HVSHFtÀFD�SUHVHQWH�HQ�XQD�PH]FOD�FRP-
SOHMD�D�WUDYpV�GH�OD�XQLyQ�HVSHFtÀFD�GH�XQ�DQWLFXHU-
po con la proteína a estudiar. Para ello, las mues-
tras se someten a electroforesis en gel con SDS 
�'RGHFLOVXOIDWR�VyGLFR���VH�WUDQVÀHUHQ�D�XQD�PHP-
brana en donde se agrega ya sea un anticuerpo di-
UHFWDPHQWH�PDUFDGR�R�GRV��XQR�HVSHFtÀFR�SDUD�OD�
proteína y el otro marcado. La lectura se realiza 
evaluando la presencia de diferentes bandas en la 
membrana.35,37�%RUJRQL�\�FROV���HQ������GLVHxDURQ�
XQ�:HVWHUQ�%ORW�SDUD� OD� LGHQWLÀFDFLyQ�GH�06$���
\�06$��F�GH�B. bovis, lo aplicaron en cepas aisla-
GDV�GH�GLIHUHQWHV�UHJLRQHV�GH�0p[LFR�\�REVHUYDURQ�
PD\RU�FRQVHUYDFLyQ�GH�OD�SURWHtQD�06$��F�HQWUH�
los aislados.34

Utilidad de las prUebas molecUlares

en la detección de babesias bovinas

En conjunto, los estudios de ADN y ARN son muy 
valiosos para la investigación biológica, gracias a que 
SHUPLWHQ�GHWHFWDU��LGHQWLÀFDU��FDUDFWHUL]DU�\�R�FXDQWL-
ÀFDU�OD�FDUJD�SDUDVLWDULD��DVt�PLVPR��SHUPLWHQ�OD�LPSOH-
mentación de estrategias de control de infecciones.42 
En general, las técnicas moleculares que se incluyeron 
HQ�HVWD�UHYLVLyQ�SUHVHQWDURQ�XQ�EXHQ�GHVHPSHxR�SDUD�

el diagnóstico de infecciones en bovinos por B. bovis 
y B. bigemina y fueron más sensibles que los métodos 
microscópicos y serológicos,10,14,26 tal como lo demos-
traron Durrani y cols.,14 quienes encontraron que la 
3&5�FRQYHQFLRQDO�WLHQH�PD\RU�VHQVLELOLGDG��HVSHFLÀ-
cidad, valores pronósticos positivos y negativos que el 
H[DPHQ�PLFURVFySLFR�GH�ORV�IURWLV�VDQJXtQHRV�SDUD�HO�
diagnóstico de hemoparásitos como Babesia spp.14 Así 
mismo, Altangerel y cols.,10 no obtuvieron positividad 
en ninguna muestra al analizar los frotis sanguíneos, 
PLHQWUDV�TXH�HO�����\�����IXHURQ�SRVLWLYDV�SRU�(/,-
SA y por PCR, respectivamente. Entre las modalida-
des de PCR se observaron diferencias en los límites de 
detección, como otras diferencias que son inherentes 
a cada prueba.10 En la 7DEOD���se resumen las principa-
les utilidades de cada técnica molecular. 

límite de detección de las prUebas

y posibilidad de cUantificación

'DGD�VX�JUDQ�FDSDFLGDG�GH�DPSOLÀFDU�SHTXHxDV�FDQ-
tidades de ácidos nucleicos, en los estudios se de-
mostró que la PCR es capaz de detectar infecciones 
WHPSUDQDV� R� TXH� FXUVDQ� FRQ� EDMDV� SDUDVLWHPLDV�9,10 
sin embargo, entre sus variantes pueden observarse 
GLIHUHQFLDV�HQ� ORV� OtPLWHV�GH�GHWHFFLyQ��SRU�HMHPSOR��
los de la PCR anidada son superiores a los de la PCR 
convencional7,20 y a su vez los límites de detección de 
OD�DPSOLÀFDFLyQ�LVRWpUPLFD�VRQ�VXSHULRUHV�D�ORV�GH�OD�
PCR anidada.16

De igual forma, se ha demostrado que el uso de 
RLB en el diagnóstico de estas infecciones es de 
JUDQ� D\XGD�SDUD� LGHQWLÀFDU�SHTXHxDV� FDQWLGDGHV�GH�
ADN,23,29,31�VXSHUDQGR�OD�VHQVLELOLGDG�GHO�H[DPHQ�PL-
FURVFySLFR�FRQ�XQ�DXPHQWR�HQWUH�HO�����\�����GHO�
Q~PHUR�GH�PXHVWUDV�SRVLWLYDV�23,30,31 también supera 
la sensibilidad de pruebas serológicas33 e incluso, de 
la PCR,21� SRU� OR� TXH� SHUPLWHQ� LGHQWLÀFDU� LQIHFFLR-
nes agudas, crónicas y el estado de portador.21,23,29-33 
En contraste, Silva y cols., sugieren que esta prueba 
QR�HV�OR�VXÀFLHQWHPHQWH�VHQVLEOH�SDUD�GHWHFWDU�EDMDV�
parasitemias de B. bovis y B. bigemina, ya que algunas 
muestras positivas por PCR anidada, resultaron ne-
gativas por RLB.32

capacidad de diferenciar entre

especies en Una sola prUeba

/D�XWLOL]DFLyQ�GH�P~OWLSOHV� MXHJRV�GH�ROLJRQXFOHyWL-
GRV�HQ�OD�DPSOLÀFDFLyQ�LVRWpUPLFD�\�OD�SRVWHULRU�GL-

Guevara A., Rivas J., Ríos O.
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JHVWLyQ�GH� ORV�SURGXFWRV�DPSOLÀFDGRV�SRU�HQ]LPDV�
de restricción, permiten la diferenciación entre B. 
bovis y B. bigemina.16 

