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Toxoplasma gondii es un protozoo de distribuciéon mundial, que afecta a los félidos como hospe-
dadores definitivos, y a los animales de sangre caliente, incluido el hombre, como hospedadores
intermediarios. Se estima que entre el 25 % - 40 % de la poblaciéon humana esta infectada. La
toxoplasmosis, normalmente cursa de forma leve o asintomatica, pero en personas inmunocom-

prometidas y en mujeres embarazadas puede llegar a producir una enfermedad severa.

Dado su caracter omnivoro, los cerdos tienen una gran posibilidad de infectarse con T. gondii.
Ademas, los quistes del parasito que se forman en sus tejidos pueden persistir durante varios
afos, siendo el consumo de carne cruda, poco cocinada o curada de esta especie una de las

fuentes mds importantes de infeccion en el hombre.

Espafia es un pais con una gran tradicion en la elaboracién y consumo de productos carnicos
curados. De los elaborados con carne de cerdo, el jamdn curado es uno de los productos mas
representativo de la gastronomia espafiola, siendo nuestro pais el primer productor mundial de
jamones y paletas. Por ello, los consumidores demandan jamones curados libres de T. gondii y
esto ha llevado a las empresas del sector carnico a la necesidad de obtener datos cientificos
sobre el efecto de los tratamientos tecnoldgicos que aplican en la viabilidad del parasito, y asi,

poder garantizar la seguridad alimentaria.

Por todo ello, los objetivos de esta Tesis Doctoral se han centrado en el estudio de T. gondii en el
proceso integral de elaboracidn del jamdn curado; en la produccidn primaria, en el matadero y en

la industria de elaboracion del jamon curado.

Se ha realizado un estudio de la seroprevalencia porcina en 161 granjas de la Comunidad Auté-
noma de Aragdn. El nimero de muestras analizadas se ha calculado estadisticamente para con-
sequir datos representativos del total de los animales. Se han analizado 1.200 sueros porcinos
mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IF1), calculandose una seroprevalencia de

T. gondii en cerdo del 24,5 %.

Asimismo, se han estudiado los principales factores de riesgo presentes en las granjas que fa-
vorecen el contacto de los cerdos con T. gondii. Para ello se han realizado encuestas epidemio-
l6gicas en todas las instalaciones incluidas en el trabajo, asi como visitas a las explotaciones

para ver su estado. Tras su andlisis estadistico se ha comprobado que los factores que tiene



influencia en la infeccién son la presencia de gatos dentro o fuera de las granjas, la presencia
de otros animales como perros en el exterior de las instalaciones, el censo porcino, el incorrecto

mantenimiento y el desorden de las instalaciones, y el no usar cebos para el control de roedores.

Del total de los animales analizados se han seleccionado 38 animales con diferentes titulos se-
roldgicos y 3 como controles negativos. Los animales se han sacrificado y uno de los perniles
y los 6rganos diana (lengua y corazdn) se han analizado en fresco para detectar al pardsito en
los tejidos porcinos. La presencia de T. gondii se ha evaluado mediante bioensayo en raton y por
qPCR, obteniéndose valores del 73,7 %. La viabilidad del parasito en tejidos porcinos frescos se
ha comprobado detectando DNA de T. gondii en los cerebros de los ratones seropositivos. El pa-

rasito era viable en el 42,1 % de los tejidos analizados.

Con los resultados anteriores se ha comprobado que existe una relacion estadisticamente signi-
ficativa entre el titulo seroldgico del cerdo y la deteccion del parasito en sus tejidos. Se ha obser-
vado una mayor presencia del parasito en los tejidos de cerdos con titulos seroldgicos iguales o

mayores a 1:80.

Asimismo, también se ha realizado un estudio estadistico para comparar los resultados obteni-
dos en cada uno de los tejidos porcinos (pernil y érganos diana). Se ha llegado a la conclusién
que no hay diferencias entre los valores observados de presencia y viabilidad del parasito entre
ambos tejidos. La constatacion de que no existen diferencias significativas en estos resultados,
existiendo concordancia entre ambas muestras, nos permite proponer como herramienta de con-
trol de materia prima la seleccion y analisis de drganos diana, de menor valor comercial que los

perniles.

El pernil homologo de cada uno de los cerdos se ha sometido al proceso de curacidn, dividiéndo-
se en dos tiempos de curado (9 y 12 meses). Tras el procesado se ha realizado un estudio para
evaluar la presencia y viabilidad de T. gondii en los jamones y asi comprobar la eficacia del curado
en la supervivencia del parasito. Se ha observado que este tratamiento tiene eficacia contra T.
gondii pero no lo destruye totalmente, ya que se ha detectado presencia del parasito en 11 jamo-
nes y viabilidad en 4 de los mismos. Asimismo, se ha determinado que el tiempo de curado de 12

meses tiene mayor efecto frente al parasito que el tratamiento de 9 meses.



Por ultimo, otro de los hitos que se han conseguido en este trabajo ha sido el estudio de los
factores fisicoquimicos de los jamones para evaluar su influencia en la presencia y viabilidad del
parasito en el producto final. Se ha determinado una relacién estadistica entre la concentracion

de grasa del jamon curado y la viabilidad del parasito.

Con los resultados obtenidos, se han propuesto medidas de gestion del riesgo de T. gondii en la
industria de elaboracion de jamén curado, como la aplicacion de Buenas Practicas de Higiene en
granjas, la seleccion de cerdos seronegativos o con titulaciones que impliquen una baja probabi-
lidad de encontrar el pardsito en su carne, la realizacion del control de T. gondii en érganos diana

con un menor valor comercial o el aumento del tiempo de curado del jamon.
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Toxoplasma gondii, is a worldwide-distributed parasite, that affects felids as definitive hosts, and
warm-blooded animals, including humans, as intermediate hosts. It is estimated that 25 % - 40 %
of the human population is infected. Toxoplasmosis, usually occurs as a mild or asymptomatic
condition, but in immunocompromised people and pregnant women can produce a severe disea-

Se.

Because of their omnivorous character, pigs have a high chance of being infected with T. gondii.
Additionally, parasitic cysts that are formed in their tissues may persist for several years. The
consumption of raw, undercooked or cured meat of this species is one of the most important

sources of infection.

Spain is a country with a long tradition in production and consumption of cured meat products.
Cured ham is one of the most representative products of Spanish gastronomy, and our country is
one of the major producers. Therefore, consumers demand T. gondii free cured hams. This situa-
tion has led the meat industry to obtain scientific data of the effect of technological treatments

on parasite viability, and to ensure food security.

Therefore, the objectives of this Doctoral Thesis have focused on the study of T. gondii in the
processing of cured ham in its entirety: primary production, slaughterhouse and the cured ham

processing industry.

A study of swine seroprevalence has been conducted on 161 farms in the Autonomous Commu-
nity of Aragon. A sample number has been statistically calculated to obtain representative data.
1,200 pig serums have been analysed using the immunofluorescence antibody test (IFAT), with a

seroprevalence of 24.5 %.

The main risk factors present in farms that increase pig infection with T. gondii have also been
studied. Epidemiological surveys have been conducted on all farms in the study and farm ins-
pections have been carried out to assess their conditions. After statistical analysis, the factors
that influence pig infection are the presence of cats in or around the farms, the presence of other
animals, such as dogs, around the facilities, poor hygiene and maintenance of the farms, and a

lack of baits rodent control.

Thirty-eight seropositive pigs with different titers, and 3 animals as negative controls, were selec-



ted. The selected pigs were slaughtered in a commercial slaughterhouse. One of the ham and the
target organs (tongue and heart) have been analyzed in their raw state to detect the parasite in
the porcine tissues. T. gondii presence (73.7 %) has been evaluated by mouse bioassay and gPCR.
The parasite viability in raw porcine tissues has been demonstrated by detecting T. gondii DNA in

the seropositive mouse brain. The parasite was viable in 42.1 % of the analyzed tissues.

The previous results have shown that there is a statistically significant relationship between the
pig serological titer and the detection of the parasite in its tissues. A higher parasite presence has

been observed in pig tissues with serological titers >1:80.

Furthermore, statistical tests have been performed to compare the results obtained in each tissue
(raw ham and target organs). It has been concluded that there are no differences between the
observed presence and viability values between both tissues. There are no significant differences
with these results. Therefore, we can propose the selection of the organs as a control tool, with a

lower commercial value than the hams.

The other raw ham of each pig was cured with two curing times (9 and 12 months). Afterwards,
a study was carried out to evaluate the presence and viability of T. gondii in hams and to verify
the effectiveness of curing in the parasite survival. It has been observed that this treatment is
effective against T. gondii but it does not destroy it completely. The parasite was detected in 11 of
the hams and found to be viable in 4. Likewise, it has been determined that the curing time of 12

months has a greater effect against the parasite than the 9-month treatment.

Finally, another objective of this work was the study of the physicochemical parameters of hams
to evaluate their influence on the presence and viability of the parasite in the final product. A
statistical relationship between the fat concentration of the cured ham and parasite viability has

been determined.

With the obtained results, risk management measures of T. gondii in cured ham industry have
been proposed, such as the application of Good Hygiene Practices in farms, the selection of
seronegative pigs or those with low titers that have a low probability of finding the parasite in its
meat, the control of T. gondii in target organs with lower commercial value or the increase of ham

curing time.
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Toxoplasma gondii es un protozoo de distribucion mundial. El ciclo de vida de T. gondii incluye a
los félidos como hospedadores definitivos y a los animales de sangre caliente (mamiferos y aves)

como hospedadores intermediarios (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Dubey, 2010).

Toxoplasma gondii es, probablemente, el agente mas frecuente de infeccion protozoaria en el
hombre. Se estima que entre el 25 % - 40 % de la poblacidn esta infectada, pero la prevalencia es
muy variable segun los paises (Maenz et al., 2014). La toxoplasmosis, por lo general, cursa de
forma leve o asintomatica, pero en personas inmunocomprometidas puede llegar a producir una
enfermedad severa. Ademas, en mujeres embarazadas seronegativas existe el riesgo de transmi-
sion al feto con graves consecuencias (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Jones et al., 2009; Maenz

etal., 2014).

De los principales patégenos resefiados como los agentes principales de enfermedades de trans-
mision alimentaria en Estados Unidos, Toxoplasma gondii se sitla en segundo lugar, superado
Gnicamente por Salmonella en cuanto al nimero de muertes anuales que provoca (Batz, Hoff-
mann y Morris, 2011; Scallan et al., 2012). Segin la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), los parasitos causan menos brotes que las bacterias y los virus en la Unidn Europea, sin
embargo, su impacto en los grupos poblacionales de riesgo es muy grave ya que puede provocar
enfermedad severa, discapacidad e incluso la muerte (EFSA, 2007). Desde una perspectiva inter-
nacional, la FAO y la OMS sitdan a Toxoplasma en el cuarto puesto entre los parasitos transmiti-
dos por los alimentos de mayor impacto mundial, tras Taenia solium, Echinococcus granulosus y

Echinococcus multilocularis (FAO/WHO, 2016).

Estudios epidemioldgicos apuntan al consumo de carne de porcino cruda o poco cocinada, como
una de las principales fuentes de infeccion por Toxoplasma gondii en el hombre (Dubey et al.,

1996; Garcia-Bocanegra et al., 2011; Jurankovd et al., 2014).

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), Espaiia es la cuarta po-
tencia productora de carne de porcino después de China, EE. UU. y Alemania. El porcino en nues-
tro pais ocupa el primer lugar en cuanto a importancia econdmica en el sector agroalimentario,

siendo Aragdn la tercera Comunidad Auténoma en produccion de carne de cerdo (MAPA, 2018).

La seroprevalencia mundial de T. gondii en cerdos oscila entre el 0,4 % y el 92,7 % (Foroutan et



al., 2019). En el caso de Espafia, a nivel nacional sélo se ha realizado un estudio sobre este tema
mostrando una alta variabilidad entre las diferentes Comunidades Autonomas (Garcia-Bocanegra

etal., 2010a).

El principal factor de riesgo que favorece el contacto con T. gondii en las granjas de cerdos es
la presencia de gatos. Sin embargo, hay otros factores que contribuyen a la infeccion de los
cerdos como la edad de los animales, el sistema de produccion, el estado de mantenimiento de
las granjas o la presencia de roedores (Kijlstra y Jongert, 2008; Garcia-Bocanegra et al., 20103;
Gebremedhin et al., 2015; Opsteegh et al., 2016). El conocimiento de estos factores contribuye de
forma importante al proceso de evaluacion del riesgo, asi como a la aplicaciéon de medidas co-
rrectoras para su gestion en produccion primaria. Con ello se podria disminuir la seroprevalencia

porcina con el tiempo, llegando incluso a obtener “Granjas Libres de Toxoplasma”.

El pardsito se localiza principalmente en el sistema nervioso central (cerebro), mdsculo esqueléti-
co (lengua o diafragma) y madsculo cardiaco (EFSA, 2011; Opsteegh et al., 2016). Aunque T. gondii
se transmite a través del consumo de carne, en la legislacion de la Union Europea no existen
criterios para su deteccién en matadero (Cook et al., 2000; Berger et al., 2009; EFSA, 2018). Ape-
nas hay informacion sobre la presencia del parasito en tejidos porcinos. Asimismo, existen muy
pocos trabajos que relacionen la seroprevalencia de los animales con la deteccién de T. gondii en
sus tejidos. Estos datos cientificos son necesarios para contribuir al proceso de evaluacion del

riesgo del parasito en la industria carnica (EFSA, 2007; Opsteegh et al., 2016).

Segln la Asociacion Nacional de Industrias de la Carne (ANICE), Espafia es uno de los paises
con una gran tradicion en la elaboracion y consumo de productos carnicos curados. De los ela-
borados con carne de cerdo, el jamén curado es, sin lugar a dudas, uno de los productos mas
emblematicos de la gastronomia espafiola, siendo nuestro pais el primer productor mundial de ja-
mones y paletas curados (ANICE, 2018). Cualquier tipo de riesgo sanitario, genera una respuesta
inmediata y contundente por parte del consumidor, que trae como consecuencia el abandono del
consumo de un producto determinado. Por ello, la demanda de los consumidores de alimentos
libres de patdgenos lleva a las empresas del sector carnico a la necesidad de conocer datos cien-
tificos sobre el efecto de los tratamientos tecnoldgicos que aplican en la viabilidad del parasito,

para poder garantizar la seguridad alimentaria (EFSA, 2011; Opsteegh et al., 2016; EFSA, 2017).
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En este sentido, y a pesar de que estudios epidemioldgicos apuntan al consumo de productos
cdrnicos curados como un factor de riesgo de adquirir toxoplasmosis durante el embarazo (Buffo-
lano et al., 1996; Kapperud et al., 1996; Cook et al., 2000), a fecha actual, existen pocos estudios
sobre el efecto del curado del jamédn en la viabilidad de Toxoplasma gondii (Bayarri et al., 2010;

Gomez-Samblas et al., 2016; Genchi et al., 2017).

La presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo dentro de las actividades del proyecto de inves-
tigacion titulado “Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en jamén y desarrollo de
métodos rdpidos para el anélisis de Listeria monocytogenes” (INNPACTO IPT-2012-0189060000,
MINECO/FEDER). Con respecto a Toxoplasma gondii, la finalidad del proyecto ha sido evaluar la
eficacia del procesado del jamén curado en la inactivacion del parasito, y contribuir a establecer
las medidas preventivas y de control adecuadas en las distintas etapas del proceso de produc-
cion, desde la granja hasta el producto final, que pueden ser utilizadas por la empresa carnica

para poder ofrecer al consumidor un producto seguro y de calidad.
Para alcanzar este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en cerdos de la Comunidad Auténo-

ma de Aragon.

2. Analizar los factores de riesgo asociados con Toxoplasma gondii en las explotaciones

porcinas para conocer qué parametros influyen en mayor medida.

3. Determinar la presencia y viabilidad de Toxoplasma gondii en carne fresca de cerdos pre-

viamente seleccionados.

4. Determinar la influencia del procesado tecnoldgico del curado en la viabilidad de Toxo-

plasma gondii en jamones curados.

5. Con los datos obtenidos en los objetivos anteriores, contribuir al proceso de evaluacion
del riesgo en las diferentes etapas del proceso integral de elaboracién del jamén curado y
aportar herramientas de control y medidas para su gestidn, con el fin de reducir el riesgo de

infeccion por T. gondii.
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1- Toxoplasma gondii
1.1- Antecedentes historicos

Toxoplasma gondii es un protozoo de distribucion mundial incluido en el Phylum Apicomplexa.
Produce la toxoplasmosis que es una de las infecciones parasitarias mas comunes en el hombre.
El parasito se descubrié en 1908 en un pequefio roedor africano (Ctenodactylus gundi) en el Ins-
tituto Pasteur de Tunez (Nicolle y Manceaux, 1908). En un primer momento pensaron que perte-
necia al género Leishmania denominandolo Leishmania gondii. Sin embargo, tras determinar que
poseia una morfologia que no se correspondia con ninguna especie conocida, lo denominaron
Toxoplasma gondii. Su nombre deriva de toxo- arqueado, plasma- vida y del animal en el que se

descubrié gondii- del gondi.

No fue hasta quince afios mas tarde cuando se observd por primera vez a T. gondii como pa-
togeno para el hombre al descubrirse quistes en la retina de un nifio con hidrocefalia (Janku,
1923). Sin embargo, la observacion de que T. gondii puede producir toxoplasmosis congénita no
se realiz6 hasta que se describié una meningo-encefalomielitis mortal en un recién nacido (Wolf

y Cowen, 1937).

