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Resumen 

Tradicionalmente, los piroplasmas se detectan me-

diante pruebas serológicas y examen microscópico 

de extendidos sanguíneos teñidos con Giemsa. Es-

tas técnicas se consideran de baja sensibilidad y es-

pecificidad para la detección de portadores y para 

diferenciar entre especies parasitarias. Por ello sur-

gen como alternativa las técnicas diagnósticas ba-

sadas en la reacción en cadena de la polimerasa, 

como la hibridación reversa en línea. Esta técnica 

es poco conocida a pesar de su utilidad en estudios 

epidemiologicos. Por eso, se realiza una revisión 

sistemática de la literatura indexada de los estudios 

epidemiológicos de piroplasmosis que utilizan la 

hibridación reversa en línea como técnica diagnós-

tica. La RLB es una técnica de alta especificidad y 

sensibilidad para la detección de hemoparásitos 

transmitidos por garrapatas como la Babesia y 

Theileria. La principal aplicación es el desarrollo 

de estudios epidemiológicos, ya que permite detec-

tar simultáneamente varios agentes, en múltiples 

muestras.  

 

Palabras Claves: Hibridación Reversa en Línea, 

Babesia, Theileria, Sensibilidad, Especificidad 

Abstract 

Traditionally, the piroplasms was detected by sero-

logic test and microscopic examination of blood 

smears stained with Giemsa. These methods are 

less sensitive and specific in the detection of the 

carrier state of animals and do not usually distin-

guish between parasites species. PCR based tech-

niques constitute an alternative method for the di-

rect detection of piroplasms, because are sensitive 

and highly specific methods for diagnosis. Re-

cently, species specific PCR based reverse line blot 

hybridization method have been developed for the 

detection and identification of Theileria and Babe-

sia species. We conducted this systematic review 

of the scientific literature to characterize the exist-

ing knowledge. The  Reverse Line Blotting is a 

sensitive and higly specific methof for the detec-

tion of blood parasites. The main application is the 

development of epidemiological studies, since it 

can detect various agents in multiple samples. 

Keywords: Reverse Line Blotting, Babesia, Theil-

eria, Sensibility, Especificity. 
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Introducción 

La Piroplasmosis es una enfermedad transmitida 

por garrapatas que afecta animales domésticos y 

silvestres e incluso a los humanos (Almeria et al, 

2002). Sus agentes causales, Theileria y Babesia, 

se distribuyen mundialmente y son una seria preo-

cupación para la salud animal y la producción (Al-

meria et al, 2002; Vivas et al, 2000), debido a que 

genera altos costos de tratamiento, perdidas repro-

ductivas, incapacidad y además se constituye en 

barrera para el comercio internacional (Allsop et 

al. 2007).  

 

Tradicionalmente, el diagnóstico de laboratorio de 

Piroplasmosis se ha basado en el empleo de técni-

cas directas de detección, como el examen micros-

cópico de extendidos sanguíneos o de biopsias de 

ganglios linfáticos teñidos con Giemsa, los cuales 

presentan una baja sensibilidad y no permiten la di-

ferenciación entre las especies causantes de la in-

fección, aparte de lo anterior también es una téc-

nica en la que influye la experticia del personal eje-

cutor de la misma (Hurtado et al, 2005). De otro 

lado, se utilizan técnicas serológicas como la Fija-

ción de Complemento (FC), la Inmunofluorescen-

cia Indirecta de Anticuerpos (IFAT) y el Ensayo 

por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA), 

las cuales tienen desventajas tales como la reacti-

vidad cruzada con anticuerpos dirigidos contra di-

ferentes especies, limitando su especificidad (Al-

meria et al, 2002), y se presentan restricciones aso-

ciadas al nivel de anticuerpos en la sangre del hos-

pedero al momento de extraer la muestra (Hurtado 

et al, 2005; Vargas et al, 2004).   

 

En este contexto, durante los últimos años, se han 

desarrollado técnicas de biología molecular para 

detectar e identificar las diferentes especies de Ba-

besia y Theileria que afectan a los animales, Estas 

pruebas han demostrado mayor sensibilidad y es-

pecificidad, así como una información más obje-

tiva (Altay et al, 2008; Hurtado et al, 2005). Por 

ello, cada vez es más frecuente el uso de los ensa-

yos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 

por sus siglas en inglés) y técnicas adicionales 

como PCR anidada, PCR multiplex, amplificación 

isotérmica en forma cíclica (LAMP, loop mediated 

isothermal  amplification) y la Hibridación Reversa 

en Línea, también conocida como RLB (Reverse 

Line Blotting).  