Por otra parte, los RLB se posicionan como una 
técnica de gran utilidad para detectar y discriminar 
entre especies de Babesia y de otros piroplasmas 
como Theileria spp y Anaplasma spp cuando se em-
plean diferentes sondas, además no se requiere la se-
cuenciación de los productos y es posible distinguir 
la co-infección de una muestra por diferentes grupos 
genómicos.19,23,29-33

CONSIDERACIONES TÉCNICAS PARA LA APLICACIÓN

DE LAS PRUEBAS MOLECULARES

Entre los inconvenientes de la aplicación de las téc-
QLFDV� PROHFXODUHV� VH� HQFXHQWUDQ� OD� GLÀFXOWDG� SDUD�
H[WUDHU� ORV� iFLGRV� QXFOHLFRV� GH� DOJXQRV� VXVWUDWRV��
la presencia de inhibidores de la ADN polimerasa 
y limitaciones para su aplicación en el campo.42 La 
PDQLSXODFLyQ� GHO� $51� HQ� SDUWLFXODU� SUHVHQWD� GLÀ-
cultades debido a que se degrada fácilmente por las 
RNasas presentes en la piel y por temperaturas su-
SHULRUHV�D���&�43

Hechos Microbiol. 2011; 2(2); 65-78.

Tabla 3. Utilidad de las técnicas moleculares.

Técnica Ventajas Autores

PCR
convencional

Mayor e!cacia en detección de Babesia sp. en comparación con microsco-
pia óptica.
Permiten la detección de bajas parasitemias. 
Aplicable a cepas de diferentes regiones geográ!cas.

Adham y cols.,9 Wilkowsky 
y cols.,27 AbouLaila y cols.,7,8 
Salih y cols.,23 Durrani y 
cols.14

PCR en
tiempo real

Bajos porcentajes de variación intra ensayo e interensayo.
Permite cuanti!car las parasitemias.
Permite el diagnóstico en animales que están iniciando la fase de la infec-
ción o en los animales portadores.
Puede aplicarse para seguimiento clínico.
Límite de detección menor que el de una PCR convencional.

Buling y cols.,12 Criado-For-
nelio y cols.,13 Kim y cols.17

PCR
anidada

Permiten la detección de bajas parasitemias.
Permite el diagnóstico en animales que están iniciando la fase de la infec-
ción o en los animales portadores.
Permite la detección del parásito en los primeros días después de la vacu-
nación.

AbouLaila y cols.,7,8 Silva y 
cols.,24 Petrigh y cols.21

PCR semi
anidada

Mejora la detección de muestras positivas con respecto a la PCR conven-
cional.

Martins y cols.18,19

Ampli!ca-
ción isotér-
mica

No se requieren termocicladores.
Visualización directa de los resultados.
Límite de detección supera al de la PCR convencional.

Iseki y cols.16

RLB

Mayor e!cacia en detección de Babesia sp. en comparación con microsco-
pía óptica, estudios serológicos y PCR.
Permite el diagnóstico simultáneo de infecciones por varias especies de 
Babesia.
Permite el diagnóstico de infecciones subclínicas.
Útil para realizar estudios epidemiológicos.

García-Sanmartín y cols.,30 
M’ghirbi y cols.,31 Petrigh y 
cols.,21 Salih y cols.,23,33 Silva 
y cols.32

Western Blot
Permite realizar diagnóstico de especie a través de la identi!cación de un 
antígeno especí!co

Borgonio y cols.34
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Uno de los principales inconvenientes de la PCR 
FRQYHQFLRQDO��OD�3&5�DQLGDGD��G~SOH[�\�RWUDV�YDULDQ-
tes, es que se requieren sistemas adicionales para vi-
VXDOL]DU� OD� UHJLyQ� DPSOLÀFDGD�� FRPR� OR� VRQ� HO� HTXL-
pamiento para la electroforesis en gel de agarosa y la 
FiPDUD� GH� OX]�89�7,10 además, se requiere el uso de 
agentes intercalantes de DNA para observar la reac-
ción, uno de ellos es el bromuro de etidio, una sustan-
FLD�Wy[LFD�\�FRQ�HIHFWRV�FDUFLQRJpQLFRV�37

Así mismo, es necesaria la estandarización del 
SURFHGLPLHQWR�� ODV� WHPSHUDWXUDV� GH� DOLQHDPLHQWR� GH�
los oligonucleótidos, la concentración de magnesio, 
las concentraciones de oligonucleótidos y otros pa-
rámetros para obtener el mejor rendimiento de estas 
pruebas moleculares.9,12 Por ejemplo, Martins y cols.,18 
REVHUYDURQ�TXH�DO�DPSOLÀFDU�HO�IUDJPHQWR�GH�UHVWULF-
ción Spel–Aval para B. bigemina�\�HO�IUDJPHQWR�GH�����
bp para B. bovis�SRU�3&5�DQLGDGD��VH�REWHQtD�DPSOLÀ-
cación tanto de las regiones de interés como de algu-
QRV�IUDJPHQWRV�LQHVSHFtÀFRV�GH�LJXDO�SHVR�PROHFXODU�
y si se reducía a la mitad el volumen de ácido nucleico 
molde que usaban para la reacción, se disminuía el 
SRUFHQWDMH�GH�DPSOLÀFDFLRQHV�LQHVSHFtÀFDV��

Al comparar la PCR convencional con la PCR ani-
dada, la primera tiene una gran ventaja en cuanto a 
tiempo y a costos,21� DXQTXH� HVWD� ~OWLPD� WLHQH�PD\RU�
HVSHFLÀFLGDG�\�HO�OtPLWH�GH�GHWHFFLyQ�SXHGH�VXSHUDU�DO�
de la primera, por lo que cada laboratorio clínico debe 
GHÀQLU�FXiO�GH�ODV�GRV�YD�D�LPSOHPHQWDU�FRQ�EDVH�HQ�
las necesidades de la región. 