Hasta ese momento sélo se conocia la via congénita como forma de transmision. Sin embargo,
en 1954 Weinman y Chandler apuntaron que la transmision del parasito podria producirse también
por el consumo de carne cruda o poco cocinada. Esta informacion marcaria el inicio de todos los
estudios que se han realizado para la deteccion e inactivacion del parasito en tejidos carnicos
aplicando diferentes tratamientos tecnoldgicos (Jacobs, Remington y Melton, 1960; Sommer et
al., 1965). No fue hasta los afios 70 cuando se descubri6 el ciclo completo de T. gondii al identifi-
carse la fase de reproduccion sexual del parasito en el intestino de los gatos y la deteccion de los

ooquistes en sus heces (Dubey, Miller y Frenkel, 19704, b; Hutchison et al., 1970).
1.2- Etiologia de Toxoplasma gondii

Aunque la clasificacion taxondémica del parasito ha sufrido varios cambios a lo largo de su es-
tudio, el criterio que prevalece en la actualidad es el seguido por Levine en 1973 y aceptado por

Frenkel en 1977:



Reino Protozoa

Phylum Apicomplexa. Levine 1970
Clase Sporozoa. Leukart 1879
Subclase Coccidia. Leukart 1879
Orden Eucoccidiida. Leger y Dubosq 1910
Suborden Eimeriina. Leger 1911
Familia Sarcocystidae. Poche 1913
Subfamilia Toxoplasmatinae. Biocca 1956
Género Toxoplasma. Nicolle y Manceaus 1909
Especie Toxoplasma gondii. Nicolle y Manceaus 1909

1.2.1- Estadios de Toxoplasma gondii

T. gondii presenta tres estadios diferentes a lo largo de su ciclo bioldgico: taquizoito, bradizoito y

esporozoito (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Dubey, 2010).
1.2.1.1- Taquizoito

El taquizoito (del griego tachy - rdpido) es el estadio del parasito de multiplicacién mas répida.
Los taquizoitos son capaces de infectar cualquier célula nucleada y se relacionan con la fase

aguda de la enfermedad (Figura 1).

Figura 1: Taquizoitos (Fuente propia).

Presentan un tamafio de 6 - 12 ym de largo y 3 - 4 ym de ancho, con forma de media luna. La
estructura del taquizoito (Figura 2) esta formada por una membrana trilaminar y dos polos api-

cales en los extremos. La ultraestructura del parasito contiene un nucleo celular esférico con un
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nucleolo en la parte media-posterior, mitocondrias, reticulo endoplasmico, ribosomas y aparato
de Golgi. Asimismo, a lo largo de toda la superficie del taquizoito se extiende una red de microtu-

bulos que otorgan al parasito una consistencia sélida.

Una caracteristica de todos los Apicomplexa es la presencia en el extremo anterior de un com-
plejo apical. Este esta formado por varios anillos polares, un conoide, microtdbulos y orgénulos
secretores denominados micronemas, roptrias y granulos densos (Hill, Chirukandoth y Dubey,

2005; Dubey, 2010; Chen et al., 2017).

Membrana plasmatica

‘ Roptrias Conoide
Mitocondria

) Microtubulos
Reticulo

endoplasmatico )
P Apicoplasto

Particulas intermembranales

Granulos densos

Figura 2: Estructura del taquizoito (Modificado de Mufiz y Mondragén, 2009).

El complejo apical es el encargado de la adhesion del parasito e invasion de células gracias a la
unién del conoide a la superficie de la célula hospedadora. Este procedimiento esta favorecido
por las secreciones de los micronemas, de las roptrias y de los granulos densos (Chiappino, Ni-

chols y 0’Connor, 1984; Ajioka et al., 2001; Mufiiz y Mondragén, 2009).

Cuando entran en las células hospedadoras diferentes a las del epitelio intestinal, los taquizoitos
forman una vacuola parasitaria y comienzan a dividirse en su interior por endodiogenia cada 5 -
9 horas. Finalmente, tras repetidos ciclos la acumulacion de los parasitos provoca la lisis de la
célula hospedadora, produciendo la liberacidn de los taquizoitos y diseminando la infeccién. Los
taquizoitos pueden atravesar barreras tisulares como la hematoencefdlica o la placentaria (Hill,

Chirukandoth y Dubey, 2005; Hiepe, Lucius y Gottstein, 2006; Dubey, 2010).

Los taquizoitos son muy sensibles a las condiciones ambientales y no son capaces de sobrevivir



fuera del hospedador. Son sensibles a las enzimas proteoliticas y pueden destruirse durante la
digestion gastrica, por lo que no se suelen transmitir por via digestiva. Sin embargo, se ha com-
probado en estudios in vitro que pueden sobrevivir hasta dos horas en soluciones pépsicas. Asi-
mismo, los taquizoitos son sensibles a temperaturas moderadas-altas y a la desecacion (Dubey y

Beattie, 1988; Dubey, 1998, 2010; Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000).
1.2.1.2- Bradizoito

Los bradizoitos (del griego bradys - lento) son el estadio de replicacion lenta del parasito. Se
encuentran dentro de quistes tisulares y representan la forma cronica de la infeccién, aunque

pueden reactivarse y pasar a taquizoito cuando se deteriora la inmunidad celular del hospedador.

Presentan un tamafio de 5- 8,5 ymdelargoy 1-3 pm de ancho, y tienen varias diferencias estruc-
turales con los taquizoitos (Figura 3). Estas variaciones son la posicion del ndcleo en el extremo
posterior, un mayor nimero de micronemas, que la cantidad de roptrias varia con la edad del pa-
rasito o que poseen granulos de glucdgeno que estan ausentes en los taquizoitos (Dubey, Lindsay

y Speer, 1998; Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Dubey, 2010).

Anillo apical

Conoide
Micronemas

Roptrias

Apicoplasto Granulos de Glucdgeno

Aparato de Golgi
parato fe 0 Microporo

NUcleo Granulo denso

Mitocondria

/ ) Nucleo
Granulo denso

Poro posterior

Figura 3: Estructura de taquizoito (izquierda) y de bradizoito (derecha) (Modificado de
Dubey, Lindsay y Speer, 1998).

Los bradizoitos se multiplican por endodiogenia en las células del hospedador, persistiendo ge-

neralmente durante toda la vida del individuo. Una vez en el interior de las células hospedadoras
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segregan componentes fibrilares que depositan a modo de capas formando una pared quistica de
2 -3 um de grosor. Estos quistes tisulares protegen al parasito de los mecanismos inmunol6gicos
y fisioldgicos del hospedador. Presentan una forma ovalada con un didametro de 200 - 500 ym en
cuyo interior se pueden almacenar de dos hasta miles de bradizoitos dependiendo del momento
de formacion del quiste, de la célula hospedadora parasitada y de la cepa del pardsito (Figura 4)
(Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Guo et al., 2015a). Los quistes
tisulares de T. gondii tienen alta afinidad por los tejidos neuronales y musculares incluyendo el
cerebro, los ojos y los misculos esquelético y cardiaco (Dubey, Lindsay y Speer, 1998, 2009; Ju-

rankova et al., 2014; Guo et al., 2015a).

Figura 4: Quiste tisular con bradizoitos en su interior (Fuente propia).

Los quistes tisulares con bradizoitos en su interior son capaces de sobrevivir a la accion de los
jugos gastricos durante el proceso de digestion. Igualmente, pueden soportan temperaturas de
hasta 60 °C e incluso temperaturas de congelacion durante varios dias. Sin embargo, son sen-
sibles a la desecacion y la irradiacion (Dubey et al., 1990; Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Dubey,
2010; Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000).

1.2.1.3- Esporozoito

Su nombre deriva de sporo - semilla y zoion - animal. Se encuentran en el interior de los ooquistes,
y son el resultado del ciclo sexual que tiene lugar en las células del epitelio intestinal de los hos-

pedadores definitivos (félidos).

Los ooquistes son las formas de resistencia que presentan un didametro de 12 x 15 pm con forma

redondeada y que se eliminan sin esporular mediante las heces de los félidos. Los ooquistes no



esporulados contienen un esporonte que esta formado por citoplasma, granulos de reserva y nu-
cleoplasma. Los ooquistes no esporulados no son infectivos (Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Hill,

Chirukandoth y Dubey, 2005).

La esporulacion de los ooquistes se produce en el medio ambiente en un periodo de uno a cinco
dias dependiendo de las condiciones de temperatura y humedad. Durante la esporulacidn, los oo-
quistes tienen forma de elipse y contienen en su interior dos esporoblastos de forma redondeada.
Posteriormente, los esporoblastos se alargan y dan lugar a los esporoquistes. A continuacion,
cada esporoquiste formard cuatro esporozoitos (Figura 5) (Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Hill,

Chirukandoth y Dubey, 2005).

- U

Figura 5: Ooquiste no esporulado (izquierda) y ooquiste esporulado (derecha) (Dubey,
Lindsay y Speer, 1998; Weiss y Kim, 2013).

Los ooquistes son muy resistentes incluso en condiciones adversas de humedad, aireacion y
temperatura, pudiendo permanecer viables durante mas de un afio en el medio ambiente. Los
ooquistes esporulados se destruyen con irradiacion gamma de baja dosis y son muy sensibles a

la desecacion (Dubey, 1996; Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005).
1.2.2- Antigenos de Toxoplasma gondii

T. gondii presenta varios antigenos que resultaran de ayuda para su deteccion y diagnéstico, y a

su vez cada estadio del parasito tiene unos antigenos especificos.

El antigeno mas inmunodominante es el antigeno de superficie especifico de taquizoito SAG1, al
cual corresponde hasta el 5 % de la proteina total del taquizoito. EI SAG1 tiene la caracteristica

de que no presenta reactividad cruzada con antigenos de otros microorganismos. Igualmente,
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se han identificado otros antigenos de superficie como el SAG2 y SAG3 que son especificos de
taquizoitos, y el SAG4 que lo es para bradizoitos. También existen otros antigenos de membrana

especificos para bradizoitos como el BAG1 (Petersen y Dubey, 2001; Weiss y Kim, 2007).

Asimismo, durante la invasion de las células hospedadoras por el taquizoito se segregan sus-
tancias que igualmente son antigénicas como las producidas por los micronemas (MIC1, MIC2 y
MIC3), las roptrias (ROP1, ROP2, ROP3, ROP4, ROP5, ROP6, ROP7 y ROP8) y los granulos densos
(GRAT1, GRA2, GRA3, GRA4, GRAS5, GRA6 y GRA7) (Petersen y Dubey, 2001; Weiss y Kim, 2007,
Silva-Gutierrez et al., 2018).

1.2.3- Caracterizacion de Toxoplasma gondii

La tipificacion de T. gondii puede llevarse a cabo mediante varios métodos fenotipicos y geno-
tipicos. La caracterizacion fenotipica puede realizarse teniendo en cuenta la patogenicidad del
parasito en ratones de experimentacion o mediante las isoenzimas que posea. En el caso de la
caracterizacion genotipica puede clasificarse mediante cariotipos, mediante el polimorfismo en
el tamafio de los fragmentos de restriccion o mediante microsatélites (de Melo et al., 2004; Pena

et al., 2008; Sibley et al., 2009).

La clasificacion mas empleada por los autores es la caracterizacion fenotipica relacionada con la
virulencia producida en el ratén para describir los tipos de cepas de T. gondii (Verma et al., 2017).
Esta tipificacion ha sido muy bien caracterizada en este modelo animal y utiliza tres lineas clona-
les o tipos, llamados Tipo I, Tipo Il y Tipo Ill (Sibley et al., 2002; de Melo et al., 2006; Dlugonska,
2008; Ingram et al., 2013; Weiss y Kim, 2013).

Las cepas de Tipo | son virulentas en raton, teniendo una dosis letal del 100 % (DL, =1 taqui-
zoito). Provocan una diseminacién generalizada del parasito y conducen a la muerte répida de
los ratones infectados en 6 a 10 dias post-inoculacion. Estas cepas son relativamente raras en
animales, pero estan asociadas con la toxoplasmosis congénita humana y la toxoplasmosis ocu-
lar en pacientes inmunocomprometidos. A este tipo pertenecen las cepas RH, Aldrin o GT1 entre

otras (Dubey y Frenkel, 1973; Dlugonska, 2008; Dubey, 2010; Ayi et al., 2016).

Las cepas de Tipo Il son avirulentas para los ratones (DL, , >10° taquizoitos), siendo la disemina-



cion del parasito menos extensa que en las de Tipo I. En esta categoria se encuentran entre el 70
%y el 90 % de las cepas que causan infecciones por T. gondii adquiridas. A este tipo pertenecen

las cepas ME49, PTG o PRU (Barragan y Sibley, 2003; Ayi et al., 2016).

Las cepas de Tipo lll, son avirulentas, pero generan la formacion de quistes tisulares, lo que
puede provocar un deterioro progresivo del animal (Velmurugan, Su y Dubey, 2009). Este tipo de
cepas se ha aislado de animales salvajes y estd presente en infecciones crénicas de animales y
humanos. Algunos ejemplos de cepas de Tipo lll son VEG, CTG o CEP (Barragan y Sibley, 2003;
Dubey, 2010; Weiss y Kim, 2013;).

1.3- Ciclo bioldgico de Toxoplasma gondii

T. gondii presenta un ciclo bioldgico heteroxeno ya que requiere mas de una especie para com-
pletar su ciclo (Figura 6). El ciclo bioldgico se divide en dos fases: la fase de reproduccion sexual
que se produce Unicamente en los hospedadores definitivos que son la familia Felidae, en espe-
cial los gatos; y la fase de reproduccion asexual, en donde el hombre y otros mamiferos homeo-
termos ademas de las aves actdan como hospedadores intermediarios (Tenter, 2009; Cabezon,

Garcia-Bocanegra y Almeria, 2012).
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Figura 6: Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii ©2019 Laura Herrero.
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La fase de reproduccion sexual se inicia cuando los gatos y otros felinos ingieren una presa in-
fectada con quistes tisulares. Los bradizoitos contenidos en los quistes tisulares se liberan por
accion de los jugos gastricos y penetran en los enterocitos, donde se desarrollan hasta cinco ge-
neraciones diferentes del pardsito (denominadas esquizontes A, B, C, D y E). Los de tipo A son de
pequefio tamafio y se forman al entrar en la célula hospedadora, dividiéndose de forma asexual
por endodiogenia. Los de tipo B aparecen tras unas horas, tienen un ntcleo central y se dividen
por endodiogenia y endopoligenia. Los de tipo C son alargados y se dividen por merogonia. A con-
tinuacion, los estadios tipo D aparecen tras unas 30 horas de la invasion celular multiplicandose
por endopoligenia o merogonia. Finalmente, los de tipo E pueden formarse hasta 15 dias después

de lainvasion celular y se dividen por merogonia.

A partir de los esquizontes de tipo D y E se pueden formar los merozoitos. A continuacion, se
produce el ciclo sexual en donde los merozoitos se diferencian en micro y macrogametocitos.
Los microgametocitos dan lugar a 24 - 32 microgametos biflagelados que fecundaran a los ma-
crogametos, para finalmente formar un zigoto que sera rodeado por la estructura de resistencia
llamada ooquiste. Cuando los ooquistes estan listos, se produce la rotura de la célula hospeda-

doray el ooquiste es liberado a la luz intestinal (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Tenter, 2009).

Los ooquistes son excretados junto con las heces de los gatos, pero aun no tienen capacidad
infectiva. Se requieren de uno a cinco dias para que se produzca la esporulacion de los ooquistes.
La esporulacion depende de las condiciones ambientales, ya que ésta no se produce si la tempe-
ratura es inferior a 4 °C o superior a 37 °C. Los gatos unicamente eliminan ooquistes durante dos
o tres semanas, pudiendo llegar a excretar hasta 20 millones de ooquistes al dia (Dubey et al.,

1995b; Dawson et al., 2005; Jiang et al., 2012).

Tras la infeccién primaria los gatos generan inmunidad. Sin embargo, en gatos infectados expe-
rimentalmente, se ha observado que la inmunidad va disminuyendo a lo largo del tiempo. En rela-
cion a este hecho, hay estudios en los que se ha demostrado que procesos de inmunodepresion
o lareinfeccion de los animales con el parasito, pueden producir que los gatos vuelvan a excretar

ooquistes (Dubey, Thulliez y Powell, 1995a; Malmasi et al., 2009).

En el hospedador intermediario la infeccion se produce mayoritariamente al ingerir ooquistes



esporulados con esporozoitos o tejidos que contengan quistes tisulares con bradizoitos en su
interior. A continuacidn, se liberan los esporozoitos contenidos en los ooquistes o los bradizoitos
englobados en los quistes tisulares. Independientemente de la forma ingerida, se produce la
diferenciacion a taquizoitos, los cuales atraviesan el epitelio intestinal distribuyéndose por todo
el organismo a través de macrofagos y linfocitos, o libres en el plasma invadiendo cualquier tipo
de célula nucleada. En el caso de producirse una primoinfeccion en una hembra en gestacion, los

taquizoitos pueden atravesar la barrera placentaria y transmitirse al feto.

La invasion de la célula hospedadora comienza con la fase de acoplamiento del taquizoito colo-
candose en posicion perpendicular a la célula, favorecido por las secreciones de los micronemas
(Figura 7). Asimismo, estos compuestos activaran el sistema de proteinas actina-miosina del
parasito para actuar de motor para la entrada en la célula. Posteriormente, las roptrias comienzan
a segregar un alto contenido de proteinas y lipidos que atravesaran parcialmente la membrana de

la célula hospedadora.

