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Summary: The objective of this project is to generate a 
sensitive and specific preventive diagnostic tool for one of the 
most important zoonotic diseases in our country, trichinosis, 
based on advanced techniques in molecular biology, aiming 
at avoiding consumption of Trichinella spiralis-infected meat 
and proposing a future epidemiological eradication program 
in herds. The work will be done on samples of pork and wild 
swine muscle and sausages, as well as blood samples of pigs 
inoculated with newborn larvae of T. spiralis.

Keywords: Diagnosis, Real Time PCR, Trichinella spiralis, 
swine. 

Introducción

El presente trabajo está enmarcado en el desarrollo del 
proyecto galardonado con el 3.º premio de la categoría 
Sanidad Animal para Grupos de Investigación en formación 
en la primera edición del certamen “Premios Senasa a la 
Investigación, Transferencia y Comunicación de la Sanidad, 
la Calidad y la Inocuidad Agroalimentarias” instituido por el 
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria. 

La triquinelosis o trichinellosis es una zoonosis emergente en 
varias regiones del mundo y se la considera un grave problema 
para la salud pública. En la  Argentina hubo 5217 casos noti-
ficados en humanos, en el período 1990-1999 (Bolpe y Boffi, 
2001) y 5820 entre  2000 y 2010 (Ministerio de Salud de la 
Nación, 2000-2010). Es causada por el nematodo Trichinella 
que se transmite principalmente por la ingestión de carne de 
cerdo infectada, cruda o mal cocida, o sus productos derivados. 

El método recomendado por la Comisión Internacional de 
Triquinelosis para el diagnóstico de la infección por Trichinella 
en alimentos es la técnica de digestión artificial, la cual implica 
la digestión in vitro del tejido muscular con acido clorhídrico y 
pepsina, seguida de la visualización microscópica y la cuanti-
ficación de las larvas del parásito. No obstante, esta técnica 
tiene una baja sensibilidad, ya que generalmente se analizan 
muestras compuestas o pooles de 100 g de tejido para mata-
deros y de 10 g en muestras individuales, y no siempre el 
material remitido al laboratorio es el recomendado para cerdos 
domésticos (diafragma y masetero). 

La técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), 
basada en la detección de inmunoglobulina G (IgG) contra 
antígenos del parásito, es la prueba serológica comúnmente 
utilizada en el diagnóstico de la infección por Trichinella en 
muestras de sueros de cerdos vivos (Uparanukraw et al., 
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1997). Aunque es un método indirecto y sólo proporciona 
evidencia de la exposición a Trichinella, los ensayos de ELISA 
permiten una, mejora en la sensibilidad de la prueba en 
comparación con la técnica de digestión artificial; sin embargo 
existen desventajas debido a la pérdida de la especificidad 
por la reacción cruzada del antígeno con otras infecciones 
parasitarias del huésped (Nöckler et al., 2009). 

Las técnicas basadas en la amplificación de ADN mediante 
PCR (Polymerase Chain Reaction - Reacción en cadena de la 
polimerasa), como el método de PCR multiplex y la RFLP, son 
capaces de detectar y diferenciar a nivel de especie las mues-
tras parasitadas por Trichinella (Soule et al.,, 1993; Zarlen-
ga et al.,, 1999 y 2001; Wu et al.,, 1999). Sin embargo las 
metodologías basadas en PCR convencional presentan baja 
sensibilidad y no son cuantitativas (Espy et al., 2006).

Métodos moleculares de detección como la PCR en tiempo 
real ofrecen una alta sensibilidad y especificidad, ya que per-
miten la detección del ADN del parásito en un escaso volu-
men de muestra. La PCR en tiempo real es una amplificación 
selectiva de una región específica dentro de un ADN blanco 
que es cuantificado con marcadores fluorescentes durante la 
reacción. Permite la detección cualitativa y la medición cuan-
titativa del ADN del parásito (Jauregui et al., 2001; Learmount 
et al., 2009). Así, se detecta el patógeno responsable de la in-
fección con una alta especificidad y sensibilidad, rápidamente 
(dos horas) y en gran escala. Se han descripto varios ensayos 
de PCR en tiempo real, dirigidos a diferentes genes para la 
detección específica del ADN de T. spiralis. Estos ensayos se 
han aplicado al estudio de muestras de la vida silvestre (Cuttel 
et al., 2012; Atterby et al., 2009) o para el estudio de modelos 
experimentales (Li et al., 2010; Golab et al., 2009). Guenther 
et al., desarrolló una metodología de PCR en tiempo real para 
detección de ADN de T. spiralis, T. britovi y T. pseudospiralis 
en cerdos domésticos infectados que mostró una sensibilidad 
de 0,1 LPG (Guenther et al., 2008), pero no hay antecedentes 
sobre detección de T. spiralis por PCR en tiempo real realizado 
en muestras de suero derivadas al laboratorio de diagnóstico.