(Q� FRQWUDVWH�� ODV� DPSOLÀFDFLRQHV� LVRWpUPLFDV� QR�
requieren equipamiento especial, dado que al emplear 
el sistema de polimerasa con gran actividad de des-
plazamiento de cadena, es innecesario el uso de ter-
PRFLFODGRUHV�� DGHPiV�� JUDFLDV� D� VX� DOWD� HÀFLHQFLD� HQ�
OD�DPSOLÀFDFLyQ��VH�SURGXFH�XQ�SUHFLSLWDGR�EODQFR�DO�
ÀQDO�GH�OD�UHDFFLyQ�R�VH�GLVHxDQ�RWURV�VLVWHPDV�SDUD�YL-
VXDOL]DU�HO�DPSOLÀFDGR�\�QR�VH�UHTXLHUHQ�HTXLSRV�DGL-
FLRQDOHV�FRPR�FiPDUD�GH�HOHFWURIRUHVLV�SDUD�YHULÀFDU�
VL�KXER�DPSOLÀFDFLyQ��SRU�OR�FXDO�VH�SRVLFLRQD�FRPR�
una prueba simple, costo-efectiva y rápida.16

Para la aplicación del RLB, debe incluirse una son-
da que reconozca el género del microorganismo y otra 
TXH�VHD�HVSHFLH�HVSHFtÀFD��(Q�FDVR�TXH�QR�VH�LGHQWL-
ÀTXH� OD� HVSHFLH�� SXHGH� GHEHUVH� D� TXH� QR� VH� LQFOX\D�
una sonda para esta, se trate de una especie no reco-
QRFLGD�SUHYLDPHQWH��GH�XQ�SROLPRUÀVPR�QR�FDUDFWH-
rizado o de un animal con parasitemias tan bajas que 

UHVXOWDQ�LQGHWHFWDEOHV�SRU�5/%�19,21,32 por lo tanto, para 
LQVWDXUDU�HVWD� WpFQLFD�HQ�XQD�]RQD�JHRJUiÀFD��GHEHQ�
conocerse las especies circulantes y, cuando se desee 
emplear para estudios epidemiológicos, se requiere el 
conocimiento previo de la diversidad genética de las 
FHSDV�R�HO�GLVHxR�GH�XQ�HVWXGLR�HQ�HO�FXDO�VH�HYDO~H�
dicha diversidad. 

Entre las desventajas de la aplicación del Western 
Blot se encuentra su elevado costo económico, tiem-
po prolongado de procesamiento y la necesidad de 
personal adiestrado. Así mismo, se presenta variabi-
lidad en la reactividad de las bandas, diferente valor 
pronóstico de las mismas y subjetividad en la lectu-
UD��HQ�HVWRV�FDVRV�VH�UHFRPLHQGD�UHDOL]DU�RWUD�SUXHED�
como la PCR o repetir el ensayo en un mes, porque 
SXHGHQ� HVWDU� JHQHUDQGR� UHDFFLRQHV� FUX]DGDV�44 sin 
embargo, se requiere de más estudios en los cuales se 
HYDO~H�HVWD�WpFQLFD�SDUD�SRGHU�GHWHUPLQDU�FRQ�PD\RU�
certeza las ventajas y desventajas de su aplicación para 
el diagnóstico de babesiosis bovina. 

DISCUSIÓN

La importancia de la implementación de técnicas con 
FDSDFLGDG�SDUD�LGHQWLÀFDU�XQ�EDMR�Q~PHUR�GH�SDUiVLWRV��
radica en que son comunes las infecciones subclínicas, 
ORV�SRUWDGRUHV�FUyQLFRV�\�ODV�ÁXFWXDFLRQHV�HQ�OD�SDUDVL-
WHPLD��SRU�OR�WDQWR��DOJXQRV�GH�HVWRV�ERYLQRV�QR�UHFLEHQ�
el tratamiento adecuado y se constituyen en una fuente 
GH� LQIHFFLyQ�D�WUDYpV�GH� ODV�JDUUDSDWDV�� LQÁX\HQGR�GL-
rectamente en la epidemiología de la enfermedad.23,29

En este sentido, las técnicas moleculares son de 
especial interés para el diagnóstico veterinario, porque 
tienen la capacidad de detectar infecciones con bajas 
SDUDVLWHPLDV�� FRQ� XQD� JUDQ� VHQVLELOLGDG� \� HVSHFLÀFL-
GDG�� 6X� DOWR� OtPLWH� GH� GHWHFFLyQ� SHUPLWH� LGHQWLÀFDU�
ácidos nucleicos en muestras muy diluidas, su especi-
ÀFLGDG�SHUPLWH�GLVWLQJXLU�HQWUH�RUJDQLVPRV�EDViQGRVH�
en diferencias en sus genotipos, y desde el punto de 
vista de seguridad, no se requiere el aislamiento del 
agente infeccioso. Además, también se aplican en la 
investigación de la biología de los microorganismos, 
HVWXGLRV� HSLGHPLROyJLFRV�� ÀORJHQpWLFRV�� HQ� HO� GHVD-
rrollo de vacunas y en la evaluación de los animales 
después de la inmunización.42,45

La PCR es una técnica molecular ampliamente im-
plementada en el campo investigativo y poco a poco 

Guevara A., Rivas J., Ríos O.



75

en el diagnóstico clínico. Su versatilidad, capacidad 
SDUD� DPSOLÀFDU�JHQRPDV�SUHVHQWHV�HQ�EDMDV� FRQFHQ-
traciones y los altos porcentajes de identidad de las re-
JLRQHV�DPSOLÀFDGDV�3,21�KDQ�MXVWLÀFDGR�HO�GHVDUUROOR�GH�
estudios para estandarizar los procedimientos, evaluar 
VX�GHVHPSHxR�\�FRQYHUWLUOD�HQ�XQD�SUXHED�GLDJQyVWLFD�
rutinaria en los laboratorios clínicos veterinarios. 