Gracias a la accion conjunta de estos factores, el taquizoito consigue invadir la célula en tan solo
unos segundos. Una vez el taquizoito entra en la célula se recubre de una membrana y se forma
la llamada vacuola parasitaria. Este recubrimiento favorece la supervivencia del parasito al pro-
tegerlo de las agresiones de la célula hospedadora. Asimismo, esta vacuola tiene la capacidad
de mediar en el control de la apoptosis de la célula, que se utiliza para luchar contra organismos
extrafios. El taquizoito inhibira las sefales que envia la célula para programar su apoptosis, asi
como la generacion de proteasas para destruir la vacuola parasitaria, y con ello prolongar la
supervivencia de ambos. Dentro de las vacuolas parasitarias los taquizoitos se multiplican repe-

tidamente por endodiogenia.

Las sucesivas divisiones provocaran la ruptura de las células hospedadoras y con ello la libe-
racion del parasito. Los taquizoitos libres buscan nuevas células que infectar dando lugar a la
fase aguda de la infeccion, que provocara la formacidon de anticuerpos y la activacion de células
efectoras de la respuesta inmune (Tizard, 2002; Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Hiepe, Lucius y
Gottstein, 2006; Tenter, 2009).
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Figura 7: Mecanismo de invasion de los taquizoitos de T. gondii en las células hospedadoras
(Modificado de Hunter y Sibley, 2012).

Cuando el hospedador adquiere inmunidad se produce la diferenciacion de taquizoito a bradizoi-
to. Los bradizoitos formaran los quistes tisulares para protegerse, donde se iran multiplicando
de una forma lenta generando la infeccion cronica. En la mayoria de los animales los quistes
tisulares se empiezan a formar durante la primera semana post-infeccion y pueden permanecer
durante afios sin causar ninguna reaccién en el hospedador (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005;

Tenter, 2009; Rani et al., 2019).

Los quistes tisulares de T. gondii se sitdan en drganos de los hospedadores con baja actividad
inmunoldgica con el fin de aumentar su supervivencia (Figura 8). La localizacién en la que se
encuentran principalmente los quistes tisulares son el tejido nervioso y tejidos musculares como
el corazon, la lengua o el diafragma. El cerebro es el 6rgano que ofrece una mayor proteccion
inmunoldgica a los quistes del parasito al no permitir el paso a los anticuerpos a través de la
barrera hematoencefalica. Asimismo, el cerebro al carecer de sistema linfatico no permite que
células como los macréfagos o linfocitos puedan acceder a los quistes (Wingstrand et al., 1997,
Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Gamble, Dubey y Lambillotte, 2005; dos Santos et al., 2005; Garcia
et al., 2006a; Dubey y Jones, 2008; Bezerra et al., 2012; Dubey, 2012; Cademartori et al., 2014;
Fernandes et al., 2015; Wang et al., 2016).
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Figura 8: Quiste tisular en tejido cerebral (izquierda) y en tejido muscular esquelético (derecha)
(Petersen y Dubey, 2001).

2- Toxoplasma gondii en el hombre
2.1- Vias de transmision

La toxoplasmosis es una de las zoonosis parasitarias mas extendidas en el mundo. La principal
via de transmision del parasito a los hospedadores intermediarios se produce a través del con-
sumo de carne cruda, poco cocinada o curada que contiene quistes con bradizoitos (Buffolano
et al., 1996; Kapperud et al., 1996; Cook et al., 2000; EFSA, 2007; Jones et al., 2009; Foroutan et
al., 2019).

Otra de las vias de transmision es mediante la ingestion de ooquistes excretados junto a las he-
ces de los gatos, que han esporulado en el medio ambiente y que contaminan suelos, alimentos

y aguas (Palmero y Carballés, 2010; Jones y Dubey, 2012; Lass et al., 2012).

El estadio de taquizoito de T. gondii es el responsable de la adquisicion de toxoplasmosis con-
génita al producirse el paso de taquizoitos de la madre al feto durante la fase aguda de una
primoinfeccion con el parasito durante la gestacién (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Palmero y
Carballés, 2010; Vargas-Villavicencio, Besné-Mériday Correa, 2016; EFSA, 2108). En el afio 2006
se cre6 el grupo EUROTOXO, grupo de estudio formado por 28 paises cuya funcion es proporcio-

nar un sistema de vigilancia y prevencién frente a la toxoplasmosis congénita (EFSA, 2007, 2017).

La infeccidn producida mediante la ingestion de taquizoitos es mas complicada, ya que son sen-
sibles al jugo gastrico y sobreviven con dificultad fuera del hospedador (EFSA, 2007; Hernéndez

et al., 2012). Sin embargo, se han encontrado taquizoitos viables en la leche de varias especies,
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siendo la leche de cabra sin pasteurizar la que ha producido un mayor nimero de casos de to-
xoplasmosis humana (Sacks, Roberto y Brooks, 1982; Tenter, 2009). Igualmente, el consumo de
ostras crudas, almejas o mejillones puede ser un factor de riesgo para la infeccion por T. gondii al
ser animales que se alimentan filtrando agua (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Jones et al., 2009;

Dubey, 2010; Amairia et al. 2016; EFSA, 2018).

Finalmente, otra via de infeccion es a través de transfusiones de sangre con taquizoitos o bien
mediante el trasplante de drganos que contengan quistes tisulares del parésito (Pérez et al.,

2011; Weiss y Kim, 2013; Villard et al., 2016; Alvarado-Esquivel et al., 2018).

En los seres humanos no se ha establecido una dosis infectiva de T. gondii (EFSA, 2018), por lo
que extrapolando los resultados obtenidos en animales se ha sefialado que la dosis infectiva se-
ria de 10* parasitos, aunque variaria segun la cepa de que se tratara (Warnekulasuriya, Johnsony
Holliman, 1998; Vargas-Villavicencio, Besné-Mériday Correa, 2016). En este sentido autores como
Opsteegh et al. (2011) y Guo et al. (2016, 2017) estan desarrollando modelos de dosis-respuesta
para predecir la probabilidad de infeccion en las personas por T. gondii debido al consumo de

productos carnicos infectados.
2.2- Seroprevalencia

Se estima que entre el 25 - 40 % de la poblaciéon mundial esta infectada, pero la prevalencia varia
mucho de unos paises a otros, e incluso dentro del propio pais. La prevalencia de infeccién au-
menta con la edad y no presenta variacion entre sexos (Palmero y Carballés, 2010; Maenz et al.,

2014).

En Europa la seroprevalencia se encuentra entre el 8 % en Suiza y el 57 % en Rumania (Breu-
gelmans, Naessens y Foulon, 2004; Zufferey, di Mito y Auckenthaler, 2007; Masini et al., 2008;
Olariu et al., 2008; Karkova, Flegr y Calda, 2015; Burrells et al., 2016). Los datos del continente
americano sefialan prevalencias del 11 % en Norteamérica y del 7,2 % al 49 % en Centro y Suda-
mérica (Marquez y Etcheverry, 2003; Jones et al., 2007; Mufioz-Zanzi et al., 2010; da Silva, Vinaud
y Castro, 2015a; Alvarado-Esquivel et al., 2016). En los paises asiaticos también existe una gran
variabilidad que puede ir del 10 % en China hasta el 70 % de Indonesia (Terazawa et al., 2003; Liu

etal., 2009). Asimismo, podemos encontrar valores del 25 % al 51 % en paises africanos (Simpore



et al., 2006; el Mansouri et al., 2007; Thiong'o et al., 2016), o del 23 % en Australia (Karunajeewa
etal., 2001).

En el caso de la poblacion espafiola, algunos de los datos obtenidos de seroprevalencia fueron del
11,2 % en Alicante (Ramos et al., 2007), del 13 % al 25 % en Andalucia (Guerra y Fernandez, 1995;
Ribes et al., 1996; Sampedro et al., 2010), del 18 - 19 % en Madrid y Salamanca (Gutierrez-Zufiau-
rre et al., 2004; Santiago et al., 2012; Lépez-Fabal y Gdmez-Garcés, 2013), del 21 % en Albacete
(Bartolomé et al., 2008), del 28 % en Barcelona (Mufioz et al., 2004) o hasta del 35 % en el Pais
Vasco y Zaragoza (Rodriguez-Alarcon, 1997; Gil-Tomas et al., 2011). Sin embargo, en los dltimos
afios se ha observado que los datos de seroprevalencia en Espafia estan aumentando debido al
mayor ndmero de personas procedentes de otros paises en los que existe una mayor prevalencia

del paréasito (Gil-Tomas et al., 2011; Santiago et al., 2012; Lépez-Fabal y Gdmez-Garcés, 2013).

En la Figura 9, se puede observar que las zonas con menor seroprevalencia (< 20 %) en humanos
son el sureste de Asia, América del Norte y el norte de Europa. Las tasas de infeccion con un valor
medio (20 % - 40 %) se encuentran en el sur de Europa, paises africanos como Nigeria o Sudan,
Australia y Chile en Sudamérica. Las cifras mas altas (>40 %) se encuentra en la mayor parte de
América del Sur como Brasil o Argentina, algunos paises africanos como Senegal o Tanzania e

Indonesia (Maenz et al., 2014).
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Figura 9: Prevalencia de T. gondii en el hombre (Modificado de Maenz et al., 2014).
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2.3- Toxoplasmosis

La toxoplasmosis puede presentarse con diferentes cuadros clinicos en las personas en funcion,

principalmente, del estado inmunoldgico en el que se encuentre el individuo.

Toxoplasmosis en individuos inmunocompetentes que sufren una primoinfeccion con el pa-
rasito: presentan un cuadro asintomatico o puede cursar de forma leve con fiebre, linfadeno-
megalia y malestar general (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Carme et al., 2002; Palmero y

Carballés, 2010).

En los individuos inmunocompetentes el contacto con el parasito desencadena la respuesta
inmunoldgica del organismo. Para protegerse de esta respuesta, T. gondii forma quistes en
los tejidos del hospedador. Este fendmeno dara lugar a la fase de toxoplasmosis latente, la
cual es normalmente asintomatica para el hospedador. Sin embargo, en los dltimos afios, se
han realizado cada vez mas estudios que relacionan la presencia de T. gondii en estado laten-
te en tejidos como el cerebro con enfermedades neuroldgicas y psiquidtricas. No se conoce
todavia el modo de actuacion exacto pero se cree que se produce por el impacto directo que
causa el parasito en el cerebro por el enquistamiento en neuronas o células gliales, por meca-
nismos inmunomoduladores o por efectos sobre la neurotransmision (Esshili et al., 2016). Se
ha observado que la accion del parasito puede cambiar el comportamiento y la personalidad
de las personas afectadas, e incluso en los casos mas graves producir suicidios o la muerte
directa (Fabiani, Pinto y Bruschi, 2013; Flegr, 2013). Se ha apuntado que la presencia de T.
gondii puede elevar hasta en 2,5 veces el riesgo de que una persona padezca esquizofrenia
(Torrey, Bartko y Yolken, 2012; Sutterland et al., 2015). También se ha observado una posible
relacion de T. gondii con la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer al producir un descenso
de la produccion de dopamina debido a la neurodegeneracion provocada por el parasito, pero

todavia no se han podido obtener datos concluyentes al respecto (Ramezani et al., 2016).

Toxoplasmosis en individuos inmunodeprimidos: en personas que han sido sometidas a tras-
plantes, a tratamientos quimioterapicos o presenten el sindrome de inmunodeficiencia adqui-
rida, el parasito puede causar cuadros mas severos. Normalmente aparece un cuadro febril de

tipo séptico, con fiebre alta, escalofrios, sudoracion, cefalea, astenia y anorexia. En los casos



mas graves se pueden dar trastornos gastrointestinales, como dolor abdominal, nduseas, v6-
mitos, diarrea o constipacion, asi como erupciones cutaneas y manifestaciones pulmonares,
miocdrdicas, hepaticas y cerebrales (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Palmero y Carballés,

2010; Jones, Parise y Fiore, 2014).

En los individuos inmunodeprimidos también puede formar parte del cuadro clinico la toxo-
plasmosis ocular. Se manifiesta normalmente con disminucion de la vision, enturbiamiento
del humor vitreo y acumulos de pigmento. En los casos mas graves puede producirse des-
prendimiento de retina, con posibilidad de padecer glaucoma secundario, sinequias oculares
o cataratas. En los casos de lesiones cronicas pueden producirse inflamaciones generaliza-
das mantenidas durante largos periodos de tiempo, pudiendo llegar a la pérdida progresiva
de la vision o incluso a la ceguera (Jones, Parise y Fiore, 2014; Maenz et al., 2014; Yildiz et

al., 2015).

Toxoplasmosis congénita en mujeres embarazadas que no hubieran tenido un contacto previo
con T. gondii: tiene lugar cuando se produce el paso del parasito al feto debido a que los taqui-
zoitos pueden atravesar la placenta en la fase aguda de la infeccion. Pueden causar distintas
alteraciones e incluso la muerte del feto dependiendo del momento de la gestacion en el que
se produce la infeccidn. Aunque hay mas posibilidades de infeccion en las dltimas etapas de
la gestacion, cuanto mas temprano sea el contagio durante el embarazo los dafios seran mas
graves para los fetos. Pueden producirse abortos espontaneos, nacimientos prematuros o a
término sin sintomas iniciales de toxoplasmosis. Los nifios nacidos enfermos presentan un
menor peso al nacer, neumonitis intersticial, miocarditis y hepatoesplenomegalia. Asimismo,
pueden mostrar sintomas neuroldgicos como letargia y signos oculares como la retinocoroi-
ditis. Si el dafio cerebral es muy amplio padecen hidrocefalia, con secuelas muy frecuentes
incluyendo retraso mental o psicomotriz, convulsiones y sordera (Tenter, Heckeroth y Weiss,

2000; Montoya y Remington, 2008; Palmero y Carballés, 2010).

La infeccion previa al embarazo provoca inmunidad en los embarazos posteriores siempre que
no se reactive la enfermedad al producirse situaciones de inmunosupresion (Tenter, Heckeroth y

Weiss, 2000).
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3- Toxoplasma gondii en animales
3.1- Gato

Los felinos, y en especial el gato, tienen una gran importancia en la epidemiologia de la infeccion

por T. gondii al ser los unicos hospedadores definitivos del parasito.

Los gatos juegan un papel muy importante en la transmision de T. gondii, ya que excretan ooquis-
tes en sus heces y contaminan superficies, alimentos y aguas (Rochette, 2005). En los gatos la
infeccion suele ser asintomatica con excrecion de ooquistes mediante las heces durante 2 - 3
semanas (Malmasi et al., 2009; Savik et al., 2015; Cong et al., 2016a). Se han publicado datos de
seroprevalencia en gatos que se sitian entre el 1T % en Reino Unido y el 68,3 % en Estados Unidos
(Dubey et al., 1995b; Gauss et al., 2003; Mird et al., 2004; de Craeye et al., 2008; Montoya et al.,
2008; Gyorke et al., 2011; Jokelainen et al., 2012; Opsteegh et al., 2012; Spada et al., 2012; Wang
et al., 2012a; Esteves et al., 2014; Paris et al., 2014; Jung et al., 2015; Li et al., 2015; Seevik et al.,
2015; Cong et al., 2016a).

3.2- Rumiantes, équidos, aves y especies cinegéticas

T. gondii puede afectar a mamiferos y aves, pero la susceptibilidad de los huéspedes interme-
diarios para la infeccion por el parasito varia segun la especie, observandose una elevada preva-
lencia en animales de abasto y en especies cinegéticas. En el ganado, los quistes tisulares del
parasito aparecen con mayor frecuencia en tejidos de cerdos, ovejas y cabras, y en menor medida

en aves de corral, conejos y caballos (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Dubey, 2009).

El ganado ovino siempre se ha considerado como una de las especies mas sensibles al parasito
con seroprevalencias del 11,1 % al 33,6 % (Khamesipour et al., 2014; Ahmad et al., 2015; Correia
et al., 2015; Hamilton et al., 2015; Izadyar et al., 2019). La seroprevalencia en estos animales va
aumentando a lo largo de su vida y puede llegar a producir grandes pérdidas econdmicas (Hill,
Chirukandoth y Dubey, 2005; Guo et al., 2015a). En esta especie, la presencia de T. gondii en carne
varia entre el 3,6 % en Irlanda y el 61,6 % en Suiza (Ragozo et al., 2008; Berger-Schoch et al., 2011;
da Silvaetal., 2011; Asgari et al., 2011; Rahdar, Samarbaf-Zadeh y Arab, 2012; Halova et al., 2013;
Boughattas et al., 2014; Federle, 2015; Yildiz et al., 2015).



Al igual que en el ovino, el ganado caprino es muy susceptible a padecer toxoplasmosis obser-
vandose seroprevalencias del 12 % al 36,4 % (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Jittapalapong et
al., 2005; Shrestha y Fahmy, 2005; Garcia-Bocanegra et al., 2013; Lopes et al., 2013; Li et al., 2016;
Maganga et al., 2016; Izadyar et al., 2019). La presencia del parasito en su carne se encuentra en-
tre el 8,9 % en Irdny el 54,2 % en Japén (Ragozo et al., 2009; Asgari et al., 2011; Kyan et al., 2012;
Amdouni et al., 2017; Rasti et al., 2017).

El ganado bovino presenta una gran resistencia a la infeccion por el parasito, por lo que presenta
valores bajos de seroprevalencia del 0 % al 7,3 % (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Matsuo et al.,
2014; Khamesipour et al., 2014; da Silva et al., 2015b; Rocha et al., 2016). Aunque la aparicién de
quistes tisulares es muy limitada, su deteccidn en carne se sitta entre el 0 % en EE. UU. y el 36,6
% en Colombia (Dubey et al., 2005; Berger-Schoch et al., 2011; Rahdar, Samarbaf-Zadeh y Arab,

2012; Garcia-Bocanegra et al., 2013; Franco-Hernandez et al., 2016).