Objetivo general 

El objetivo general del trabajo es generar una herramienta de 
diagnóstico molecular sensible y específica para una de las 
enfermedades zoonóticas más importantes de nuestro país: la 
trichinellosis, con el fin de evitar el consumo de carnes infecta-
das con este parásito y proponer un programa epidemiológico 
de erradicación en piaras.

Objetivos específicos 

Este trabajo se divide en tres partes. En la primera se 
desarrolló un ensayo de PCR en Tiempo Real utilizando control 
interno (ADN de cerdo) y los cebadores o “primers” específicos 
diseñados por nosotros (Quintana et al., manuscrito en 

preparación) para la detección de Trichinella spiralis en 
muestras de músculo de cerdo, jabalí y sus subproductos, que 
son los más comúnmente consumidos en la Argentina. Una 
segunda parte estará orientada al diagnóstico en suero de 
cerdos vivos para control epidemiológico. La tercera consistirá 
en el diagnóstico temprano a partir de muestras de sueros de 
humanos, que permitirá implementar un tratamiento precoz y 
evitar, así, el enquistamiento de las larvas en los músculos y 
futuras secuelas de los pacientes.

Metodología

En nuestro laboratorio se ha logrado desarrollar una técnica de 
PCR en tiempo real con control interno para la detección sensi-
ble y específica de ADN de T. spiralis en muestras de músculo, 
que fue contrastada con la técnica de digestión enzimática en 
21 muestras (Quintana et al., manuscrito en preparación). Vale 
la pena recalcar que para el desarrollo de dicha metodología 
se utilizaron cebadores de diseño propio. De las 21 muestras 
estudiadas, 2 resultaron positivas por digestión enzimática y 
también resultaron positivas por la técnica de PCR en tiempo 
Real diseñada. El hallazgo más importante fue que 5 muestras 
negativas por la técnica de digestión enzimática fueron posi-
tivas por PCR, lo cual demuestra que la técnica desarrollada 
presenta una mayor sensibilidad que la prueba patrón o “prue-
ba de oro” (gold standard). 

Con el  presente proyecto se busca ampliar las actividades ya 
realizadas y lograr poner a punto una metodología de extracción 
de ADN a partir de muestras de suero porcino y humano. 
Además, se pretende implementar las metodologías de biología 
molecular desarrolladas para la detección de ADN de T. spiralis 
tanto en muestras de suero de porcinos como en pacientes 
humanos, con el fin de contar con una nueva herramienta 
diagnóstica para triquinosis. Para ello se propone realizar un 
desafío experimental inoculando lechones con larvas recién 
nacidas de T. spiralis y tomar muestras diarias para evaluar la 
sensibilidad y la especificidad de la nueva técnica molecular. 
Asimismo, se pretende estudiar cerdos criados bajo diferentes 
sistemas de producción y focos porcinos, para facilitar la 
vigilancia y el control epidemiológico, y sueros de pacientes 
con sintomatología clínica específica derivados por médicos y 
centros hospitalarios con consentimiento informado. 

Una vez obtenidas las muestras de suero, se evaluarán 
diferentes metodologías para la extracción de ADN. Se 
corroborará el éxito de las extracciones mediante cuantificación 
del ADN y amplificación por PCR en tiempo real de los controles 
internos correspondientes. Se llevará a cabo la cuantificación 
de ADN presente en las muestras extraídas mediante el kit 
Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay (Invitrogen), utilizando 
el termociclador en tiempo real Rotor Gene 6000.