 

La técnica desarrollada más recientemente es la 

RLB, la cual ocasiona gran interés, pues ha demos-

trado ser una herramienta útil para la realización de 

estudios epidemiológicos, porque permite detectar 

e identificar simultáneamente múltiples hemopará-

sitos en diferentes muestras (Isogen Life Science, 

2004). En 1999 Gubbels et al, efectuaron un estu-

dio empleando esta prueba para la identificación y 

diferenciación simultanea de diferentes especies de 

Babesia y Theileria, corroborando su utilidad prác-

tica. 

 

Sin embargo, a pesar de sus aplicaciones, la RLB 

es una técnica poco conocida por los profesionales 

de la medicina veterinaria, razón que justifica el 

desarrollo de la presente revisión, que tuvo por ob-

jetivo sintetizar la información disponible sobre la 

técnica RLB y su aplicación práctica en estudios de 

detección e identificación de piroplasmas. 

Materiales y Métodos 

Se realizó una revisión sistemática de la literatura 

que implico: el diseño y ejecución de una estrategia 

organizada y coherente de búsqueda, además de la 

selección y análisis de la información encontrada, 

con el objeto de redactar una síntesis critica de la 

misma. Los estudios objeto de esta revisión fueron 

los que cumplieron con los siguientes criterios de 

inclusión: 

-Documentos publicados en los últimos 12 años 

(2000-2011) 

-Estudios veterinarios 

-Detección de Piroplasmas 

-Reportes de caso 

-Estudios epidemiológicos 

-Lenguaje del artículo: Inglés y español 

Dentro de la búsqueda se priorizaron estudios que 

establecían datos de sensibilidad y especificidad de 

la técnica. 

De otra parte, se descartaron los documentos en-

contrados en literatura no indexada, y publicacio-

nes tipo editorial o cartas al editor. 

Se utilizaron como fuentes de búsqueda las bases 

de datos electrónicas: Science Direct, Springer 

Link, Medline, Scielo y Google Académico. 

Como descriptores de búsquedas se utilizaron las 

palabras: Babesia, Theileria, Molecular Detection, 

PCR, Reverse Line Blot, haemoparasites y RLB.  

Para organizar la información, se elaboraron tablas 

de síntesis que incluyeron la información de cada 
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estudio acerca de: autores, tipo de estudio, lugar de 

desarrollo del estudio, población de estudio, análi-

sis estadístico, análisis de sensibilidad y especifici-

dad. Estas tablas ayudaron a identificar los hallaz-

gos comunes entre los diferentes estudios y a com-

parar y contrastar los resultados. 

Resultados y Discusión 

Los artículos que reunieron los criterios estableci-

dos en la metodología fueron veintiuno. De estos 

trabajos, 12 (57%) fueron realizados en la especie 

bovina, 4 (19%) en animales silvestres, 3 (14%) en 

ovinos y caprinos, y 2 (10%) en equinos. Todos los 

autores emplearon  sangre completa como muestra 

analizada, algunos además utilizaron muestras de 

tejidos de bazo y encéfalo (Oosthuizen et al, 2009; 

Nihjof et al, 2003); y cuatro trabajos recolectaron 

y utilizaron garrapatas para complementar los estu-

dios epidemiológicos, (Georges et al 2001; Spara-

gano et al, 2000; Bekker et al, 2002 y M´ghirbi et 

al, 2008). 

 

Los estudios se realizaron principalmente en regio-

nes endémicas de África (Uganda, Swazilandia, 

Namibia, Tunisia, Sudan, Sudáfrica, y Mozambi-

que), España (Toledo, Cádiz, Basque Country y 

Norte de España), Italia (Sicilia), China, Turquía 

(Kayseri, Tokat, Amasya, Gumushane, Giresun, 

Trabzon) y Argentina. 