La seroprevalencia en el ganado equino puede variar de forma muy significativa dependiendo de
la edad de los animales y de las condiciones higiénicas de las explotaciones en las que estén
estabulados, observandose seroprevalencias del 0 % al 39 % (Tassi, 2007; Kouam et al., 2010;
Matsuo et al., 2014; Davoust et al., 2015; Papini et al., 2015; Pastiu et al., 2015; Wang et al., 2015;
Cazarotto et al., 2016; Masatani et al., 2016; Ribeiro et al., 2016). En esta especie normalmente se
detectan bajas prevalencias en tejidos (Tassi, 2007), variando entre el 0 % encontrada en Francia

y el 20 % obtenida en Rumania (Aroussi et al., 2015; Pastiu et al., 2015).

Aunque las aves son naturalmente resistentes a la toxoplasmosis clinica, esta especie esta con-
siderada como una importante fuente de infeccion para el hombre. La seroprevalencia variara
mucho (17 % al 90 %) dependiendo del tipo de produccion, ya sean criados en granjas de produc-
cion, de instalaciones organicas o de pollos de corral (Zhao et al., 2012; Chumpolbanchorn et al.,
2013; Hill y Dubey, 2013; Casartelli-Alves et al., 2014; Fernandes et al., 2016; Magalhaes et al.,
2016). La prevalencia del pardsito en carne de aves se encuentra ente el 0 % en EE. UU. y el 55 %

en Colombia (Dubey et al., 2005, 2006; Franco-Hernandez et al., 2016).

Ademas de los animales criados exclusivamente para el consumo de su carne, existen numero-

sas especies cinegéticas que son hospedadores intermediarios de T. gondii como el jabali (se-

31



32

roprevalencia del 14 % al 24 %) (Ranucci et al., 2013; Jokelainen, Velstrom y Lassen, 2015; Cale-
ro-Bernal et al., 2015), el ciervo (del 11,3 % al 75,5 %) (Gauss et al., 2006; Dubey et al., 2014; Cong
et al., 2016b) o la liebre (del 11,4 % al 53,8 %) (Gustafsson, Uggla y Jarplid, 1997; Almeria et al.,
2004; Jokelainen et al., 2011; Fernandez-Aquilar et al., 2013). Aunque las personas no consuman
frecuentemente la carne de estos animales, tienen una relevancia epidemioldgica muy importan-
te porque pueden actuar también como transportadores mecanicos de ooquistes, y transmitir la

infeccion al estar en contacto con los animales de abasto.
3.3- Cerdo

El sector porcino es un integrante fundamental de la industria agroalimentaria espafiola y un
motor de la economia del pais. Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacidn
(MAPA), el porcino en Espafia ocupa el primer lugar en importancia econémica en el sector agro-
alimentario (MAPA, 2018). Las cifras ascienden hasta casi los 6.900 millones de euros, corres-
pondientes al 36,8 % de la produccion ganadera del pais. Asimismo, hay que destacar que Espafia
ocupa la primera posicion del censo porcino en Europa, con 30.138.000 animales que suponen
el 20,1 % del total de la Union Europea. Aragon es la Comunidad Auténoma que ocupa el primer

puesto en cuanto a censo porcino con el 25,8 % (MAPA, 2018).
3.3.1- Fuentes de infeccion, sintomatologia y respuesta inmune

Debido a su caracter omnivoro, los cerdos tienen una mayor probabilidad de adquirir la infeccion
con T. gondii a través de alimentos o aguas que contengan ooquistes esporulados, mediante el
consumo de quistes tisulares que contienen bradizoitos, bien por canibalismo, o por ingestion de
otros hospedadores intermediarios como ratones y por via congénita por el paso de taquizoitos a
través de la placenta (Garcia-Bocanegra et al., 2011; Balea et al., 2012; Jurdnkova et al, 2014; de

Berardinis et al., 2017).

La infeccidn en los cerdos adultos sanos y con buenas condiciones fisicas suele desarrollarse de
forma subclinica o con sintomas no especificos que no permiten su diagnostico durante la fase
aguda. Los portadores, aparentemente sanos, con infecciones latentes, tendran quistes en sus

tejidos y se convertiran en portadores crénicos del parasito (Dubey y Jones, 2008).



Solamente en los casos mas graves los cerdos pueden presentar sintomatologia clinica que in-
cluira fiebre, tos, anorexia, apatia, falta de coordinacion, temblores, neumonia, miocarditis, ence-
falitis, problemas oculares y diarrea, acompafiados de una tasa de mortalidad que puede llegar
hasta el 50 % en algunos casos (Dubey y Beattie, 1988). Ademds, pueden aparecer problemas
reproductivos debidos a la transmisidn congénita. La infeccion en cerdas reproductoras produce
problemas como abortos, lechones momificados o autoliticos, mortinatos, nacimientos prematu-

ros y muertes poco después del nacimiento (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Basso et al., 2017).

Los mecanismos de defensa del hospedador frente a T. gondii producen una rapida respuesta
inmunoldgica en el individuo después de la infeccion. Esta respuesta se basa en una compleja
combinacion entre el sistema inmune innato y adquirido. Tras la infeccion, los taquizoitos de T.
gondii invaden en primer lugar los enterocitos y las células de la Iamina propia del intestino, mos-
trando un gran poder antigénico. Pasadas unas horas, los parasitos tras varias multiplicaciones
rompen las células y se distribuyen a través de los vasos sanguineos y linfaticos, llegando hasta
los ganglios linfaticos locales (Martin-Hernandez y Garcia-Izquierdo, 2003; Tizard, 2002; Hiepe,

Lucius y Gottstein, 2006; Gémez-Lucia, Blanco y Doménech, 2007).

La respuesta del sistema inmune innata es la que asume principalmente el control del parasito
en la fase aguda de la infeccion, encargandose del bloqueo de la replicacion de los taquizoitos.
Cuando se distribuyen a través de los vasos sanguineos y linfaticos quedan expuestos a la accién
de las proteinas del complemento, pudiendo sufrir la fagocitosis de macréfagos y de células den-
driticas y liberarse citoquinas proinflamatorias. Esta situacion a su vez, provocara la activacion
no especifica de los macrdéfagos y las células natural killers (NK), promoviendo los mecanismos
intracelulares para destruir los pardasitos e inhibir su replicacion (Kasper y Buzoni-Gatel, 1998;
Martin-Hernandez y Garcia-lzquierdo, 2003; Giraldo, 2008; Benson et al., 2009; Dupont, Christian
y Hunter, 2012; Male et al., 2014).

Asimismo, se desarrolla la respuesta inmune celular, que es esencial para la proteccion a largo
plazo. Esta respuesta es activada por antigenos del parasito de membrana y citoplasmaticos.
Se caracteriza por la generacion de linfocitos T, que son los encargados de la destruccion de las
células infectadas por el parasito (Kasper y Buzoni-Gatel, 1998; Hiepe, Lucius y Gottstein, 2006;

Giraldo, 2008; Yarovinsky, 2014). Asi se consigue el control de la replicacién de los taquizoitos y
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provoca que el parasito se proteja de esta respuesta mediante la formacion de quistes tisulares,
que permaneceran de forma latente generalmente durante toda la vida del animal. Estos quistes
producen una continua estimulacion de la respuesta inmune controlada por linfocitos T de me-
moria, que protegen al animal frente a nuevas infecciones por el parasito. La disminucion de la
respuesta de los linfocitos T en el animal, puede producir la reactivacion de los quistes tisulares
y la aparicion de una nueva infeccién aguda (Martin-Hernandez y Garcia-Izquierdo, 2003; Hiepe,

Lucius y Gottstein, 2006; Gémez-Lucia, Blanco y Doménech, 2007).

El sistema inmune humoral es otra de las barreras para la lucha contra el parasito en los individuos
inmunocompetentes. La produccion de anticuerpos por los linfocitos B favorece la fagocitosis y
la activacion del complemento, pero solo juegan un papel secundario en el control de la infeccion.
Esta respuesta es muy rapida, elevandose los niveles de los diferentes tipos de inmunoglobulinas

(IgA, IgM, IgE e 1gG) con diferentes perfiles cinéticos.

Coémo se observa en la Figura 10, en la primera semana post-infeccion la IgM e IgA aumentan has-
ta un maximo y disminuirdn poco a poco a partir de la sexta semana hasta llegar a desaparecer.
En el caso de la IgE alcanza un pico a los 2 meses y desaparecen rapidamente (Verhelst et al.,
2011; Dard et al., 2016). A los 10 -17 dias apareceran las IgG, las cuales alcanzaran su maximo a
los 2 - 3 meses y posteriormente iran disminuyendo lentamente durante gran parte de la vida del

hospedador (Jungersen et al., 1999).

En el caso de los lechones descendientes de cerdas seropositivas, adquiriran de su madre anti-
cuerpos frente a T. gondii (IgG, IgM e IgA) a través de la circulacién sanguinea y de la leche duran-
te el periodo de lactacion protegiéndoles en sus primeras semanas de vida. Pasadas unas siete
semanas los anticuerpos maternales que poseen los lechones desaparecen (Garcia-Bocanegra

etal., 2010b).

Asimismo, los anticuerpos pueden utilizarse para detectar la enfermedad y la fase de la infeccion
en la que se encuentra el animal utilizando las técnicas de analisis seroldgico. Principalmente
se utiliza la IgM para la deteccidn de toxoplasmosis aguda y la IgG para diagnosticar la infecciéon

cronica.



Tiempo (meses)

Figura 10: Cinética de anticuerpos en el cerdo (Modificado de Dard et al., 2016).
3.3.2- Factores de riesgo en produccion primaria

Es esencial conocer los posibles factores de riesgo que favorecen la infeccion en los cerdos, para
poder implementar medidas adecuadas de prevencion y control en las granjas y asi conseguir una

disminucion de la presencia de T. gondii (Opsteegh et al., 2016; Gazzonis et al., 2018).

Los factores de riesgo estan relacionados con las condiciones de los propios animales como
la edad o el estrés, con los parametros de produccion que se utilicen en las granjas, con las
instalaciones y su mantenimiento, y con las medidas higiénicas y de bioseguridad que se sigan

(Opsteegh et al., 2016).

Numerosos estudios han comprobado que la seroprevalencia porcina aumenta con la edad de los
animales ya que aumenta el tiempo de exposicion al parasito, alcanzando las cifras mas altas
en cerdas adultas de cria (Kijlstra y Jongert, 2008; Feitosa et al., 2014; de Sousa et al., 2014; Xu
et al., 2015; Djokic et al., 2016; Jennes y Cox, 2017). Gacia-Bocanegra et al. (2010a) observaron
diferencias significativas debidas a este factor entre la seroprevalencia de los cerdos de engorde
(9,7 %) con respecto a las cerdas de cria (24,2 %). Otros estudios siguen la misma tendencia,
como el realizado por Gebremedhin et al. (2015) en el que se observé una seroprevalencia del
26,5 % en animales menores de 12 meses mientras que el valor fue del 36,2 % en cerdos mayores
de 12 meses. Igualmente, en el estudio de Grgnbech et al. (2017) se indicé que las cerdas adultas

presentaban mas riesgo de contagio que los cerdos de engorde.
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Ademas, episodios de estrés o enfermedad que pueden producir cuadros de inmunodepresion
en los cerdos facilitara la infeccién por el parasito (Alvarado-Esquivel et al., 2014). Sin embargo,
otros factores como el sexo, peso o conformacion corporal no se han relacionado con un mayor

riesgo de infeccion (Esteves et al., 2014).

El censo de animales de la explotacion también constituye un factor de riesgo. Los cerdos en las
granjas pequefias tienen un mayor riesgo de infeccién que en las granjas de mayor tamafo debido
a que los animales estan mas expuestos a las formas infectivas del parasito al tener normalmen-
te un manejo menos tecnificado (Jennes y Cox, 2017). Ortega-Pacheco et al. (2013), observaron
que en granjas con un numero de cerdos menor o igual a 400 el riesgo era 27,9 veces superior que

en instalaciones con un censo de animales mayor.

También se ha observado que el riesgo de infeccion en granjas de produccion extensiva es esta-
disticamente mayor que en granjas de produccion intensiva (Slany et al., 2016). En el primer sis-
tema los animales son criados al aire libre o tienen disponibilidad de parques exteriores (Figura
11), pudiendo ingerir roedores y animales salvajes portadores u ooquistes esporulados del suelo,
agua o pastos contaminados (van der Giessen et al., 2007; Dubey, 2010; Garcia-Bocanegra et al.,
2010a, 2010c; Veronesi et al, 2010; Dubey et al., 2012; Jones y Dubey, 2012; Guo et al., 2015b; Wa-
llander et al., 2016). Garcia-Bocanegra et al. (2010a) detectaron 9,7 veces mas riesgo en animales
con posibilidad de salida al exterior de las instalaciones que en aquellas en las que no salian.
En un estudio realizado por van der Giessen et al. (2007) se determind que el riesgo de detectar
anticuerpos frente a T. gondii en animales en granjas de produccion extensiva era 16 veces mayor

que en las de manejo intensivo.

Este es un factor importante en el proceso de evaluacion del riesgo, ya que tltimamente se ha
producido un aumento en la produccion de cerdos de forma extensiva debido a las tendencias

actuales de un mayor consumo de animales criados en granjas organicas.

Por otro lado, en las instalaciones con manejo intensivo, los animales estan mas hacinados y
cuando se detecta una fuente de contaminacidn, el nimero de animales expuestos seria mayor lo
que podria conllevar un aumento de la seroprevalencia (Hill y Dubey, 2002; van der Giessen et al.,

2007; Bezerra et al., 2009; Lopes et al., 2013).



Figura 11: Cerdos con acceso a parques exteriores (Garcia-Bocanegra et al., 2011).

Asimismo, evitar la presencia de otros animales como gatos, perros, roedores o pajaros tanto
alrededor como dentro de las naves es importante. El principal factor de riesgo en relacion al
contacto con otros animales es el acceso de los gatos al interior de las instalaciones. Estos son
los hospedadores definitivos del parasito y por lo tanto son los Unicos que pueden contaminar
el ambiente con ooquistes (Ortega-Pacheco et al., 2011; Cenci-Goga et al., 2013; Guimaraes et
al., 2013; de Sousa et al., 2014). Se ha observado que la presencia de gatos puede producir un
aumento del riesgo relativo de contacto de los cerdos con el parasito en mas de once veces (Gar-

cia-Bocanegra et al., 2010a).

En el caso de los perros, se consideran como una posible forma de transporte mecanico de los
ooquistes al mancharse con heces de gatos y transportar el parasito. Asimismo, en algunos es-
tudios se ha observado que los perros pueden ingerir ooquistes esporulados del ambiente y que
éstos consigan resistir el proceso de digestion (Lindsay et al., 1997; EI-Behairy et al., 2013; Munoz

y Mayer, 2016).

Ademas, existen otros hospedadores intermediarios, como pajaros y ratones, que pueden trans-
mitir la infeccién al ser ingeridos por los cerdos (Kijlstra et al., 2004). Por ello, es muy importante
tener medidas de control de estos animales en las instalaciones (Garcia-Bocanegra et al., 2010a;
Piassa et al., 2010; Meerburg et al., 2012). En concreto, Kijlstra y Jongert (2008) realizaron un
estudio en tres granjas de cerdos organicas en las que se habian detectado problemas relaciona-
dos con la presencia de roedores. Se llevo a cabo una campaiia de control de roedores durante
cuatro meses y se observo que la seroprevalencia de los cerdos de estas granjas disminuy6 en

gran medida, llegando a no detectarse ningln cerdo infectado en dos de ellas. Tras dos meses sin
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realizar el control de roedores, la seroprevalencia porcina en las tres granjas aumentd de nuevo.

También el orden y mantenimiento de las instalaciones son condicionantes muy importantes para
prevenir la infeccion de los cerdos con T. gondii. Factores como la integridad de las ventanas y
puertas que ajusten correctamente son necesarios para impedir la entrada de pajaros u otros ani-
males portadores al interior de las instalaciones. Asimismo, un buen orden de los materiales im-
pedira el asentamiento de hospedadores intermediarios del parasito como ratones, que podrian

ser devorados por los cerdos y transmitirles el pardsito (Veronesi et al., 2010; Tao et al., 2011).

El almacenamiento del alimento y la administracion del pienso también pueden ser un factor de
riesgo. Dependiendo de las condiciones de conservacion, el alimento puede estar contaminado
con heces de gatos que presenten ooquistes o con cadaveres de hospedadores intermedios,
como ratones o pajaros (Mateus-Pinilla et al., 1999; Dubey et al., 1995b; Kijlstra y Jongert, 2008;
Bezerra et al., 2009; Cenci-Goga et al., 2013; Ortega-Pacheco et al. 2013).

Igualmente, se deben de tener en cuenta la existencia o no de sistemas de calefaccion en las
instalaciones para el mantenimiento constante de la temperatura. En las granjas que tengan una
temperatura calida durante todo el afio se puede producir una mayor esporulacion de los ooquis-

tes y supervivencia del parasito (Hernandez et al., 2014; Foroutan et al., 2019).

La limpieza de las instalaciones es otro punto muy importante para el contacto de los cerdos con
T. gondii. En las granjas podria existir contaminacion ambiental con ooquistes excretados por
gatos o que hayan sido introducidos accidentalmente en alguna superficie mediante las botas o
utillaje desde el exterior (Jennes y Cox, 2017). Por ello, la mejor forma de limpiar las superficies
de los corrales es utilizando agua a alta temperatura y limpiadores de presion asociados a una

desinfeccion quimica (Villari et al., 2009; Veronesi et al., 2010).