Es por ello, que se han evaluado variantes de la 
PCR para el diagnóstico de las babesias bovinas y se han 
REVHUYDGR�GLIHUHQFLDV�HQWUH�HOODV�� OD�3&5�DQLGDGD�\�OD�
3&5�VHPL�DQLGDGD�GH� LQLFLR�FDOLHQWH��KRW�VWDUW��VH�FD-
racterizan por presentar límites de detección superiores 
a la PCR convencional y a la hot start – PCR, respec-
tivamente,7,18 mientras que la PCR en tiempo real es la 
~QLFD�TXH�SHUPLWH�OD�FXDQWLÀFDFLyQ�GH�ODV�SDUDVLWHPLDV�12

Por otra parte, el límite de detección puede ver-
se afectado no sólo por la variante de PCR, sino por 
HO�PDUFDGRU�PROHFXODU�TXH�VH�DPSOLÀFD��$ERXL/DLOD�\�
FROV���HQ�������GHVFULELHURQ�TXH�HO�OtPLWH�GH�GHWHFFLyQ�
HV�VXSHULRU�FXDQGR�VH�DPSOLÀFD�OD�SURWHtQD�6%3���TXH�
FXDQGR�VH�DPSOLÀFD�5$3����\D�VHD�SRU�3&5�FRQYHQ-
cional o por PCR anidada,7 situación similar a la que 
VH�SUHVHQWD�FRQ�ORV�JHQHV�%9�����\�%9������VLHQGR�
VXSHULRU�HO�OtPLWH�GH�GHWHFFLyQ�FRQ�%9�����8 De igual 
forma, el porcentaje de positividad de muestras san-
JXtQHDV�ERYLQDV�YDUtD�VHJ~Q�HO�JHQ�TXH�VH�DPSOLÀTXH�7 
por ejemplo, la positividad para B. bovis es mayor con 
6%3��TXH�FRQ�5$3���7

Para la PCR en tiempo real, el límite de detección 
WDPELpQ�HVWi� LQÁXHQFLDGR�SRU�HO�PDUFDGRU�PROHFXODU��
%XOLQJ�\�FROV���������HPSOHDURQ�HO�JHQ�GH�FLWRFURPR�%�
en una PCR en tiempo real para diagnosticar B. bovis y 
B. bigemina,12�GDGR�TXH�HVWH�JHQ�SRVHH�PD\RU�Q~PHUR�GH�
copias que los genes ribosomales46 y observaron que 
mejoró el límite de detección de la prueba, por lo que se 
LGHQWLÀFDURQ�\�FXDQWLÀFDURQ�SDUDVLWHPLDV�PiV�EDMDV�HQ�
comparación con el uso de genes ribosomales.12

Situaciones como las anteriormente descritas, re-
ÁHMDQ�TXH�WDQWR�HO� OtPLWH�GH�GHWHFFLyQ��FRPR�OD�SUR-
porción de positividad en muestras de bovinos natu-
ralmente infectados con Babesia spp., son aspectos que 
deben tenerse en cuenta al momento de seleccionar 
HO�PDUFDGRU�PROHFXODU��SXHV�HO�Q~PHUR�GH�FRSLDV�GHO�
gen y la conservación de su identidad son aspectos 
SURSLRV�GH�FDGD�XQR�H�LQÁX\HQ�HQ�OD�HÀFLHQFLD�GLDJ-
nóstica de la prueba. 

Dadas las implicaciones clínicas y epidemiológicas, 
QR�VyOR�GHEH�LGHQWLÀFDUVH�OD�LQIHFFLyQ�ERYLQD�SRU�Babe-

sia sp.,14 sino que debe diferenciarse entre especies, por 
OR�FXDO�VH�KD�HYDOXDGR�OD�FDSDFLGDG�GH�P~OWLSOHV�PDU-
cadores moleculares para discriminar correctamente 
entre B. bovis y B. bigemina. Los genes que se han identi-
ÀFDGR�VyOR�HQ�XQD�HVSHFLH�FRQVWLWX\HQ�XQD�DOWHUQDWLYD�
SDUD�WDO�ÀQ��FRPR�HO�JHQ�TXH�FRGLÀFD�SDUD�OD�SURWHtQD�
6%3��GH�B. bovis, para el cual se ha reportado un nivel 
GH�LGHQWLGDG�GH������FRQ�ORV�JHQRPDV�VHFXHQFLDGRV�
GH�HVWD�HVSHFLH�\�QR�DPSOLÀFD�JHQRPDV�GH�B. bigemina�7 
WDPELpQ�VH�KD�H[SORUDGR�HO�XVR�GH�RWURV�JHQHV�FRPR�
%9�����\�%9����8 por PCR convencional y PCR ani-
GDGD�\�GH�PLQLVDWpOLWHV�GH�S�����75$3��GHVPR\RNLQD��
%Y���%E����$QWtJHQR���SRU�3&5�FRQYHQFLRQDO�27