 

La mayoría de los estudios fueron desarrollados 

por instituciones académicas como: la Universidad 

de Utrecht en los Países Bajos, la Universidad de 

Pretoria en Sudáfrica, el Instituto Vasco de Inves-

tigación y Desarrollo Agrario (NEIKER), y el Ins-

tituto Zooprofiláctico Experimental de Sicilia; to-

dos bajo la dirección de académicos de las respec-

tivas facultades de medicina veterinaria y sus de-

partamentos de parasitología y enfermedades tro-

picales.  

 

Historia y desarrollo de la RLB 

 

Esta técnica se desarrollo en un principio para la 

identificación de serotipos de Streptococcus, por 

Kaufhold et al (1994); también se empleo para la 

diferenciación de cepas de Mycobacterium tu-

berculosis por Kamerbeek et al (1997); y su pri-

mera aplicación para la detección y diferenciación 

de patógenos encontrados en garrapatas, como la 

Borrelia, fue realizada por Rijpkema et al (1995) y 

posteriormente se utilizo también para  detectar Er-

lichia (Gubbels et al, 1999;  Isogen Life Science, 

2004). 

 

En 1999, Gubbels et al., desarrollaron la técnica 

para la detección y diferenciación de diferentes es-

pecies de Babesia y Theileria en sangre. Este desa-

rrollo la técnica para detectar y diferenciar simul-

táneamente varios  hemoparásitos del ganado bo-

vino, generando un protocolo que ha venido siendo 

utilizado por otros investigadores para su utiliza-

ción en la misma especie bovina (Almeria et al, 

2002; Brigido et al, 2004). 

 

La RLB también se utilizo para la caracterización 

de Babesia divergens en casos humanos, incluso ha 

sido empleada para detectar nuevas especies de Ba-

besia y Theileria en distintas especies animales 

(Isogen Life Science, 2004; Nijhof et al, 2003). En 

équidos también fue utilizada para detectar y dife-

renciara diferentes especies de Babesia y Theileria  

(Nagore et al, 2004; Bhoora et al, 2009), ovejas 

(Nagore et al, 2004; Qingli Niu et al, 2009),  feli-

nos salvajes (Boosman et al, 2007), jirafas y antí-

lopes (Oosthuizen et al, 2009); e incluso se ha 

desarrollado para la detección e identificación de 

piroplasmas en garrapatas (Sparagano et al, 2000). 

 

Estas aplicaciones  han permitido considerar a la 

RLB como una herramienta molecular para el diag-

nóstico,  útil para la realización de estudios epide-

miológicos en todo el mundo. 

 

Fundamento de la RLB 

 

Esta técnica se fundamenta en el trabajo conjunto 

de la hibridación y la PCR. La esencia de la técnica 

es la hibridación de los productos de la PCR, con 

oligonucleótidos de detección específicos, o son-

das, inmovilizados en una membrana de nylon, los 

cuales guardan un respectivo orden de identifica-

ción, permitiendo de esta manera analizar múlti-

ples muestras y realizar una detección simultánea 

de múltiples agentes patógenos, (Gubbels et al, 

1999). 

 

Después de la hibridación de sondas y productos de 

PCR, se visualiza la reacción por medio de quimio-

luminiscencia: Para esto se requiere que el pro-

ducto del PCR se encuentre marcado con biotina, 
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la cual reacciona al adicionar un conjugado de pe-

roxidasa-streptavidina que genera una luz azul, que 

puede ser captada por una película de rayos-X, 

(Isogen Life Science, 2004). 

 

Uso de la RLB para el diagnostico de Babesia y 

Theileria en bovinos 

 

 En cuanto a la utilidad diagnóstica de la RLB, esta 

revisión enfatizó en los trabajos que analizaron 

muestras de sangre en búsqueda de los protozoos 

piroplasmidos: Babesia y Theileria, y  que estable-

cían sensibilidad y especificidad de la técnica, en-

contrando aspectos interesantes relacionados con 

la especificidad y sensibilidad de la técnica (Tabla 

1). 