Otro de los posibles factores de riesgo presentes en las granjas es la falta de vigilancia de ani-
males muertos y el no realizar una retirada correcta de cadaveres de los corrales. En estos casos,
los cerdos podrian tener acceso a los cadaveres de sus compaiieros y mediante canibalismo con-
sumir tejido con quistes tisulares del parasito. Gebremedhin et al. (2015), observaron que este
factor estaba relacionado estadisticamente con la infeccidn con T. gondii, observandose que en

granjas sin posibilidad de acceso a cadaveres de cerdos la seroprevalencia porcina era del 25,7%,



mientras en los que los animales tenia la posibilidad de ingestion de estos tejidos aumentaba

hasta el 40,7 %.

En los ultimos afios, se han realizado diversos estudios que han demostrado que la vacunacion
de los animales con una cepa inactiva o viva atenuada de T. gondii podria proteger de la infeccion
frente al parasito. Kringel et al. (2004) y Burrells et al. (2015) observaron una reduccion significa-
tiva de quistes en los tejidos porcinos tras la vacunacién. Se ha comprobado que si se realiza la
vacunacion de los gatos la seroprevalencia porcina disminuia significativamente al reducirse la
diseminacion de ooquistes (Mateus-Pinilla et al., 1999; Innes et al., 2009; Verma y Khanna, 2013).
Sin embargo, actualmente la Unica vacuna autorizada con una cepa viva y atenuada de T. gondii
es para su uso en ovejas (de Berardinis et al., 2017). En el resto de especies este tipo de vacunas
no esta comercializada porque la toxoplasmosis no esta considerada por parte de la industria un
problema realmente importante para ellas. Ademas, la utilizacién de cepas vivas podria causar
problemas de seguridad segun el grado de atenuacion, y posiblemente tendrian una vida Gtil muy
corta (Li y Zhou, 2018; Innes et al., 2019). Para solucionar estos problemas, en la actualidad se
estan ensayando en modelos animales vacunas de fragmentos de ADN, ya que se ha observado
que presentan ventajas como que son faciles de producir, relativamente econdmicas, mas efi-
cientes, provocan una respuesta inmunitaria humoral y celular mas fuertes, son estables al calor

y mas seguras (Ahmadpour et al., 2017; Liu et al., 2017; Li y Zhou, 2018).

El Reglamento (CE) n°® 852/2004, relativo a la higiene de los productos alimenticios, establece
medidas para garantizar la higiene de los alimentos en todas las fases a lo largo del proceso
de produccidn, desde la produccion primaria hasta el consumidor final. La aplicacion de buenas
practicas de higiene (BPHs) en la produccién primaria conlleva una reduccién del riesgo de T.
gondii, ya que previenen los factores de riesgo y por lo tanto conducen a una disminucion de la

seroprevalencia porcina, garantizando asi la proteccion de la salud publica.
3.3.3- Seroprevalencia

Existen numerosos de estudios que evaltan la seroprevalencia de T. gondii en el cerdo. Los resul-
tados muestran una amplia variacion en los valores obtenidos entre los paises y entre regiones
dentro de un mismo pais (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Dubey, 2009). Estos datos dependen

de factores como la edad de los animales, la zona geografica, el sistema de produccion o la técni-
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ca de andlisis seroldgico que se haya utilizado (Alvarado-Esquivel et al., 2014; Djokic et al., 2016;

Foroutan et al., 2019).

En la Tabla 1, se presentan los estudios realizados a nivel mundial en los que se pueden ver que
los valores obtenidos son muy heterogéneos, variando entre el 0 % y el 95,8 %. Las cifras obteni-
das en los estudios europeos muestran valores que se sitian entre el 0,5 % en Italia o Republica
Checay el 61 % en cerdo ibérico en Espafia. En el caso del continente americano se han encontra-
do datos que varian entre el 0% de Brasil al 95,8 % de México. Los valores obtenidos en los paises
asiaticos varian entre el 2,3 % en Indonesia y el 70 % en China. En el caso de Africa, los estudios

realizados han mostrado datos del 17,9 % en Burkina Faso al 45,2 % en Nigeria.

Tabla 1: Seroprevalencia de T. gondii en cerdo.

Pais Seroprevalencia (%) Autor
: 16,5 Damriyasa et al. (2004)
LR 4, de Buhr, Ludewig y Fehlhaber (2008)
Dinamarca 3,1 Grgnbech et al. (2017)
Eslovaquia 2,1 Turcekova et al. (2013)
61,0 Sanchez-Murillo el al. (2004)
Espafia 16,0 Garcfa-Bocanegra et al. (2010a)
19,0 Garcia-Bocanegra et al. (2010c)
27,9 Hernandez et al. (2014)
Estonia 58 Santoro et al.(2017)
Francia 2,0 Roqueplo et al.(2017)
Holanda 3,0 Meerburg et al.(2006)
2,0 Gamble, Brady y Dubey (1999)
Inglat
nglaterra 3,6 Limon et al. (2017)
16,3 Villari el al. (2009)
ltalia 16, Veronesi et al. (2010)
2,1 Papini et al. (2010c)
0,5 Gazzonis et al. (2014)
Letonia 4,2 Deksne y Kirjusina(2013)
Polonia 26,4 Sroka et al.(2008)
15,6 de Sousa et al. (2006)
Portugal 9,8 Lopes et al. (2013)
7.1 Esteves et al. (2014)



Tabla 1: Seroprevalencia de T. gondii en cerdo (continuacion).

Republica Checa

Rumania

Serbia

Suiza

Canada

EE.UU

Antillas

Argentina

Brasil

Chile

México

Panama
Per

San Cristobal y
Nieves

0,5
36,0

43,1
22

28,9
92

14,0

0,7

28
4,

2,6
27,7

24,3
37,8

17,0
65,8
0,0
37,5
8,9
18,3
50,0
36,2
12,4
13,4
11,5
5,0
7,6
12,5
36,0
19,5
Z89)
51,9

8,8

12,7
0,5
95,8
45,3

59,5

SO
27,7

48,0

Vostalova et al.(2006)
Bartova y Sedldk(2011)

Balea et al. (2012)
Pastiu et al. (2013)

Klun et al. (2006)
Klun et al. (2011)

Berger-Schoch et al. (2011)

Poljak et al. (2008)

Dubey et al. (1995b)
Gebreyes et al. (2008)
Hill et al. (2010)
Sandfoss et al. (2011)

Sharma et al. (2015)

Venturini, Bacigalupe y Venturini
(2004)

dos Santos et al. (2005)
Bonna et al. (2006)
Brandéo et al. (2006)
Cavalcante et al. (2006)
de Moura et al. (2007)
Bezerra et al. (2009)
Freitas et al. (2009)

de Azevedo et al. (2010)
Flausino et al. (2010)
Piassa et al. (2010)
Frazdo-Teixeira y Oliveira (2011)
de Lima et al. (2011)
Luciano et al. (2011)
Fernandes et al. (2012)
Cademartori et al. (2014)
Feitosa et al. (2014)

de Sousa et al. (2014)
Magalhdes et al. (2017)

Mufioz-Zanzi et al. (2012)

Alvarado-Esquivel et al. (2011)
Alvarado-Esquivel et al. (2012)
Ortega-Pacheco et al. (2013)

Alvarado-Esquivel et al. (2014)

Correa et al. (2008)

Suarez-Aranda et al. (2000)
Saavedra y Ortega (2004)

Hamilton et al. (2015)
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Tabla 1: Seroprevalencia de T. gondii en cerdo (continuacion).

China

Indonesia
Japodn
Taiwan

Vietnam

Burkina Faso

Ghana

Nigeria

Republica de Benin

16,9
27,0
24,5
29,6
12,0
30,6
4,6

70,0
19,1
18,3

2,3
9,2
10,1
23,0

29,0
17,9

39,0

29,1
45,2
40,0

23,0

Zou et al. (2009)
Zhou et al. (2010)
Tao et al. (2011)
Du et al. (2012)
Liu et al. (2012)
Wu et al. (2012)
Chang et al. (2013)
Li et al. (2015)

Xu et al. (2015)
Zhang et al. (2018)

Tuda et al. (2017)
Matsuo et al. (2014)
Tsai et al. (2007)
Huong y Dubey (2007)

Bamba et al. (2016)
Bamba et al. (2017)

Arko-Mensah et al. (2000)

Onyiche y Ademola (2015)
Ayinmode y Abiol (2016)
Ishaku et al. (2018)

Tonouhewa et al. (2018)

En la Figura 12 se puede observar que la seroprevalencia porcina en los paises europeos normal-

mente presenta cifras <30 %. En el resto de continentes la tendencia suele ser la aparicion de

valores entre el 30 % y el 45 %, y se detectan algunos estudios con datos de seroprevalencia >45

% en paises como Argentina en Sudamérica o Tailandia en Asia (Foroutan et al., 2019).

46-71

No incluido en
el anélisis

Figura 12: Seroprevalencia mundial de T. gondii en cerdos (Modificado de Foroutan et al., 2019).

42



En el caso de Espafia, los datos que existen de seroprevalencia porcina son escasos. Solo se ha
realizado un estudio a nivel nacional (Garcia-Bocanegra et al., 2010a) y tres estudios regionales

(Sanchez-Murillo et al., 2004; Garcia-Bocanegra et al., 2010c; Hernandez et al., 2014).

En el estudio de seroprevalencia porcina a nivel nacional, Garcia-Bocanegra et al. (2010a) mues-
trearon granjas procedentes de las principales regiones productoras de porcino en Espafia (Figura
13). Se obtuvo una seroprevalencia total del 16 % (10 % en animales de engorde y del 24 % en cer-
das de cria). Por regiones, valores de seroprevalencia de <10 % se detectaron en Galicia y Murcia,
valores entre el 10 % y el 20 % en Aragdn, Castillay Leon, Navarra, Castilla la Mancha y Andalucia,

mientras que cifras >20 % se encontraron en Catalufia, Extremadura y la Comunidad Valenciana.

En relacién a los estudios regionales realizados, Sanchez-Murillo et al. (2004) encontraron una
seroprevalencia del 61 % en cerdos ibéricos en Extremadura. Posteriormente, en Cataluiia se
obtuvo una seroprevalencia del 19 % en cerdos de engorde y cerdas de cria (Garcia-Bocanegra et
al., 2010c). Asimismo, Hernandez et al. (2014) obtuvieron un valor del 27,9 % en cerdo Ibérico de

engorde en Andalucia.
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Figura 13: Seroprevalencia porcina en Espafia (Modificado de Garcia-Bocanegra et al., 2010a).

3.3.4- Toxoplasma gondii en carne de cerdo

Segun datos del MAPA, Espaiia es la cuarta potencia productora de carne de cerdo a nivel mundial

después de China, EE. UU. y Alemania. El porcino en nuestro pais ocupa el primer lugar en cuanto
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a importancia econdmica en el sector agroalimentario. El sector produce mas de 3.850.000 tone-
ladas de carne de cerdo con una facturacion superior a los 20.000 millones de euros , obtenién-
dose mas de 5.000 millones de euros a través de exportaciones a otros paises. La Comunidad
Auténoma de Aragon es la tercera region del pais en produccion de carne porcina con el 11,3 %

del total (MAPA, 2018).

Los estudios realizados para evaluar la prevalencia del pardsito en carne de cerdo (Tabla 2) se-
fialan cifras muy dispares. A nivel europeo los valores se encuentran entre el 4,5 % de Portugal
o el 13 % en Irlanda (de Sousa et al., 2006; Héalova et al., 2013) hasta alcanzar el 100 % en Es-
lovaquia (Turéekova et al. 2013). La prevalencia en carne observada en otros paises del mundo
sefiala principalmente valores bajos o medios como el 0,3 % en EE. UU. (Dubey et al., 2005), el
3,2 % en Canada (Igbal et al., 2018), el 8,2 % en China (Zhang et al., 2019) o el 14,2 % en Brasil
(Frazdo-Teixeira y de Oliveira, 2011). Sin embargo, también se han observado prevalencias altas
(50 % - 65 %) en paises como Brasil o Japén (Frazdo-Teixeira et al., 2006; Zakimi et al., 2006;
Belfort-Neto et al., 2007; Bezerra et al., 2012; Fernandes et al., 2012). En Espafia, la informacion
existente es muy escasa, conociéndose Unicamente un estudio puntual realizado por Bayarri et
al. (2012). En este trabajo se obtuvo una prevalencia del 8 % en muestras de carne fresca (lengua,

costilla, magro y lomo) procedente de establecimientos localizados en la ciudad de Zaragoza.

Tabla 2: Prevalencia de T. gondii en carne de cerdo.

Pais Prevalencia (%) Autor
Eslovaquia 100,0 Turcekova et al. (2013)
Espafia 8,0 Bayarri et al. (2012)
Irlanda 13,0 Hélova et al. (2013)
il 57,1 Bacci et.al. (2015)
38,13 Veronesi et al. (2017)
Portugal 4,5 de Sousa et al. (2006)
Reino Unido 38,0 Aspinall et al. (2002)
Serbia 72,7 Klun et al. (2011)
Suiza 28,3 Berger-Schoch et al. (2011)



Tabla 2: Prevalencia de T. gondii en carne de cerdo (continuacion).

25,0 dos Santos et al. (2005)
27,1 da Silva et al. (2005)
50,0 Fraz&o-Teixeira et al. (2006)
340-66,0 Belfort-Neto et al. (2007)
Brasil 14,2 Frazdo-Teixeira y de Oliveira (2011)
55,0 Bezerra et al. (2012)
55,2 Fernandes et al. (2012)
4772 Cademartori et al. (2014)
35,1 Feitosa et al. (2014)
Canada 517 Igbal et al. (2018)
0,3 Dubey et al. (2005)
EE.UU. 36,8 Dubey y Jones (2008)
9,6 Velmurugan, Su 'y Dubey (2009)
MExico 2,1 Galvan-Ramirez et al. (2010)
53 Dzib-Paredes et al. (2016)
San Cristobal y Nieves 3 Igbal et al. (2018)
18,6 Wang et al. (2012b)
China 13,56 Zhuo et al. (2015)
8,2 Zhang et al. (2019)
Japdn 56,4 Zakimi et al. (2006)

4- Influencia del procesado tecnoldgico de la carne en la viabilidad de Toxoplasma gondii

Los quistes tisulares de T. gondii presentes en la carne pueden ser susceptibles a diferentes tra-
tamientos tecnoldgicos como el tratamiento térmico con calor, la congelacién, la irradiacion, las
altas presiones o el curado. Se han realizado diversos estudios para conocer los diferentes para-
metros y condiciones que influyen en la infectividad del parésito (Kijlstra y Jongert, 2008; 2009;

Enemark, Johansen y Alban, 2015; Guo et al., 2015b; de Berardinis et al., 2017).

Jacobs, Remington y Melton, (1960) fueron los primeros en demostrar que la aplicacion de altas
temperaturas podia inactivar al parasito. Dubey et al. (1990) estimaron la curva de inhibicién de
los quistes tisulares en laminas de carne porcina tomando puntos de temperatura a 49, 52, 55,
58,61, 64y 67 °C, en diferentes tiempos de exposicion al tratamiento (0,01, 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 96
minutos). Estos autores llegaron a la conclusién de que se produce la destruccién inmediata del
parasito cuando la temperatura interna de la carne alcanza los 67 °C. Posteriormente, EI-Nawawi,

Tawfik y Shaapan, (2008) indicaron que en carne de ovejas infectadas el pardsito se inactivaba
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aplicando una temperatura de 60 °C durante 10 minutos. Sin embargo, segin una encuesta rea-
lizada a consumidores de Estados Unidos, aproximadamente el 9 % de los consumidores cocina
algunos tipos de carnes a una temperatura inferior a 48 °C, lo que podria no ser suficiente para
inactivar a T. gondii (EcoSure, 2008). Por otro lado hay que tener en cuenta que el cocinado con
microondas de carne infectada no garantiza la destruccion del parasito, ya que no consigue que
el producto alcance en su interior la temperatura necesaria (Lundén y Uggla, 1992; Lake, Hudson
y Cressey, 2002). Las ondas electromagnéticas generadas por el microondas tienen mayor efecto
sobre la superficie del alimento por lo que pueden crear puntos frios y calientes (Knutson, Marth

y Wagner, 1987).

La aplicacion de bajas temperaturas también puede influir en la inactivacion de T. gondii. Dubey
(1974), observé que la congelacién a temperaturas inferiores a -12 °C actla negativamente so-
bre la viabilidad del parasito. Posteriormente, Hill et al. (2006a), observaron que los quistes del
parasito en la carne porcina se inactivaban almacenando el producto entre -5 °C y 0 °C durante 7
dias. Asimismo, en otros estudios se determinaron otras combinaciones de temperatura y tiem-
po, como los periodos de congelacion de 2 dias a-12 °C (Dubey, 1988) o de 3 dias a-10 °C que
conseguian inactivar el parasito (EI-Nawawi, Tawfik y Shaapan, 2008). Segun Guo et al. (2015b)
s6lo seria necesario un dia a-15,7 °C para la inactivacion. Igualmente, Neumayerovd et al. (2014)
comprobaron que la congelacion de la carne a -20 °C durante 4 horas era eficaz para inactivar el
parasito. Sin embargo, Kotula et al. (1991) realizaron un estudio de inactivacién con diferentes
cepas del parasito y observaron que algunas cepas permanecian viables hasta 11,2 dias a-6,7 °C
y hasta 22,4 dias entre -3,9 °C y -1 °C, incluso hubo cepas, como la cepa Aldrin (tipo I), que mos-
traron resistencia a las bajas temperaturas. La temperatura de refrigeracion no puede utilizarse
para la destruccion de los quistes de T. gondii, ya que permanecen infectantes durante mas tiem-
po del que la carne se mantiene apta para el consumo humano (Dubey, 1988; Beck y Pantchey,
2010). Dubey et al. (1990), observaron que los parasitos en los quistes tisulares podian sobrevivir
mas de 19 dias manteniéndolos a 4 °C. De la misma forma, Hill et al. (2006a) observaron que la
inactivacion de los parasitos contenidos en los quistes tisulares conservados entre 3,8 °Cy 6,1

°C, no se producia hasta los 14 dias.