Para lograr la diferenciación de especies, también 
se han evaluado secuencias génicas que varían entre 
HOODV��FRPR� ORV�JHQHV�TXH�FRGLÀFDQ�SDUD�HO�51$�GH�
ODV� VXEXQLGDGHV� ULERVRPDOHV�SHTXHxDV��TXH�D� VX�YH]�
tienen una alta conservación de las secuencias entre 
FHSDV�GH�OD�PLVPD�HVSHFLH�9,14 por ejemplo, las secuen-
FLDV� GH�51$�GH� VXEXQLGDGHV� ULERVRPDOHV� SHTXHxDV�
DPSOLÀFDGDV�SRU�$GKDP�\�FROV���HQ�������SUHVHQWDURQ�
XQD�LGHQWLGDG�VXSHULRU�DO�����FRQ�VHFXHQFLDV�UHSRU-
tadas en GeneBank y otras bases de datos para B. bovis 
�FyGLJRV�GH�DFFHVR�()��������()��������()��������
$<�������\�()���������\�GHO������HQ�ODV�VHFXHQFLDV�
de con las reportadas en GenBank y otras bases de 
datos para B. bigemina��FyGLJRV�GH�DFFHVR�'4��������
$<�������� '4�������� '4������� \� '4��������9 
3RU�OR�WDQWR��OD�DPSOLÀFDFLyQ�GH�UHJLRQHV�GH�ORV�JHQHV�
TXH� FRGLÀFDQ� SDUD� HO�51$� ULERVRPDO�� QR� VyOR� SHU-
mitiría el diagnóstico de la infección y diferenciación 
GH�HVSHFLHV�� VLQR�TXH�SRGUtDQ�XVDUVH�SDUD� LGHQWLÀFDU�
HVSHFLHV�HQ�GLIHUHQWHV� UHJLRQHV�JHRJUiÀFDV�9 sin em-
EDUJR��DOJXQRV�HVWXGLRV�KDQ�UHSRUWDGR�SROLPRUÀVPRV�
HQ�OD�VHFXHQFLD�,76��GHO���6U51$�HQWUH�DLVODGRV�GH�
las mismas o de diferentes cepas de B. bigemina.15 Es 
por ello, que si se toman estos genes como marcado-
res moleculares, debe analizarse cuidadosamente la se-
cuencia de los oligonucleótidos que se van a emplear, 
OD�UHJLyQ�TXH�ÁDQTXHDQ�\�OD�FRQVHUYDFLyQ�GH�pVWD�HQWUH�
cepas previamente secuenciadas. 

Así mismo, la técnica de RLB ha demostrado su 
efectividad para la diferenciación entre especies de 
Babesia e incluso para la diferenciación simultánea de 
otros hemoparásitos que afectan al ganado bovino 
como Theileria spp y Anaplasma VSS� ����� ���� ��������
(Q�SDUWLFXODU��*DUFtD�\�FROV���������LGHQWLÀFDURQ�RFKR�
especies de Babesia y Theileria tanto en infecciones in-
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GLYLGXDOHV�FRPR�HQ�LQIHFFLRQHV�PL[WDV��\D�VHD�Babesia/
Babesia, Theileria/Theileria o Babesia/Theileria.30 Ade-
PiV��OD�DSOLFDFLyQ�GH�5/%�SHUPLWH�LGHQWLÀFDU�QXHYDV�
especies de Babesia a través de las sondas que han sido 
GLVHxDGDV� SDUD� HO� JpQHUR�� JUDFLDV� D� TXH� pVWDV� JDUDQ-
tizan la detección de una especie para la cual no se 
KDEtD�LQFOXLGR�XQD�VRQGD�HVSHFtÀFD�29 De forma con-
traria, la capacidad de detección de distintas especies 
de Babesia por la PCR y sus variantes, en general es 
limitada, dado que requieren de varias reacciones para 
detectar los agentes potencialmente presentes en una 
muestra.35 Tal situación trae como consecuencia la ne-
cesidad de disponer de una cantidad considerable de 
ADN, aumentar la manipulación de las muestras y por 
lo tanto, el riesgo de contaminación. 

$�GLIHUHQFLD�GH� ORV� HVWXGLRV� DQWHULRUHV��:LONRZV-
N\� \� FROV��� ������ HYDOXDURQ� SRU� 3&5� FRQYHQFLRQDO�
PLQLVDWpOLWHV�GH�'1$�GH�S�����75$3��GHVPR\RNLQD��
%Y���%E���� $QWtJHQR� ��� TXH� DPSOLÀFDQ� HVSHFtÀFD-
mente genomas de B. bovis, pero que permiten la dife-
renciación de las cepas, a partir del análisis posterior de 
ORV�SROLPRUÀVPRV�GH�ORV�DPSOLÀFDGRV�GH�FDGD�FHSD�27 
así como también analizaron por PCR y posterior-
PHQWH�FRQ�HQ]LPDV�GH�UHVWULFFLyQ�ORV�JHQHV�PVD��D�\�
PVD�E�GH�HVWH�SDUiVLWR�47 Es así como la selección del 
PDUFDGRU�PROHFXODU� HVWi� LQÁXHQFLDGD�QR� VyOR�SRU� HO�
interés en detectar la infección, sino por la posibilidad 
GH�UHDOL]DU�VLPXOWiQHDPHQWH�HVWXGLRV�ÀORJHQpWLFRV�FRQ�
FHSDV�DLVODGDV�GH�GLIHUHQWHV�UHJLRQHV�JHRJUiÀFDV��

Una técnica empleada con menor frecuencia para 
el diagnóstico de la babesiosis es el Western Blot, 
posiblemente por los costos que representa su im-
plementación y por la disponibilidad de técnicas más 
VLPSOHV��HFRQyPLFDV�\�UiSLGDV��VLQ�HPEDUJR��RIUHFH�XQ�
GLDJQyVWLFR�GH�HVSHFLH�EDVDGR�HQ�OD�LGHQWLÀFDFLyQ�GH�
bandas que corresponden a antígenos del parásito. No 
obstante, estudios previos han reportado reacciones 
cruzadas entre las especies por la presencia de epíto-
SHV� FRPXQHV�34,48 por lo tanto, deben estandarizarse 
los marcadores moleculares empleados para asegurar 
XQD�UHSURGXFLELOLGDG�VXÀFLHQWH��$Vt�PLVPR��XQ�Q~PH-
UR�PD\RU�GH�HVWXGLRV�SHUPLWLUtDQ�LGHQWLÀFDU�\�VHOHFFLR-
nar marcadores conservados no sólo entre las diferen-
tes especies de Babesia spp. sino también que permitan 
ser implementadas en ciertas regiones en particular.