 

Especificidad de la técnica 

 

En  los trabajos revisados, se encontró que la téc-

nica de RLB es altamente específica pues no repor-

tan reacción cruzada entre los hemoparásitos anali-

zados. En todos los trabajos cada sonda hibrido con 

su respectiva secuencia de ADN parasitario, y no 

hibrido con sondas diferentes, lo cual permitió de-

tectar los verdaderos negativos. En la mitad de los 

trabajos analizados, los cuales utilizaron la sonda 

universal que detecta tanto el género Babesia como 

el Theileria (catchall), diseñada por Gubbels et al 

(1999), se demostró que la prueba era altamente es-

pecifica, y no se presentaron reacciones cruzadas 

con otro tipo de agentes como Anaplasma Margi-

nale, A. Centrale, Tripanosoma vivax, Erlichia ca-

nis, entre otros, (Sparagano et al, 2001). Asimismo, 

Petrigh et al (2008) desarrollaron un estudio para 

detectar Babesia bigemina, y las muestras obteni-

das fueron tomadas de aislados con el hemopará-

sito y de animales infectados experimentalmente, 

aun así, no se reporto reacción cruzada con otro 

agente. 

 

Sensibilidad de la técnica 

 

La técnica de Hibridación Reversa en Línea, en los 

diferentes trabajos demostró ser altamente sensi-

ble, pues todos los resultados PCR positivos, mos-

traron reacciones positivas con su correspondiente 

sonda general, a excepción de algunas especies de 

Babesia que no emitieron señal con las sondas es-

pecificas utilizadas, como en el estudio de Altay et 

al (2008). Esta situación probablemente se asocia a 

la presencia de un nuevo genotipo o de uno ya co-

nocido omitido en el estudio. Resultados similares 

se obtuvieron en los estudios realizados en especies 

silvestres por Oosthuizen et al (2008) y en caballos 

de Sudáfrica por Bhoora et al (2009). 

 

Gubbels et al (1999), evaluó la sensibilidad, utili-

zando una muestra de sangre de un animal con un 

nivel de parasitemia (T. Annulata) conocido. Esta 

muestra fue diluida serialmente  con sangre de un 

animal no infectado, y la detección del parásito se 

dio hasta niveles del 1×10-6% (0.000001%), corres-

pondiendo a 3 parásitos por microlitro de sangre. 

Del mismo modo Oura et al,  (2004), encontraron 

un nivel de detección para T. parva ligeramente 

más alto, el cual varió entre 4.4×10-5% y 1.4×10-5%, 

lo que equivale a 1-2 parásitos por microlitro de 

sangre.  

 

No obstante lo anterior, en algunos trabajos que 

buscaban diagnosticar Babesia, se observó que la 

técnica de RLB es menos sensible cuando los picos 

de parasitemia fluctúan, provocando que algunas 

veces se escape a la detección por esta técnica, 

(Gubbels et al, 1999; Altay et al, 2008).  

 

Aparte de lo anterior, en China, Quingli Niu et al 

(2009), encontró que en muestras sanguíneas de 

ovinos, la sensibilidad fue diferente para cada 

agente asi: 10−6% para Babesia motasi, 10−3% para 

Babesia sp. Kashi, 10−8% para T. luwenshuni),y  

10−8%  para T. uilenberg. 

 

En todo caso la RLB demostró ser mucho más sen-

sible frente a otros métodos utilizados para el diag-

nóstico (Sanmartin et al, 2006; Ica et al, 2007; 

Georges et al, 2001; M’ghirbi et al, 2008). Georges 

et al, 2001, encontró que de 69 extendidos de san-

gre, tan solo el 46% fue positivo por microscopia, 

mientras que con la técnica de RLB se detectaron 

cerca del 89%. Igualmente, Salih et al, (2007), su-

gieren que la sensibilidad es lo suficientemente alta 

como para detectar la presencia de parásitos viables 

en niveles muy bajos en la muestra, confirmando 

su utilidad para la detección de parásitos en anima-

les aparentemente sanos o con infección subcli-

nica; situación que  se demostró también en el tra-

bajo de Nagore et al, (2004), el cual recolecto 181 

muestras de sangre de caballos clínicamente sanos 

con exposición a garrapatas, de estas 92 resultaron 

positivas mediante RLB, pero al examen microscó-

pico resultaron negativas todas las muestras. 
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Además, la RLB demostró ser efectiva para la de-

tección de varios agentes en una misma muestra. 

Salih et al (2007), reporto que de 600 muestras ana-

lizadas 406(67.7%) presentaban infecciones mix-

tas y Sparagano et al (2000), determino que la RLB 

es una herramienta útil para demostrar la coinfec-

ción de especies de Babesia y Theileria en bovinos, 

pero también en equinos como lo menciona Nagore 

et al (2004); las infecciones mixtas fueron un re-

sultado común en la mayoría de los estudios, (Salih 

et al, 2007; Ica et al, 2007; Sparagano et al, 2000). 