De la misma forma, varios estudios han demostrado que T. gondii se inactiva al someter la carne

a tratamientos de irradiacion gamma a dosis entre 0,4 kGy hasta 1,0 kGy. Sin embargo, hay que



sefialar que la dosis de irradiacion necesaria dependera de la cepa de T. gondii que se trate y del
tipo de rayos gamma que se utilice (Dubey et al., 2000; Aymerich, Picouet y Monfort, 2008). Segtn
Chang-Cun et al. (1991, 1993) bastaria una dosis entre 0,55 - 0,6 kGy para la inactivacién del pa-
rasito, y no seria necesario alcanzar dosis mas altas para conseguir un alimento seguro. A pesar
de conseguir la inactivacion del parasito, los efectos adversos de la irradiacion tienen un impacto
importante en la aceptacion del producto por parte del consumidor al provocar alteraciones en
el color de la carne (Dubey y Thayer, 1994; Brewer et al., 2004). Ademas, es importante sefialar
que la utilizacion de este tratamiento para la conservacion de la carne esta prohibida en la Unién

Europea.

Igualmente, la utilizacion de altas presiones hidrostaticas también puede ser un buen método
para destruir el parasito. Aunque los alimentos pueden ser sometidos a presiones de entre 100
MPa a 900 MPa (Aymerich, Picouet y Monfort, 2008), estos pardmetros deben ajustarse correc-
tamente para no afectar las caracteristicas organolépticas de la carne, ya que podria producirse
la pérdida del color rojo caracteristico de la carne y la modificacion de la textura del producto
(Cheftel y Culioli, 1997; Kijlstra y Jongert, 2008; Bajovic, Bolumar y Heinz, 2012). Con respecto a
su eficacia frente a T. gondii se ha demostrado que presiones de 300 MPa durante 30 segundos

serian efectivas en la inactivacion del parésito (Lindsay et al., 2006; Franssen et al., 2019).

Finalmente, cabe destacar que el proceso tecnoldgico de curado puede influir en la inactivacion
de los quistes tisulares de T. gondii, mediante la accidn sinérgica entre la concentracion de sal,
el tiempo de maduracién y la temperatura de almacenamiento (Kijlstra y Jongert, 2008; Bayarri et

al., 2010; Condolero et al., 2018; Hill et al., 2018).
4.1- Efecto del tratamiento tecnoldgico del curado

Espafia es un pais con una gran tradicion en la elaboracion y consumo de productos carnicos
curados. De los elaborados con carne de cerdo, el jamén curado es, sin lugar a dudas, uno de los
productos mas emblematicos de la gastronomia espafiola, siendo nuestro pais el primer produc-
tor mundial de jamones y paletas (ANICE, 2018). Segun ANICE, en 2017 se produjeron mas de 45
millones de jamones curados en Espafia. Este producto supone el 20,9 % del volumen de mercado
de productos carnicos en Espafia, y es el producto que mas se exporta. Cabe destacar que en

el periodo 2016 - 2017 las exportaciones espafiolas siguieron creciendo hasta llegar a 45.900
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toneladas. Los principales destinos europeos son Francia, Alemania, Italia, Portugal, Reino Unido,
Suizay Bélgica. Ademas de otros paises no europeos como México, Estados Unidos, Japon, Aus-

tralia, China y Chile (Cruz, 2016; ANICE, 2018).

Segun el Real Decreto 474/2014, de 13 de junio, por el que se aprueba la norma de calidad de
derivados carnicos, el jamdn y la paleta curados son los productos elaborados con la extremidad
posterior y anterior del cerdo, respectivamente, que se han sometido, con caracter general, a un
proceso de salazén, acompafiado eventualmente de adicion de especias, condimentos y aditivos,
lavado, reposo o postsalado y maduracion y secado durante el tiempo suficiente para conferirle

las caracteristicas organolépticas propias.

Aunque la forma tradicional de elaboracion del jamén curado esta unida a lugares secos y frios,
en la actualidad el procesado de estos productos se realiza en secaderos industriales en donde
se controlan con exactitud todos los tiempos y temperaturas a lo largo del proceso. Las fases
que se siguen para la produccion del jamon curado son: preparacion de los perniles, salazonado,
postsalado, secado y maduracion (Figura 14) (Marcos, 1991; Zumalacérregui, 1997; Arnau, 1998;

Ventanas, 2001; Mingoarranz, 2006; Bello, 2008; Guo et al., 2015a).

Tras el sacrificio y despiece, se lleva a cabo un perfilado y sangrado de los perniles. El sangrado
puede hacerse manualmente siguiendo la trayectoria de las arterias de la pieza, asi como meca-
nicamente utilizando rodillos. A continuacion, se almacenan en refrigeracion para bajar la tem-
peratura interna de la pieza y asi evitar alteraciones microbianas (Ventanas, 2001; Mingoarranz,

2006; Bello, 2008; Guo et al., 2015a).

El siguiente paso es el salado de los perniles, para ello las piezas son frotadas superficialmente
con una mezcla de sal y sales nitrificantes, y almacenadas en camaras de salado entre capas de
sal. Estas sales proporcionan el color rojo deseable en el producto e inhiben el crecimiento de
microorganismos anaerobios para extender su vida (til (Pott et al., 2013; Guo et al., 2015b). Las
camaras de salado se mantienen entre 0 °C y 3 °C y una humedad relativa del 90 % al 95 % para
facilitar la difusion de la sal al interior del pernil. El periodo de salado dependera de cada pieza
y del tipo de jamon, pudiendo permanecer aproximadamente de 0,65 a 2 dias/kg (Mingoarranz,

2006; Bello, 2008; Guo et al., 2015a).



Cuando se acaba esta fase del procesado, se elimina la sal superficial de los perniles mediante su
lavado y cepillado. A continuacion, se realiza la etapa de postsalado, en |a cual |a sal se distribuye
uniformemente por toda la pieza. Asimismo, se producira la disminucion de la actividad de agua
(a,) que favorecera la estabilizacion microbioldgica y enzimética del pernil. Esta etapa se llevara
a cabo en camaras entre 3 °C y 5 °C, aumentandola hasta los 12 °C a 15 °C al final de la etapa
y con una humedad relativa en descenso del 85 % al 70 %. Esta fase suele durar de 1 a 2 meses

(Ventanas, 2001; Mingoarranz, 2006; Bello, 2008).

La siguiente etapa es la de secado, en la que se estabiliza el color, continua la formacién de com-
puestos responsables del sabor, del aroma y de la pérdida de peso del pernil, y se funde la grasa
interna de la pieza. La temperatura ambiental de las camaras en las que se realiza esta etapa
aumenta de 15 °C a 18 °C hasta los 28 °C a 30 °C, y la humedad relativa desde el 60 % hasta el
80 %, manteniéndose en esta sala entre 90 y 110 dias (Ventanas, 2001; Mingoarranz, 2006; Bello,

2008; Guo et al., 2015a).

Por ultimo, en la fase de maduracion se finaliza la deshidratacion de la pieza y la produccién de
compuestos que proporcionan el aroma al producto. Durante esta fase la concentracion de sal
siempre aumenta debido a la pérdida de agua que esta sufriendo el jamén (Guo et al., 2015b). La
temperatura en esta fase puede disminuir levemente hasta alcanzar los 15 °C. La permanencia
de las piezas en esta fase dependera del tipo de producto elaborado (Mingoarranz, 2006; Bello,

2008).
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Figura 14: Fases de produccién del jamén curado (Consorcio del Jamon Serrano Espafiol, 2013).
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Segun el Real Decreto 474/2014, por el que se aprueba la norma de calidad de derivados carni-
cos, la denominacion del jamon curado esta relacionada con el periodo minimo de elaboracidn,
establecido como el tiempo transcurrido entre la entrada del producto en salazén y su comercia-
lizacion. Por ejemplo, pueden denominarse “bodega” los jamones que hayan tenido un periodo
minimo de 9 meses y las paletas con un minimo de 5 meses, “reserva” los jamones de al menos
12 meses y las paletas un minimo de 7 meses, y pueden designarse como “gran reserva” los

jamones que tienen una elaboracion minima de 15 meses y las paletas un minimo de 9 meses.

Asimismo, el Real Decreto 4/2014, por el que se aprueba la norma de calidad para la carne, el ja-
mon, la paleta y la cafia de lomo ibérico, establece las denominaciones del jamon y paleta segun
la raza de los cerdos (100% ibérico, ibérico) y su alimentacion (de bellota, de cebo de campo, de
cebo). Esta norma establece que los jamones que pesen menos de 7 kg deberdn tener un periodo
de elaboracién minimo de 600 dias, y las piezas de 7 kg o mas tendran un tiempo de elaboracién
minimo de 730 dias. En el caso de las paletas ibéricas, el periodo minimo de elaboracién debera

ser de 365 dias independientemente del peso.

Los jamones curados pueden elaborase dentro de unos estandares de calidad diferenciada como
la Denominacion de Origen Protegida (DOP), la Indicacién Geografica Protegida (IGP) o la Espe-
cialidad Tradicional Garantizada (ETG). Ejemplos de este tipo de productos serian el Jamén de
Teruel (DOP) o el jamén Serrano (ETG). Estos productos estan regulados por la normativa de la
Unidn Europea (UE), que garantiza el cumplimiento de unos requisitos de calidad adicionales a los

exigidos para el resto de productos convencionales (ANICE, 2018; MAPA, 2018).
4.1.1- Toxoplasma gondii en el jamén curado

Se han realizado estudios epidemioldgicos en los cuales se ha encontrado una relacion entre el
consumo de productos curados con la infeccion de T. gondii en el hombre. El primer trabajo al res-
pecto lo realizaron Buffolano et al. (1996) en 3.765 mujeres que acababan de dar a luz en Napo-
les. Se les tomd una muestra de sangre y se les realiz6 una encuesta epidemioldgica. Se observé
una relacion estadisticamente significativa entre la deteccion de anticuerpos frente al pardsito en
las mujeres y el consumo de jamén curado en sus dietas. Asimismo, sefialaron que el consumo
de este tipo de producto por lo menos una vez al mes aumentaba el riesgo de infeccion en tres

veces. Se confirmaron los mismos resultados en estudios posteriores como el de Kapperud et al.



(1996) que se realiz6 en 37.000 mujeres embarazadas en Noruega o el de Cook et al. (2000) en el

que se estudi6 a 960 mujeres de varias ciudades europeas.

Otros estudios también apoyan que el proceso de curacion podria ser insuficiente para destruir el
pardsito y que solo disminuye el riesgo de infeccion desde un nivel alto a uno medio (Kapperud et
al., 1996; Thaller, Tammaro y Pentimalli, 2011; Guo et al., 2015b). Se han detectado parasitos via-
bles en muestras comerciales, observandose prevalencias del 1,5 % en 67 muestras de carne cu-
rada analizadas mediante PCR en Reino Unido por Warnekulasuriya, Johnson y Holliman, (1998)
o del 4,8 % en 475 muestras de jamon curado estudiadas en formato de cufia y en preparaciones
en lonchas en Espafia mediante PCR y bioensayo en ratdn por Gomez-Samblas et al. (2015). Sin
embargo, Bayarri et al. (2012), mediante bioensayo en ratén, no detectaron el parasito en ninguna
de las 25 muestras de jamon curado analizadas procedentes de comercios de la ciudad de Zara-

goza.

La eficacia del proceso de curado se debe a la accidén sinérgica entre el contenido de NaCl, el
efecto de los nitratos y nitritos, el tiempo de curacion, la a, o el pH (Sommer, Romme y Levetzow,

1965; Work, 1968; Mie et al., 2008; Bayarri et al., 2010; Gomez-Samblas et al., 2016).

Para comprobar el efecto de las sales se han realizado diferentes estudios in vitro. Jacobs, Re-
mington y Melton, (1960), en pardsitos obtenidos de quistes tisulares de cerebros de ratas con
infeccion crénica, determinaron que éstos se inactivaban al estar en contacto con una solucion
de NaCl entre el 0,1 % y el 2,1 % durante 24 horas. Sommer, Romme y Levetzow (1965) observa-
ron que la inactivacion del parasito se producia en una solucién de NaCl al 6 %. Posteriormente,
Dubey (1997) realiz6 un trabajo con pardsitos obtenidos de cerebros de ratones infectados a
los cuales les aplic6 soluciones del 0,85 % al 6 % de NaCl a temperaturas de entre 4 °Cy 20 °C.
El parasito solo perdi6 la viabilidad en la concentracion de NaCl del 6 % con independencia de
la temperatura ensayada. Asimismo, Hill et al. (2004, 2006a) realizaron diferentes pruebas con
combinaciones de sales como cloruro de sodio (1 % - 2 %), diacetato de sodio (0,1 % - 0,2 %), tri-
polifosfato de sodio (0,25 % - 0,5 %), lactato de potasio (1,4 % - 1,96 %) o lactato de sodio (1,4 %
-2,0 %). Observaron que el pardsito se inactivé con un 2 % de cloruro sédico o un 1,4 % de lactato
sodico a 4 °C después de 8 horas. Pott et al. (2013) observaron que aplicando concentraciones

del 2,5 % al 3 % de sal, la inactivacién se consigui6 en un solo dia, mientras que cuando utilizaron

51



52

una concentracion del 2 % no se inactivaba hasta el octavo dia. Sin embargo, en el estudio de
Neumayerova et al. (2014), utilizaron una concentracion del 2,5 % de sal, a 4 °C de temperatura y
tomaron muestras a varios tiempos (2 horas y 7, 14, 21, 36 y 42 dias), observando que la inactiva-

cion se produjo tras 14 dias de tratamiento.

Son muy escasos los estudios sobre la influencia del proceso de curado del jamoén en la viabi-
lidad de T. gondii. Un estudio pionero fue el de Bayarri et al. (2010), en el que se seleccionaron
6 cerdos seropositivos para utilizar sus perniles en la elaboracion de jamones curados. Tras el
curado y andlisis de las piezas sefialaron que una concentracion final del 3,9 % de NaCl, 25 mg/
kg de nitratos y 3 mg/kg de nitritos era suficiente para la inactivacion de los quistes de T. gondii.
Asimismo, Gomez-Samblas et al. (2016) utilizaron 20 perniles y paletas procedente de cerdos so-
metidos a una infeccion experimental con T. gondii para determinar la influencia del curado en la
inactivacion del parasito. Las piezas fueron sometidas por lotes a varios tratamientos: congelado
a-20 C° durante 3 dias y después curado con sal marina; curado con sal marina y nitritos; curado
con sal marina; y curado con sal marina durante 7 meses (perniles) o durante 5 meses (paletas) y
congelado a -20 C° durante 3 dias al finalizar el proceso (no se indican las concentraciones de la
sal ni de los nitritos utilizadas). La combinacion de la congelacion y el salado con sal marina fue
el tratamiento mas eficaz para la inactivacion de T. gondii, mientras que el que menor actividad

mostrd fue el salado con sal marina y nitritos.

Otro de los factores que participan en la inactivacion del parasito durante el curado es el tiempo.
Bayarri et al. (2010) demostraron que este pardmetro tiene influencia en la inactivacién de T.
gondii. No se detectaron parasitos viables mediante bioensayo en raton, y su posterior estudio
por inmunofluorescencia, histologia y PCR, en jamones curados durante 14 meses mientras que
si que se aislaron formas infectantes en jamones de 7 meses. Genchi et al. (2017), analizaron
jamones que habian sido curados siguiendo las guias de elaboracién del jamén de Parma (DOP),
durante 12, 14y 16 meses. Se observo la inactivacion del parasito en todos los jamones proce-
sados en los tres tiempos de curacién. Sin embargo, Gomez-Samblas et al. (2016), en su estudio
tomaron porciones de 100 g de cada pernil antes de comenzar el tratamiento de curado, y a los
1,3, 5y 7 meses del procesado para determinar la inactivacion del parasito. Sefialaron que en
las piezas que habian sido procesadas durante 5y 7 meses se habia conseguido la pérdida de

infectividad de T. gondii.



5- Métodos de deteccion de Toxoplasma gondii
5.1- Deteccion en animales vivos

Para la deteccion del parasito en animales vivos se emplean habitualmente las pruebas serold-
gicas siendo una forma muy Gtil de estimar las tasas de infeccion (Berger-Schoch et al., 2011;
Wallander et al., 2015; EFSA, 2017, 2018). Estas muestras pueden almacenarse en congelacion
durante afios sin que se degrade su carga inmunoldgica, observandose que las inmunoglobulinas
pueden medirse de forma fiable durante al menos seis afios almacenandolas a -20 °C (Dard et
al., 2017). Normalmente se detectan las inmunoglobulinas IgG e IgM, para discernir la fase de la

infeccion en la que se encuentra.