Por otra parte, se ha incursionado con técnicas me-
QRV� FRQYHQFLRQDOHV� FRPR� OD� DPSOLÀFDFLyQ� LVRWpUPL-
ca.16,39,40� ,VHNL� \� FROV��� ������ KDQ�GHPRVWUDGR�TXH� HVWD�

técnica es promisoria como herramienta diagnóstica de 
infecciones por B. bovis y B. bigemina,16 dado que es un 
PpWRGR�DOWDPHQWH�HVSHFtÀFR�DO�HPSOHDU�YDULRV� MXHJRV�
de oligonucleótidos, el límite de detección supera al de 
la PCR anidada, y además se destaca por características 
operativas como la necesidad de pocos equipos para 
realizarla y la rapidez en la obtención de resultados.16,39,40

Adicionalmente, se dispone de una gran diversidad 
GH�PpWRGRV�SDUD�UHDOL]DU�OD�H[WUDFFLyQ�\�SXULÀFDFLyQ�GH�
ácidos nucleicos, el objetivo de éstos es obtener mate-
ULDO�GH�IRUPD�VLPSOH��HÀFLHQWH�\�GH�HOHYDGD�SXUH]D��(V�
importante tener en cuenta este aspecto en la aplica-
ción de técnicas moleculares, debido a que variaciones 
HQ�OD�HÀFLHQFLD�GH�OD�OLVLV��HO�UHQGLPLHQWR�\�OD�SXUH]D�GHO�
ADN o RNA pueden afectar los resultados.42 En los 
artículos revisados, predomina el uso de kits comer-
FLDOHV�SDUD�UHDOL]DU� OD�H[WUDFFLyQ�\�SXULÀFDFLyQ�GH� ORV�
iFLGRV�QXFOHLFRV��OR�FXDO�VLPSOLÀFD�OD�H[WUDFFLyQ�\�SHU-
PLWH�UHFXSHUDU�GH�IRUPD�HÀFLHQWH�HO�PDWHULDO��FRQ�EXHQ�
UHQGLPLHQWR�\�DOWD�SXUH]D��VLQ�HPEDUJR��ORV�FRVWRV�VRQ�
elevados y en ocasiones los resultados no son homo-
géneos,49 por lo que es necesario establecer el sistema 
GH�H[WUDFFLyQ�\�SXULÀFDFLyQ�GH�iFLGRV�QXFOHLFRV�PiV�
adecuado de acuerdo con el tipo de muestra. 

En el caso de los kits de pruebas moleculares co-
PHUFLDOHV��WDPELpQ�GHEH�HYDOXDUVH�VX�GHVHPSHxR�DQWHV�
de su implementación masiva. Es así, como Petrigh y 
FROV���������UHSRUWDURQ�GHÀFLHQFLDV�HQ�XQ�NLW�FRPHUFLDO�
de RLB para detectar aislados argentinos de B. bigemi-
na,21 situación que evidencia la importancia de que en 
FDGD�ODERUDWRULR�VH�HYDO~HQ�ODV�SUXHEDV�GLVSRQLEOHV�HQ�
el mercado y seleccione la de mayor costo-efectividad.

El origen diverso de las muestras de bovinos anali-
zadas en los artículos incluidos en la presente revisión 
se correlaciona con el hecho de que la babesiosis es 
un problema generalizado para la industria ganadera. 
Las muestras provenientes de países de nuestra re-
gión7,12-14,16,17,20-23 permiten no sólo orientar la selección 
de marcadores moleculares conservados sino también 
HO�GLVHxR�GH�SUXHEDV�PROHFXODUHV�TXH�IDFLOLWHQ�OD�LGHQ-
WLÀFDFLyQ� HVSHFtÀFD� GH� ODV� HVSHFLHV� TXH� LQIHFWDQ� HQ�
Suramérica. 

3DUD�ÀQDOL]DU��ODV�DSOLFDFLRQHV�GH�ODV�WpFQLFDV�PR-
leculares van más allá del diagnóstico en bovinos,45, 47 
SRU�OR�TXH�SXHGHQ�HPSOHDUVH�SDUD�HVWXGLRV�ÀORJHQpWL-
cos y enzoóticos, estudios posteriores a la vacunación 
de hatos y por lo tanto, su estandarización e imple-
mentación abrirá nuevos horizontes en el panorama 
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clínico y epidemiológico. Así mismo, la aplicación de 
una técnica diagnóstica u otra va a depender de los 
objetivos del estudio, de la infraestructura que se dis-
ponga y de las condiciones del campo. 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. Bock R, Jackson L, de Vos A, Jorgensen W. Babesio-
sis of cattle. Parasitology. 2004;129 Suppl:S247-69.

2. Bose R, Jorgensen WK, Dalgliesh RJ, Friedho! KT, 
de Vos AJ. Current state and future trends in the diag-
nosis of babesiosis. Vet Parasitol. 1995;57(1-3):61-74.

3. Almeria S, Castella J, Ferrer D, Ortuno A, Estrada-
Pena A, Gutierrez JF. Bovine piroplasms in Minor-
ca (Balearic Islands, Spain): a comparison of PCR-
based and light microscopy detection. Vet Parasitol. 
2001;99(3):249-59.

4. Domínguez-Alpizar J, Rodríguez-Vivas I, Oura C, 
Cob-Galera L. Determinación de la especi!cidad y 
sensibilidad de las técnicas de Ensayo Inmunoenzi-
mático indirecto y de inmuno"uorescencia indirecta 
para el diagnóstico de Babesia bovis. Rev Biomed. 
1995;6(1):17-23.