Controles internos de amplificación. Con el fin de chequear el 
éxito de la extracción de ADN y la inexistencia de inhibición en 
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las reacciones de PCR, se realizará, en el caso de muestras 
porcinas, una amplificación mediante PCR en tiempo real con 
cebadores (CERH yCER L) que detectan ADN porcino. En el 
caso de muestras humanas se realizará una amplificación me-
diante PCR en tiempo real con los cebadores beta actina 99 fw 
y rv (cebadores de diseño propio), que detectan un fragmento 
de 99 pb de ADN humano. Se considerarán aceptables para 
el estudio de la presencia de T. spiralis por PCR en tiempo 
real aquellas muestras con valores de Ct (Ciclo umbral o Cycle 
Threshold) del control interno <35. 

Control interno de muestras humanas. Las amplificaciones de 
un fragmento de 99 pb de ADN de humano (con cebadores de 
diseño propio) se llevarán a cabo en un termociclador Rotor 
Gene 6000, en un volumen final de 20 µl, utilizando EvaGreen 
como intercalante fluorescente. El programa de ciclado para 
la detección consistirá en una desnaturalización inicial de  
3 minutos a 95 °C y 35 ciclos de 94 °C por 20 s, 54 °C por 
30 s y 72 °C por 30 s. Una vez finalizada la amplificación se 
efectuará una curva de disociación (melting curve), siendo la 
Tm del producto amplificado de 84,5 °C. La amplificación se 
acepta si el control positivo presenta producto de PCR del peso 
molecular esperado (Tm: 84,5 °C) y el control sin templado no 
lo presenta. 

Control interno de muestras porcinas. Las amplificaciones de 
un fragmento de 133 pb de ADN porcino se llevarán a cabo 
en un Termociclador Rotor Gene 6000, en un volumen final 
de 20 µl, utilizando EvaGreen como intercalante fluorescente. 
El programa de ciclado para la detección consistirá en una 
desnaturalización inicial de 3 minutos a 95 °C, y 35 ciclos de  
94 °C por 20 s, 51 °C por 30 s y 72 °C por 30 s. Una vez 
finalizada la amplificación se efectuará una curva de disociación 
(melting curve), siendo la Tm del producto amplificado de 80,5 
± 1 °C (Figura 2). La amplificación se acepta si el control 
positivo y las muestras analizadas presentan un producto de 
PCR del peso molecular esperado (Tm: 80,5 ±1 °C) y no lo 
presentan el control negativo de ADN ni el control sin templado 

Reacciones de PCR en tiempo real para la detección de ADN 
de T. spiralis. En aquellas muestras aptas, se llevarán a cabo 
amplificaciones de un fragmento de 133 pb de ADN de T. 
spiralis (cebadores de diseño propio) en un termociclador Rotor 
Gene 6000, en un volumen final de 20 µl, utilizando EvaGreen 
como intercalante fluorescente. El programa de ciclado rápido 
para la detección consistirá en una desnaturalización inicial de 
2 minutos a 95 °C, y 45 ciclos de 94 °C por 10 s, 50 °C por 
10 s y 72 °C por 15 s. Una vez finalizada la amplificación se 
efectuará una curva de disociación (melting curve), siendo la 
Tm del producto amplificado de 73,5 ±1 °C. La amplificación 
se acepta si el control positivo (ADN purificado de T. spiralis) 
y las muestras analizadas presentan un producto de PCR del 
peso molecular esperado (Tm: 73,5 ±1 °C) y no lo presentan 
el control negativo de ADN ni el control sin templado.

Las metodologías desarrolladas podrán ser realizadas a largo 
plazo, dado que las validaciones serán hechas bajo estrictas 
normas de calidad (ISO 9001, 14001 y 17025, Senasa y 
OPDS) para asegurar su precisión, sensibilidad y especifici-
dad. Además, podrán ser replicadas en otros laboratorios de 
diagnóstico que cuenten con el equipamiento de biología mo-
lecular necesario.

Este trabajo se realiza en forma conjunta entre instituciones 
públicas (nacional: Facultad de Ciencias Veterinarias, Univer-
sidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires; 
provincial: División de Zoonosis Rurales de la Dirección de 
Atención Primaria de la Salud de la Provincia de Buenos Aires) 
y una privada (Laboratorio Bioquímico Fares Taie, Mar del Pla-
ta). La prioridad es desarrollar un método de diagnóstico nove-
doso, rápido, sensible y específico de una de las zoonosis más 
importantes que afectan a nuestro país, utilizando los recursos 
tecnológicos y humanos disponibles en pos del crecimiento 
de la salud.
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