Existen numerosas técnicas seroldgicas utilizadas en porcino para la deteccién de T. gondii. El
principal problema de la mayoria de estas técnicas es la obtencion del antigeno necesario. Nor-
malmente se obtiene a través de inoculaciones intraperitoneales en animales de experimentacion
o mediante la produccidn de taquizoitos utilizando cultivos celulares. Actualmente existe la posi-

bilidad de comprar las preparaciones ya realizadas (EFSA, 2007; Al-Adhami et al., 2016).

El desarrollo de los primeros métodos diagndsticos para la deteccion de T. gondii comenz6 en
la década de los cuarenta. Sabin y Feldman (1948) presentaron el Dye test o prueba de azul de
metileno, una técnica seroldgica que detecta anticuerpos especificos frente al parasito en ani-
males y hombre. Posteriormente, gracias a los datos descubiertos en la época aparecieron otras
metodologias diagndsticas como la hemoaglutinacién descrita por Jacobs y Lunde (1957) o la
deteccion de anticuerpos mediante fluorescencia desarrollada por Goldman (1957). A continua-
cion, se describen las técnicas serldgicas mas utilizadas en la actualidad para la deteccion de T.

gondii en animales vivos:

La técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) se basa en depositar el suero problema sobre
un portaobjetos en el que previamente se ha fijado el antigeno (taquizoitos de T. gondii inactiva-
dos). La prueba detecta si existen IgM o IgG en la muestra problema. Tras afiadir el suero animal,
se somete a una incubacion para que se forme el complejo antigeno-anticuerpo y se afiade un
conjugado especifico de la especie que esta formado por la anti-inmunoglobulina unida a un

fluorocromo. La reaccion se lee con un microscopio de fluorescencia y sera positiva si se observa
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fluorescencia verde en toda la periferia de los taquizoitos. Este color verde se debe al isotiocia-
nato de fluoresceina que esta asociado a la anti-lgG, que al incidirle la luz ultravioleta lo excita y
emite luz fluorescente. La reaccion es negativa si los taquizoitos se observan rojos o solo tienen

fluorescencia en uno de los extremos (Cortés y Mancera, 2009).

Es una técnica ampliamente utilizada debido a su sensibilidad y especificidad (Minho et al., 2004;
Bajwa et al., 2014). Garcia et al. (2006b), consideran a la técnica IFl como la prueba de oro para
detectar T. gondii en cerdo. Asimismo, se ha observado que esta técnica consigue una deteccion
de anticuerpos mas temprana en animales infectados por el parasito (Pardini et al., 2012). Sin
embargo, hay autores que han indicado como inconvenientes la necesidad de utilizar un micros-
copio de fluorescencia para la visualizacion de los resultados, asi como una posible subjetividad
en la lectura de los mismos (Minho et al., 2004; Huerta et al., 2006; EFSA, 2007; Casartelli-Alves
etal., 2014; Dard et al., 2016).

La técnica de aglutinacion modificada (MAT) es una técnica que se basa en enfrentar taquizoitos
enteros inactivados, que actian como antigeno, con el suero problema. La presencia de IgG e
IgM en el suero provoca la aglutinacion con el antigeno formandose un halo en la superficie. Si
no existen anticuerpos no se produce aglutinacion, por lo que se forma un sedimento en el fondo

en forma de botén (Dubey, 2010).

El procedimiento es sencillo de realizar y no necesita equipamiento especifico ni reactivos para
cada especie (Bajwa et al., 2014; Casartelli-Alves et al., 2014; Dubey, Laurin y Kwowk, 2016). Sin
embargo, el procedimiento es bastante largo y los resultados se obtienen de forma visual, por ello

se le atribuye subjetividad en su interpretacion (EFSA, 2007; Sroka et al., 2008).

La técnica de hemaglutinacion indirecta (HAI) esta basada en la utilizacion de eritrocitos marca-
dos con taquizoitos de T. gondii que se ponen en contacto con el suero problema del animal. La
presencia de IgG e IgM frente al parasito provoca la hemaglutinacion. Las ventajas de esta téc-
nica para el andlisis de T. gondii en suero de cerdos son la rapidez en la obtencién de resultados
y una facil ejecucion e interpretacion de resultados (Suérez et al., 2002). Sin embargo, Huerta et
al. (2006) indicaron que es una técnica menos especifica que el resto, ya que produce reacciones
cruzadas con otros parasitos y no detecta los anticuerpos en las etapas tempranas de la infec-

cion.



El ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima (ELISA) es una técnica muy utilizada para la detec-
cion de IgM e IgG frente a T. gondii. La unidn entre antigeno y anticuerpo provoca una reaccion
colorimétrica gracias a la accion de una enzima y un sustrato que se uniran de forma secundaria
al complejo antigeno-anticuerpo (Gamble, Dubey y Lambillotte, 2005; Hill et al., 2006b). Esta téc-
nica proporciona una elevada sensibilidad, especificidad y repetibilidad. Segin Hill et al. (2006b)
y Basso et al. (2013) es la técnica seroldgica mas sensible y especifica para el andlisis de T.
gondii en sueros porcinos. Se puede automatizar, lo que permite analizar grandes cantidades de
muestras a la vez, lo que podria ser (til para el analisis rutinario en granjas o mataderos (EFSA,
2007). Sin embargo, hay que tener en cuenta que necesita kits de reactivos especificos para cada
especie y que para leer los resultados de las muestras se necesita de un lector de absorbancias

automatico (Casartelli-Alves et al., 2014; Guo et al., 2015a).

El Western blot es un método inmunoenzimatico que detecta IgG, IgM o IgA presentes en el suero
del animal. Esta técnica implica la separacion por electroforesis de proteinas de T. gondii en geles
de poliacrilamida, con transferencia irreversible a un soporte sélido sobre el que se realiza unare-
accion inmunoenzimatica que posteriormente es revelada utilizando un sustrato y un cromégeno
(Sharma et al., 1983; Galvan-Ramirez y Mondragén, 2017). Se trata de una técnica semicuantitati-
va, con una buena sensibilidad y especificidad (Basso et al., 2013). Sohn y Nam, (1999) destacan
la especificidad de la técnica por su buena union a los antigenos de la superficie de la membrana,
de los granulos densos y de las roptrias. Este hecho hace que esta técnica sea muy (til para el

estudio de la estructura antigénica del parasito (Sroka et al., 2016).

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios no siempre pueden ser directamente com-
parados entre si debido a las diferencias en los procedimientos utilizados para la deteccion de
anticuerpos, a las diferentes cepas de T. gondii utilizadas como antigeno, y a los diferentes pun-
tos de corte (Aroussi et al., 2015; Felin, Nareaho y Fredriksson-Ahomaa, 2017). El titulo de corte
es aquella titulacion que permite discernir entre un resultado positivo de uno negativo. En la
bibliografia cientifica existen diversos puntos de corte utilizados por los diferentes autores, que
por ejemplo para la técnica IFl oscilan entre titulos 1:16 y 1:64 (Veronesi et al. 2010; Feitosa et
al. 2014; Ferreira et al., 2014; Magalhdes et al., 2017). Por ello el panel cientifico de peligros bio-
|6gicos de la EFSA en su estudio para la vigilancia y seguimiento de T. gondii, ya concluyé que es

necesaria una mayor caracterizacion de los métodos de diagnéstico e identificacion del parasito
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en alimentos y animales para poder contrastar los resultados obtenidos entre las diferentes téc-
nicas diagnosticas (EFSA, 2007). Asimismo, afios después afiaden que sigue faltando la estanda-
rizacion de las técnicas y de las pruebas, y que los antigenos utilizados en estas pruebas no han
sido oficialmente validados, por lo que no pueden compararse todavia los resultados obtenidos

por diferentes técnicas (EFSA, 2011; Opsteegh et al., 2016).

Se han realizado algunos estudios comparativos entre los resultados obtenidos mediante dife-
rentes técnicas seroldgicas para la deteccion de T. gondii en muestras porcinas. Trabajos como
los de Cavalcante et al. (2006) y Sroka et al. (2008) indican que la técnica IFI fue el método que
obtuvo la mejor especificidad en la deteccion del parasito comparandola con las técnicas MAT o
ELISA. Ademas, se observo que la técnica IFI presentaba mayor sensibilidad y especificidad que

la técnica HAI (Huerta et al., 2006).

De la misma forma, este tipo de estudios también han servido para comprobar la capacidad de
deteccion temprana de anticuerpos frente a T. gondii en sueros porcinos que presenta cada técni-
ca. La técnica que detecta en primer lugar la respuesta inmunoldgica es la IFl tras 7 dias post-in-

feccion, sequido del ELISA a los 14 dias y finalmente el MAT a los 21 dias (Garcia et al., 2006b).
5.2.- Deteccion en carne

La EFSA considera a T. gondii como uno de los riesgos hioldgicos mas relevantes en el contexto
de la inspeccion de la carne de cerdo (EFSA, 2011). Sin embargo, en la actual legislacién de la
Unién Europea no esté establecido ningun criterio para su deteccion en matadero (Kapperud et
al., 1996; Baril et al., 1999; Cook et al., 2000; Berger et al., 2009; Blagojevic y Antic, 2014; EFSA,
2017).

El analisis de T. gondii en muestras de carne se basa en la utilizacion de métodos que detectan
el parasito en el 6rgano o tejido analizado. Diversos autores sefialan que puede encontrarse un
quiste de T. gondii por cada 50 a 100 g de carne de un animal infectado (Rahdar, Samarbaf-Zadeh
y Arab, 2012; Guo et al., 2015b), aunque Dubey, (2009), afirma que incluso se podria llegar a en-

contrar un quiste por cada 25 gramos de carne.

Segun un informe de la EFSA, los principales tejidos en los que se detecta el parasito son el

cerebro y el corazén seguidos por la lengua y el diafragma. Asimismo, se sefiala que pueden



encontrarse en el tejido muscular esquelético de muchos animales, y debido a que son partes
comestibles de los animales pueden conllevan un peligro de infeccion para las personas. Otros
organos internos como el higado, los pulmones o los rifiones también pueden contener quistes de
T. gondii (Opsteegh et al., 2016). Sharma et al. (2019) indicaron que a pesar de que el cerebro es
el mejor tejido para la deteccion del pardsito optaron por el muestreo del corazon en su estudio,
ya que es un tejido en el que se detecta igualmente una gran carga parasitaria y es un lugar de

muestreo mas practico que el cerebro.

Debido a la baja proporcion de quistes en los diferentes tejidos se requieren procedimientos de
concentracion de las muestras. Por ello, algunas técnicas empleadas para la determinacion de
los quistes tisulares pueden requerir de una digestion pépsica de las muestras previa a su anali-
sis. Este procedimiento tiene como objetivo simular las condiciones fisiol6gicas de digestion de
la carne fresca que se producen en el organismo de un animal vivo, incubando la muestra durante
1 hora a 37 °C con una mezcla de acido clorhidrico, pepsina y cloruro de sodio. Este proceso
provoca la rotura de la pared de los quistes tisulares de T. gondii y |a liberacion de los bradizoitos
de su interior. Los bradizoitos pueden sobrevivir unas 3 horas en el extracto de digestion, por lo
que se tiene que utilizar la muestra para su analisis antes de este tiempo. Asimismo, otra de las
aplicaciones que ofrece esta técnica es conseguir concentrar la muestra y poder analizar una
mayor cantidad total de tejido (Dubey, 1998; Bayarri et al. 2010). La cantidad de tejido utilizada en
la digestion pépsica suele ser de 50 g (de Sousa et al., 2006; Galvan-Ramirez et al., 2010; Wang et
al., 2012b; Turcekova et al., 2013; Cademartori et al., 2014; Hamilton et al., 2015), aunque algunos
autores utilizan otras cantidades como 40 g o 200 g (Bezerra et al., 2012; Genchi et al., 2017).
Asimismo, Rani et al. (2019), realizaron la digestion pépsica de muestras de 5, 10 y 50 g de los
mismos tejidos. Tras la realizacion de los analisis mediante biensayo en raton observaron que

habia una mayor deteccion del parasito en las muestras de 50 g con respecto alas de 5y 10 g.

Las técnicas mas utilizadas para la deteccién de T. gondii en muestras de carne se describen a

continuacion.

El bioensayo es el método de referencia o prueba de oro para la deteccién de formas viables de
T. gondii en tejidos (EFSA, 2007; Liu et al., 2015; Riaz et al., 2016; Burrells et al., 2018). Esta téc-

nica tiene gran relevancia por su alta sensibilidad para la deteccion del parasito y porque permite
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demostrar la viabilidad de T. gondii en la matriz analizada (Jacobs, Remington y Melton, 1960;

Casartelli-Alves et al., 2014; Burrells et al., 2015).

En esta técnica se realiza la inoculacion de las muestras problema, generalmente sometidas a
una digestion pépsica previa, en animales de experimentacion como ratones o gatos. Aunque
suele ser mas comun el uso de ratones para la realizacion de los bioensayos debido a su menor
coste de mantenimiento (Garcia et al., 2006; EFSA, 2007; Klun et al., 2011; Opsteegh et al., 2016).
Ademas otras ventajas que presenta el uso de ratones es su alta tasa de reproduccion, que exis-
ten diferentes tipos de animales knock-outs y que hay una gran cantidad de reactivos inmunol¢-

gicos para esta especie (Nasaré y Tedesco, 2017).

En los bioensayos, la ruta de administracion de la muestra influye en el efecto del parasito en los
animales (Guo et al., 2016). Normalmente el indculo digerido se suele administrar por via sub-
cutanea o intraperitoneal a los ratones. En el caso de los gatos se les suele ofrecer tejidos sin
digerir por via oral. Asimismo, el volumen administrado o el nimero de animales utilizados varia
entre los diversos estudios realizados en ambas especies (Halos et al., 2010; Bezerra et al., 2012;
Cademartori et al., 2014; Burrells et al., 2015; Guo et al., 2016). Independientemente de la especie,
los bradizoitos son unas cien veces mas infecciosos inoculados por via subcutanea que por via
oral debido a la pérdida de infectividad del pardsito tras su paso por el sistema digestivo (Dubey

et al. 2006; Opsteegh et al., 2016).

La mayoria de los estudios, como los realizados por Bayarri et al. (2010), Gomez-Samblas et al.
(2016) o0 Wang et al. (2016), utilizan la via intraperitoneal o subcuténea para la administracién de
las muestras a los ratones tras una digestion pépsica. Sin embargo autores como Abdulmawjood
et al. (2014) eligieron administrar tejido infectivo por via oral para la ejecucién de su ensayo. El
volumen utilizado en cada ensayo por los diferentes autores varia entre 0,3 mly 1,5 ml por ratén
dependiendo de la via de administracion (Wingstrand et al., 1997; Feitosa et al., 2014; Fernandes

etal., 2015; Genchi et al., 2017).

Asimismo es importante tener en cuenta el nimero de animales utilizado en el bioensayo. Para
decidir este nimero se deben contar con factores como el principio de las 3R’s regulado por el
Real Decreto 1386/2018 o el éxito de deteccion que se espere consequir. En los diferentes estu-

dios realizados se han empleado de 1 a 11 ratones (Galvan-Ramirez et al., 2010; Burrells et al.,



2015; Gomez-Samblas et al., 2016; Genchi et al., 2017).

Una vez administradas las muestras a los animales, |la presencia del pardsito se puede comprobar
detectando taquizoitos en el liquido peritoneal de los animales a los 3 - 4 dias post-inoculacion
o realizando andlisis seroldgicos para detectar la respuesta inmune (Jongert et al., 2008). La
viabilidad de las muestras problema puede ser detectada de los 42 a 60 dias post-inoculacidn,
observando el parasito en 6rganos diana como el cerebro y el corazén, y en la musculatura estria-
da de los animales de experimentacion mediante técnicas histoldgicas o de biologia molecular

(Cademartori et al., 2014; Ferreira et al., 2014; Guo et al., 2015a; Verma et al., 2017).

La histologia es una técnica que se basa en la bisqueda al microscopio de T. gondii en secciones
histoldgicas de tejidos, generalmente tefiidas con hematoxilina-eosina (EFSA, 2007). El diagnds-
tico histoldgico detecta quistes del parasito a partir de liquidos organicos, frotis o muestras de
tejidos obtenidos por biopsia. Sin embargo, normalmente la visualizacion es dificil aunque las

muestras estén bien conservadas (da Silva et al., 2010; Fritz et al., 2012).

Casartelli-Alves et al., (2014) indicaron que la histologia es una buena técnica para la deteccion
de T. gondii debido a su elevada especificidad. No obstante, la mayoria de los autores indican en
sus trabajos que no consiguen encontrar el parasito mediante la observacién microscépica (Men-

donga et al., 2004; Garcia et al., 2006b; Sarkari et al., 2014; Genchi et al., 2017)

El cultivo celular para el aislamiento de T. gondii se realiza poniendo en contacto la muestra pro-
blema con cultivos celulares preparados previamente con lineas celulares como VERO, MARC-145
o HelLa (Evans et al., 1999; Degirmenci et al., 2011; Chew et al., 2012; Chen et al., 2013; Genchi et
al., 2017). Si el pardsito estd presente en la muestra y es viable, infectara las células del cultivo
produciéndose la multiplicacion de los taquizoitos. Este fendmeno se podra observar con un mi-
croscopio invertido a partir de los 3 a 10 dias (Degirmenci et al., 2011; da Costa-Silva et al., 2012;

Waap et al., 2012; Nau et al., 2017; Verma et al., 2017).