5. Papadopoulos B, Brossard M, Perie NM. Piroplasms 
of domestic animals in the Macedonia region of Gree-
ce. 2. Piroplasms of cattle. Vet Parasitol. 1996;63(1-
2):57-66.

6. Figueroa JV, Chieves LP, Johnson GS, Buening GM. 
Multiplex polymerase chain reaction based assay for 
the detection of Babesia bigemina, Babesia bovis and 
Anaplasma marginale DNA in bovine blood. Vet Para-
sitol. 1993;50(1-2):69-81.

7. AbouLaila M, Yokoyama N, Igarashi I. Development 
and evaluation of a nested PCR based on spherical 
body protein 2 gene for the diagnosis of Babesia bovis 
infection. Vet Parasitol. 2010;169(1-2):45-50.

8. AbouLaila M, Yokoyama N, Igarashi I. Development 
and evaluation of two nested PCR assays for the de-
tection of Babesia bovis from cattle blood. Vet Parasi-
tol. 2010;172(1-2):65-70.

9. Adham F, Abd-el-Samie E, Gabre R, el-Hussein H. 
Detection of tick blood parasites in Egypt using PCR 
assay I--Babesia bovis and Babesia bigemina. Parasitol 
Res. 2009;105(3):721-30.

10. Altangerel K, Alhassan A, Iseki H, Sivakumar T, 
Boldbaatar D, Yokoyama N, et al. Evaluation of 
Babesia bigemina 200 kDa recombinant antigen in 
enzyme-linked immunosorbent assay. Parasitol Res. 
2009;105(1):249-54.

11. Awad H, Antunes S, Galindo RC, do Rosário VE, de 
la Fuente J, Domingos A, et al. Prevalence and ge-
netic diversity of Babesia and Anaplasma species in 
cattle in Sudan. Veterinary Parasitology. 2011;In Press, 

Corrected Proof.
12. Buling A, Criado-Fornelio A, Asenzo G, Benitez D, 

Barba-Carretero JC, Florin-Christensen M. A quan-
titative PCR assay for the detection and quanti!ca-
tion of Babesia bovis and B. bigemina. Vet Parasitol. 
2007;147(1-2):16-25.

13. Criado-Fornelio A, Buling A, Asenzo G, Benitez D, 
Florin-Christensen M, Gonzalez-Oliva A, et al. De-
velopment of "uorogenic probe-based PCR assays for 
the detection and quanti!cation of bovine piroplas-
mids. Vet Parasitol. 2009;162(3-4):200-6.

14. Durrani A, Kamal N. Identi!cation of ticks and detec-
tion of blood protozoa in friesian cattle by polmerase 
chain reacton test and estimation of blood parame-
ters in district Kasur, Pakistan. Trop Anim Health Prod. 
2008;40(6):441-7.

15. Hilpertshauser H, Deplazes P, Meli ML, Hofmann-
Lehmann R, Lutz H, Mathis A. Genotyping of Ba-
besia bigemina from cattle from a non-endemic area 
(Switzerland). Veterinary Parasitology. 2007;145(1-
2):59-64.

16. Iseki H, Alhassan A, Ohta N, Thekisoe OMM, Yoko-
yama N, Inoue N, et al. Development of a multiplex 
loop-mediated isothermal ampli!cation (mLAMP) 
method for the simultaneous detection of bovine Ba-
besia parasites. Journal of Microbiological Methods. 
2007;71(3):281-7.

17. Kim C, Iseki H, Herbas MS, Yokoyama N, Suzuki H, 
Xuan X, et al. Development of TaqMan-based real-
time PCR assays for diagnostic detection of Babe-
sia bovis and Babesia bigemina. Am J Trop Med Hyg. 
2007;77(5):837-41.

18. Martins T, Pedro O, Caldeira R, do Rosario V, Ne-
ves L, Domingos A. Detection of bovine babesiosis 
in Mozambique by a novel seminested hot-start PCR 
method. Vet Parasitol. 2008;153(3-4):225-30.

19. Martins T, Neves L, Pedro O, Fafetine J, Do Rosa-
rio V, Domingos A. Molecular detection of Babesia 
spp. and other haemoparasitic infections of catt-
le in Maputo Province, Mozambique. Parasitology. 
2010;137(6):939-46.

20. Oliveira MC, Oliveira-Sequeira TC, Regitano LC, 
Alencar MM, Neo TA, Silva AM, et al. Detection of 
Babesia bigemina in cattle of di#erent genetic groups 
and in Rhipicephalus (Boophilus) microplus tick. Vet 
Parasitol. 2008;155(3-4):281-6.

21. Petrigh R, Ruybal P, Thompson C, Neumann R, Mo-
retta R, Wilkowsky S, et al. Improved molecular tools 
for detection of Babesia bigemina. Ann N Y Acad Sci. 
2008;1149(1):155-7.

22. Ramos CA, Araujo FR, Souza, II, Bacanelli G, Luiz 
HL, Russi LS, et al. Real-time polymerase chain reac-
tion based on msa2c gene for detection of Babesia 
bovis. Vet Parasitol. 2011;176(1):79-83.

Hechos Microbiol. 2011; 2(2); 65-78.



78

23. Salih D, El Hussein A, Seitzer U, Ahmed J. Epidemio-
logical studies on tick-borne diseases of cattle in Cen-
tral Equatoria State, Southern Sudan. Parasitol Res. 
2007;101(4):1035-44.

24. Silva M, Henriques G, Sanchez C, Marques P, Sua-
rez C, Oliva A. First survey for Babesia bovis and Ba-
besia bigemina infection in cattle from Central and 
Southern regions of Portugal using serological and 
DNA detection methods. Vet Parasitol. 2009;166(1-
2):66-72.