Conclusiones 

De todos los artículos que fueron encontrados para 

desarrollar la revisión, la mayoría realizó el estudio 

para detectar Babesia y Theileria en sangre de bo-

vinos; lo que se relaciona al impacto que ha gene-

rado el problema de las hemoparasitosis en esta es-

pecie a nivel mundial. Asimismo, se encontró que 

los estudios se realizaron principalmente para eva-

luar la epidemiologia de la babesiosis y theileriosis 

en las  diferentes regiones, pues esta técnica resulta 

ser  muy práctica y eficiente, debido a la posibili-

dad de  evaluar muestras de poblaciones numero-

sas. 

 

Autor y año Tipo de muestra Resultados 

Sensibilidad especificidad 

Gubbels et al 1999 

 
 

Muestreo de sangre de ganado: 
 

Animales experimentalmente infectados 
con cepas de diferentes países. 
Ganado de España: 
28 Toledo 
17 Cádiz 

10-6 % 

3p/µl 

(0.000001%) 

100% 

No reacciones 
cruzadas 

Sparagano et al, 

2000 

 

Muestreo de sangre y garrapatas de 
vacas, en la isla sicilia 

6 granjas en abril y 4 en noviembre 
 

Mas sensible que 
PCR 

100% 
 

No reacciones 
cruzadas 

Georges et al, 2001 
 
 

Se obtuvieron 187 muestras de sangre 
en granjas donde se reportaron brotes. 

15 en abril-nov/98 
12 en junio-ag-nov/99  

Tambien recolectaron garrapatas 
 

La RLB es mucho 
más sensible que 
los extendidos de 
sangre, el # de 
muestras + fueron 
hasta 2 veces más 
altas que las 
detectadas con los 
métodos 
tradicionales 

No se reportan 
reacciones cruzadas 

Oura et al, 2004 
 

Muestras de sangre bovina Uganda: 

1. 44 nativo 

2. 48 cruce 

3. 11 exotico (infe. aguda) 

4. 28 cruce(infe. aguda) 

4.4 ×10-5 a  
1.4 ×10-5%  
 
1–2 parasites/µl  
(T parva) 
 
 
 
 

No se midió para 
RLB. 
 
No se reportaron 
reacciones cruzadas 

Brigido et al, 2004 
 
 
 

116 muestras de sangre de ganado 
adulto de raza mirandesa 

Tanto en el PCR 
como en la RLB 
solo 3/116 animales 
resultaron positivos 

 

 

Salih et al, 2006 
 
 

Muestreo de sangre  600 muestras de 
ganado nativo aparentemente sano de 

diferentes edades 

La RLB es una 
técnica altamente 
sensible, el ADN 
parasitario fue 
detectado aun sin 
confirmación por 
PCR o microscopia  

Altamente especifico 

San martin et al, 

2006 
Muestreo de sangre 263 muestras 
tomadas de 79 granjas  

La técnica de RLB 
demostró la 
infección en 54% de 
las muestras, de las 
cuales solo 28.8% 
fueron postivas por 
microscopia 
 
 
 

Altamente especifico 

Tabla 1. Descripción del tipo de muestra y sensibilidad-especificidad hallada en los estudios 



12 

 

Rev. Zooc. 2014. 1(2):7-14   

En cuanto a la sensibilidad se concluyó que la téc-

nica de RLB, varia su sensibilidad dependiendo del 

agente involucrado y se sugiere determinarla para 

cada hemoparásito. (Oura et al, 2004). Del mismo 

modo, se sugiere tener en cuenta el pico de parasi-

temia, pues las fluctuaciones en estos picos condu-

cen a que existan momentos en donde los piroplas-

mas se pueden escapar a la detección.  

 

Por último, la técnica ha demostrado ser más efec-

tiva que la PCR simple o la microscopia, para la 

detección temprana y masiva de múltiples hemopá-

rasitos, debido a su mayor sensibilidad y especifi-

cidad, haciéndola una herramienta útil para la rea-

lización de estudios epidemiológicos para la deter-

minación de la prevalencia de la enfermedad. 
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