25. Simuunza M, Weir W, Courcier E, Tait A, Shiels B. 
Epidemiological analysis of tick-borne diseases in 
Zambia. Vet Parasitol. 2011;175(3-4):331-42.

26. Tsai Y-L, Chomel BB, Chang C-C, Kass PH, Conrad 
PA, Chuang S-T. Bartonella and Babesia infections 
in cattle and their ticks in Taiwan. Comparative Im-
munology, Microbiology and Infectious Diseases. 
2011;34(2):179-87.

27. Wilkowsky S, Moretta R, Mosqueda J, Gil G, Echai-
de I, Lia V, et al. A new set of molecular markers for 
the genotyping of Babesia bovis isolates. Vet Parasitol. 
2009;161(1-2):9-18.

28. Yamada S, Konnai S, Imamura S, Simuunza M, Ch-
embensofu M, Chota A, et al. PCR-based detection 
of blood parasites in cattle and adult Rhipicephalus 
appendiculatus ticks. Vet J. 2009;182(2):352-5.

29. Altay K, Aydin MF, Dumanli N, Aktas M. Molecular 
detection of Theileria and Babesia infections in cattle. 
Vet Parasitol. 2008;158(4):295-301.

30. García-Sanmartín J, Nagore D, García-Pérez A, 
Juste R, Hurtado A. Molecular diagnosis of Theileria 
and Babesia species infecting cattle in Northern Spain 
using reverse line blot macroarrays. BMC Vet Res. 
2006;2(16):1-7.

31. M’ghirbi Y, Hurtado A, Barandika J, Khlif K, Ketata 
Z, Bouattour A. A molecular survey of Theileria and 
Babesia parasites in cattle, with a note on the distribu-
tion of ticks in Tunisia. Parasitol Res 2008;103(2):435-
42.

32. Silva M, Marques P, Oliva A. Detection of Babesia 
and Theileria species infection in cattle from Portugal 
using a reverse line blotting method. Veterinary Para-
sitology. 2010;174(3-4):199-205.

33. Salih D, El Hussein A, Ahmed J, Seitzer U. Compa-
rison between reverse line blot and enzyme-linked 
immunosorbent assay in diagnosis of major tick-bor-
ne diseases of cattle in Southern Sudan. Transbound 
Emerg Dis 2010;57(1-2):61-2.

34. Borgonio V, Mosqueda J, Genis A, Falcon A, Alvarez 
J, Camacho M, et al. msa-1 and msa-2c gene analysis 
and common epitopes assessment in Mexican Babe-
sia bovis isolates. Ann N Y Acad Sci. 2008;1149:145-8.

35. Lodish H, Berk A, Matsudaira P, Darnell J. Biologia 
celular y molecular. 5ª ed. Madrid: Panamericana; 2005.

36. Karp G. Cell and Molecular Biology: Concepts and 
Experiments. 6ª ed. United States: John Wiley & Sons; 
2010. 

37. A. LJyH. Biología Molecular e Ingeniería Genética: 
Conceptos Técnicas y Aplicaciones en Ciencias de la 
Salud. Elservier, editor. Madrid: España; 2001.

38. Walker J, Rapley R. Molecular biology and Biote-
chonology. 5ª ed ed. Cambridge, UK: Royal Society of 
Chemistry; 2009.

39. Mori Y, Nagamine K, Tomita N, Notomi T. Detection 
of loop-mediated isothermal ampli!cation reaction 
by turbidity derived from magnesium pyrophospha-
te formation. Biochem Biophys Res Commun. 
2001;289(1):150-4.

40. Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa 
T, Watanabe K, Amino N, et al. Loop-mediated 
isothermal ampli!cation of DNA. Nucleic Acids Res. 
2000;28(12):E63.

41. Gubbels J, de Vos A, van der Weide M, Viseras 
J, Schouls L, de Vries E, et al. Simultaneous De-
tection of Bovine Theileria and Babesia Species by 
Reverse Line Blot Hybridization. J Clin Microbiol. 
1999;37(6):1782–9.

42. Hunt P. Molecular diagnosis of infections and resis-
tance in veterinary and human parasites. Vet Parasitol. 
2011;180(1-2):12-46.

43. Sambrook D, Rusell W. Molecular Cloning: A labora-
tory Manual. 3ª ed. United States: Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; 2001.

44. U.S. Preventive Services. Guia de actividades preven-
tivas en la práctica médica. Madrid: Díaz de Santos; 
1992. 

45. Costa-Junior LM, Rabelo EM, Martins Filho OA, Ri-
beiro MF. Comparison of di"erent direct diagnostic 
methods to identify Babesia bovis and Babesia bigemi-
na in animals vaccinated with live attenuated parasi-
tes. Vet Parasitol. 2006;139(1-3):231-6.

46. Salem G, Liu X, Johnsrude J, Dame J, Roman Reddy 
G. Development and evaluation of an extra chromo-
somal DNA-based PCR test for diagnosing bovine ba-
besiosis. Mol Cell Probes. 1999;13(2):107-13.

47. Wilkowsky S, Farber M, Gil G, Echaide I, Mosqueda 
J, Alcaraz E, et al. Molecular characterization of babe-
sia bovis strains using PCR restriction fragment length 
polymorphism analysis of the msa2-a/b genes. Ann N 
Y Acad Sci. 2008;1149:141-4.

48. Edelhofer R, Müller A, Schuh M, Obritzhauser W, 
Kanout A. Di"erentiation of Babesia bigemina, B. 
bovis, B. divergens and B. major by Western blotting-
-!rst report of B. bovis in Austrian cattle. Parasitol Res. 
2004;92(5):433-5.

49. Greenspoon S, Scarpetta MA, Drayton M, Turek S. 
QIAamp Spin Columns as a Method of DNA Isolation for 
Forensic Casework. J Forensic Sci. 1998;43(5):1024-30.

Guevara A., Rivas J., Ríos O.