Algunos autores utilizan los cultivos celulares como técnica alternativa a los bioensayos en ani-
males de experimentacion, debido a cuestiones éticas y por el menor coste de las infraestructu-
ras necesarias para su mantenimiento (Degirmenci et al., 2011; da Costa-Silva et al., 2012). Sin

embargo, el procedimiento implica una perfecta conservacion de las muestras ya que se pueden
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contaminar facilmente, y es menos sensible que el bioensayo para la deteccion de la viabilidad
del parasito (Zintl et al., 2009). Asimismo, requiere equipamiento y material especificos como
campanas de bioseguridad clase II, incubadoras de 37 °C con suministro de CO, y lineas celulares
susceptibles de ser infectadas por el pardsito (Warnekulasuriya, Johnson y Holliman, 1998; EFSA,

2007; Chatterton, McDonagh y Ho-Yen, 2010; Galvan-Ramirez y Mondragén, 2017).

Las técnicas moleculares, como la Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se basan en la de-
teccion y amplificacion in vitro de fragmentos del genoma del parasito en las matrices problema
(Palmero y Carballés, 2010). Estas técnicas son muy especificas para la deteccién del parasito, y
pueden realizarse en sangre y en diferentes tejidos como corazdn, lengua, pernil, cerebro o liquido
cefalorraquideo (Yu et al., 2013; Abdulmawjood et al., 2014; Gotteland et al., 2014; Gomez-Sam-
blas et al., 2015).

La PCR convencional o PCR en punto final, se basa en la amplificacion in vitro de secuencias es-
pecificas del DNA de T. gondii. Para la deteccion de estos fragmentos se requiere la extraccion de
los 4cidos nucleicos presentes en la muestra analizada, sequido de varios ciclos de amplificacion
de los mismos. La presencia del DNA especifico del parasito en la muestra se visualizara al final
de todo el proceso tras someter el extracto a una electroforesis en gel. Si la muestra contiene

DNA se observard una banda especifica en el gel (Mendonga et al., 2004).

Para llevar a cabo la reaccion de amplificacion es necesaria una enzima DNA polimerasa que
incorporard bases nitrogenadas (dNTP’s) complementarias a la cadena molde de DNA, asi como
fragmentos cortos de DNA de cadena sencilla complementarios (cebadores) a los extremos del

fragmento a amplificar (Luque y Herraez, 2001).

La PCR se desarrolla en tres fases que se repiten durante varios ciclos (Meyer, Allan y Beaman,

2000; Luque y Herraez, 2001; Méndez-Alvarez y Pérez-Rotha, 2004):

Desnaturalizacion: en esta fase se calienta la muestra a 95 °C para que se abran las cade-

nas de DNA.

Hibridacion: los cebadores se alinean con su secuencia complementaria al extremo 3’ de
las cadenas de DNA. A continuacion, se produce la union de la enzima DNA polimerasa en

la zona de la cadena dénde se ha alineado el cebador. La temperatura necesaria para la



fase de hibridacion oscila entre 50-60 °C.

Extension: en esta fase la enzima DNA polimerasa empieza su funcion catalitica agregando
dNTP’s para crear nuevas cadenas complementarias de DNA. La temperatura 6ptima para

el funcionamiento de la enzima es de 72 °C.

Para una adecuada deteccion del DNA de T. gondii es muy importante la eleccién de los ceba-
dores que se van a utilizar en la reaccion. Es necesario que las secuencias que se amplifican
detecten especificamente al pardasito y no se produzcan hibridaciones inespecificas entre los
cebadores y el DNA de la muestra. Los cebadores mas utilizados para la deteccion de T. gondii
son los que amplifican una region de 529 pares de bases (pb) y que esta repetido 200 - 300 veces
en el genoma del parasito; el fragmento B1 que esta repetido 35 veces; y los que detectan las
proteinas de membrana como SAG y BAG que tienen una copia (Homan et al., 2000; Meyer, Allan

y Beaman, 2000; Lyons, McLeod y Roberts, 2002; Veronesi et al., 2017).

Tras la amplificacion del DNA, se debe comprobar la pureza y calidad del mismo. Se puede rea-
lizar mediante el uso de un espectrofotometro, un equipo que mide la absorbancia a diferentes
longitudes de onda, relacionando la longitud de onda de 260 nm que corresponde la maxima
absorbancia del DNA y la longitud de onda 280 nm que mide la méaxima absorbancia de las pro-
teinas. El ratio 6ptimo (260/280) tiene que situarse entre 1,9y 2. Si los valores estan fuera de ese

rango indica que la extraccion no ha sido correcta.

La PCR en tiempo real cuantitativa (QPCR) es una variante de la PCR convencional, que ofrece
la posibilidad de cuantificar la concentracion de DNA del pardsito en la muestra analizada. Asi-
mismo, muestra otras ventajas como una mayor sensibilidad, precision y rapidez en la deteccién
(Bajwa et al., 2014). Ademas, no necesita la manipulacion de las muestras una vez amplificadas

ni la utilizacién de geles (Edwards, Logan y Saunders, 2004).

La amplificacion y cuantificacion del DNA del parasito se realiza en un equipo llamado termocicla-
dor, que permite monitorizar en cada ciclo la aparicién del ADN producido en la reaccion mediante
el uso de fluoréforos y nos indica la cantidad del patégeno que hay en la muestra analizada (Slany
et al,, 2016). Los fluoréforos liberan fluorescencia cada vez que se realiza una copia de DNA,

que sera proporcional a la cantidad de ADN generado. Los fluoréforos mas utilizados para la de-
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teccion del pardsito son SYBR Green y las sondas Tagman (Flori et al., 2002; Bellete et al., 2003;
Edwards, Logan y Saunders, 2004; Contini et al., 2005; Ram et al., 2009; Aigner et al., 2010; Yu et
al., 2013; Abdulmawjood et al., 2014; Travaillé et al., 2016). Las sondas Tagman presentan gran
especificidad pero tienen baja sensibilidad y en algunas ocasiones no son capaces de detectar
concentraciones de DNA bajas (Lemmon y Gardner, 2008). Por otro lado, el fluor6foro SYBR Green
que presenta una mayor sensibilidad pero tiene una gran probabilidad de unirse inespecificamen-

te (Edwards, Logan y Saunders, 2004).

La amplificacion del DNA se puede observar simultaneamente a la realizacion de la reaccion
a través del gréfico de amplificacién en el software del termociclador (Figura 15). Este gréfico
muestra la fluorescencia leida en el cada ciclo, estableciendo un valor de fluorescencia umbral
que se representa con una recta horizontal (linea umbral). El punto de interseccion de la curva de
amplificacién de una muestra con la recta umbral de fluorescencia se denomina Ciclo umbral (Ct,
por sus siglas en inglés). Cuantas mas copias de las secuencias especificas del parasito tenga el
DNA de la muestra antes se alcanzara este valor Ct, ya que sera necesario un menor nimero de
ciclos de replicacion. Si se diera una eficacia del 100 % en la reaccion, una muestra y su dilucion

1/10 estaria separadas por 3,321 Ct.
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Figura 15: Esquema del grafico de amplificaciéon mostrado por el software de un termociclador
(adaptado de http://www.bio-rad.com/).

La especificidad en la deteccion del DNA se confirma con la temperatura de disociacion del pro-
ducto final de amplificacion. Para ello, se utiliza una curva de disociacion al final del protocolo de
reaccion aumentando la temperatura progresivamente desde 60 °C a 95 °C en intervalos de 0,5

°C. La lectura de la fluorescencia durante este proceso permite analizar la temperatura de diso-



ciacion (Tm) de los fragmentos de DNA en funcidn de su tamafio y del contenido en nucleétidos
citosina (C) y guanina (G). Este valor se observa en la gréfica de disociacion, en la que se obser-

varan tantos picos como productos se han producido en la reaccion (Figura 16).
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Figura 16: Representacion de la grafica de amplificacién mostrada por el software de un termociclador.

En la mayoria de los estudios realizados por qPCR de T. gondii de tejidos porcinos no se indican
los valores de Ct que se han obtenido en el analisis mostrando sélo si son positivos o negativos
(Tsutsui et al., 2007; Berger-Schoch et al., 2011; Genchi et al., 2017; Hou et al., 2018). Sin embar-
go, en algunos estudios de tejidos porcinos infectados experimentalmente se sefialaron valores
de gPCR (Ct) de 26,14 a 38,51 en drganos diana y de 36,79 a 42,03 en pernil (Jurdnkova et al.,
2014). Asimismo, Algaba et al., (2018) encontraron valores de Ct entre 31,85y 39,86 en muestras

de cerdos también procedentes de infeccion experimental.

La principal desventaja de la técnica de qPCR es que sdlo permite determinar la presencia del
parasito por la deteccion del DNA del parasito, pero no se puede confirmar directamente la viabi-
lidad de T. gondii en la muestra (Palmero y Carballés, 2010; Opsteegh et al., 2016). Por ello, en los
dltimos afios algunos autores estan poniendo a punto el analisis del RNA de T. gondii mediante
Reverse Transcription-PCR (RT-PCR). Esta técnica utiliza una enzima transcriptasa inversa para
sintetizar DNA complementario (cDNA) a partir de las moléculas de RNA presentes en la muestra.
Sin embargo, esta técnica presenta grandes inconvenientes como baja sensibilidad del método
debido a la rapida degradacion que sufre el ARN y a su rapida contaminacion o a la dificultad de
detectar quistes tisulares ya que necesita que el parasito este activo metabdlicamente en el mo-

mento del andlisis (Villegas et al., 2010; Travaillé et al., 2016).
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La infeccion con T. gondii el parasito estimula la respuesta inmune del cerdo, lo que podria inducir
que el parasito se enquistara para sobrevivir. Por ello, se podria producir la presencia simultanea
de anticuerpos frente al parasito y de quistes tisulares en el mismo cerdo. Estudios como los de
la EFSA (2007), Dubey (2009) y de Opsteegh et al. (2016), corroboran estos hallazgos e indican
que se podrian usar analisis de los sueros porcinos para obtener una aproximacion de la presen-
cia de quistes de T. gondii en los tejidos de los animales seropositivos. La deteccidn de anticuer-
pos normalmente se realiza mas rapido y se puede realizar en animales vivos, por lo que podria
servir como indicador del estado de la carne de los animales (EFSA, 2007; Opsteegh et al., 2016).
Algunos autores han relacionado la presencia y viabilidad del parasito en carne con el titulo sero-
l6gico del animal del que procedian, llegando a concluir que el nivel de aislamiento aumenta con
el titulo seroldgico del cerdo (Dubey, Thulliez y Powell, 1995b, Dubey et al., 2002; Dubey y Jones,
2008; Opsteegh et al., 2016; Gazzonis et al., 2018).

Sin embargo, no todos los estudios realizados coinciden con estos resultados. Se ha obsevado
que en algunos casos el parasito se puede eliminar de los tejidos aunque sigan existiendo anti-
cuerpos, que en animales seropositvos no se pueden aislar o que se detecta en animales serone-
gativos (Hejlicek y Literak, 1994; Omata et al., 1994; Gajadhar et al., 1998; de Sousa et al., 2006).
Por ejemplo, Verhelst et al. (2011), realizaron una infeccién expermental en cerdos de engorde,
no pudiéndose observar el parasito en los musculos gastrocnemio y longissimus dorsi en dos
tercios de los animales a los 6 meses del estudio. Asimismo, tampoco se conocen las cargas pa-
rasitarias necesarias para que se produzca la seroconversion o para que los parasitos produzcan

los quistes tisulares (Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005).

Existe la necesidad de obtener mayor informacion sobre esta relacion. La obtencion de datos mas
concluyentes nos ofreceria la oportunidad de detectar acticuerpos frente al parasito en vida. Esto
nos permitiria poder destinar las canales a la elaboracion de diferentes productos dependiendo

de la presencia o ausencia de T. gondii.
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La parte experimental de esta Tesis Doctoral comprende el estudio de T. gondii en el proceso
integral de elaboracion del jamén curado, desde la produccion primaria hasta la industria de ela-

boracién del producto final (Figura 17).

Se ha determinado la seroprevalencia de T. gondii en granjas de porcino de la Comunidad Auténo-
ma de Aragon, y se han estudiado los factores de riesgo a través de encuestas epidemioldgicas y
visitas a las instalaciones, relacionando éstos con los resultados de seroprevalencia obtenidos.
Asimismo, se han seleccionado cerdos con diferentes titulos seroldgicos, se han sacrificado y
de cada animal se han tomado como muestras ambos perniles, y la lengua y el corazén (érganos
diana). Uno de los perniles y los 6rganos diana de cada cerdo se ha analizado mediante bioensa-
yo en raton para estudiar la presencia y viabilidad de T. gondii en tejidos frescos. Los resultados
obtenidos se han relacionado con los titulos seroldgicos porcinos y se ha hecho un estudio com-

parativo entre ambos tejidos (pernil vs. 6rganos diana).

Con la finalidad de conocer la influencia del proceso de curado, cada pernil homélogo se ha
sometido a curacion y se ha determinado la viabilidad de T. gondii en el jamén curado mediante
bioensayo en raton. Asimismo, se ha analizado la composicion fisicoquimca del producto final
mediante el analisis del pH, NaCl, a, nitratos, nitritos, humedad y grasa, y se ha relacionado con

los resultados obtenidos de viabilidad en jamdn curado .

Con todos estos datos, se ha pretendido contribuir a la evaluacion del riesgo de Toxoplasma
gondii en las distintas etapas del proceso de elaboracién del jamén curado (produccién primaria,

matadero y secadero) y se han propuesto herramientas para su control y gestion.

B Determinar seroprevalencia ' Analizar presencia y viabilidad Analizar presencia y viabilidad
< porcina frente a T.gondii de T.gondii en tejidos frescos de T.gondii en el jamé6n
o
<C W Analizar factores de riesgo M Relacionar seropositividad g G
= . . con deteccion en carne = Determinar pardmetros
g B Evaluacién del riesgo y E fisicoquimicos
= propuesta de medidas para ¥ Seleccionar tejido para S
=) su gestién o evaluar el riesgo = Evualuacién del riesgo y
8 & m Evaluacion del riesgo y = propuesta de medidas para su
> a - = gestion
a l<_n: propuesta de medidas para su %
f:?: << gestién o
a = =

Figura 17: Disefio experimental del estudio de T. gondii.



1- Estudio de Toxoplasma gondii en produccion primaria
1.1- Estudio de la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en el ganado porcino
1.1.1- Muestreo de granjas y cerdos

El estudio se realiz6 en 161 granjas de la Comunidad Auténoma de Aragon con un censo total de
313.787 animales pertenecientes a una empresa carnica aragonesa. Las instalaciones tenian una
media de 2.000 cerdos por granja, con un minimo de 325 hasta un maximo de 6.000 animales.
Todos los cerdos procedian del cruce genético entre hembras de raza Landrace con machos de

raza Pietrain.

Las granjas estaban localizadas en las tres provincias de la Comunidad Auténoma de Aragon. En
Huesca se estudiaron 83 granjas localizadas en 34 municipios, con un censo total de 183.157
cerdos. En Zaragoza, 62 granjas situadas en 23 municipios con un censo de 113.588 animales.

Por ultimo, en Teruel, 16 instalaciones ubicadas en 5 localidades con un censo de 17.042 cerdos.

. HUESCA
- .J. . ..
! ..;. e &..0.0

TERUEL

Figura 18: Granjas porcinas en las que se tomaron muestras de sangre.

Empleando el programa estadistico WinEpi 2.0 (http://www.winepi.net/winepi2/) se establecio el

porcentaje de granjas que podian presentar algun animal positivo estimando un nivel de confian-

za del 95 %, un error absoluto aceptado del 10 % y una proporcion esperada del 50 % (al ser un
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dato desconocido) (Vallejo et al., 2013). Se determiné que habia que tomar muestras de sangre

de 60 explotaciones sobre el total de las instalaciones (Figura 18).

Asimismo, utilizando el mismo programa estadistico, asumiendo un nivel de confianza del 95 %,
un error del 5 % y una prevalencia minima esperada del 16 %, se estableci6 el muestreo de 20 ani-
males (50 % hembras y 50 % machos) en cada una de las 60 explotaciones, lo que supone un total
de 1.200 animales. El dato de la prevalencia minima esperada de T. gondii se obtuvo de estudios

previos realizados en Espafia (Garcia-Bocanegra et al., 2010a).

El estudio se realiz6 en animales de 4 - 5 meses de edad, evitando de esta forma la posible pre-

sencia de anticuerpos maternos frente a T. gondii.

Para cada granja donde se realizd la toma de sangre se rellen6 un cuestionario en el que se reco-
gian los datos de la granja, fecha de la toma de las muestras, tipo de animal, nimero de muestras
recogidas, edad de los animales y su procedencia (Figura 19). Asimismo, con el fin de mantener
una adecuada trazabilidad, los cerdos sangrados en cada granja se marcaron con un crotal iden-

tificativo.

Proyecto INNPACTO IPT-2012-0189-060000

TOMA DE MUESTRAS PARA ANALISIS SEROLOGICO

Nombre y codigo de la granja|

Fechade tomade muestras:

N2 muestras recogidas: Reproductoras/Madres Transicion Engorde

Edad de los animales en el momento delsangrado :

Granjade procedencia de los lechones:

Observaciones:

Figura 19: Cuestionario de toma de muestras de sangre en las granjas.

Se recogieron aproximadamente 3 ml de sangre de cada cerdo mediante puncion en la vena yugu-
lar, depositandola en tubos estériles Vacutainer®de 5 ml sin anticoagulante. Los tubos de sangre

se centrifugaron a 3.500 rpm durante 10 minutos (Centrifuga Universal 32 R, Hettich). Se trasvas6



el suero a viales Eppendorf de 1,5 ml y se descarté el resto de componentes de la sangre. Los
sueros se identificaron con el cddigo numérico de la instalacion sequido de un nimero de orden
del 1 al 20 correspondiente a cada cerdo. Posteriormente, se conservaron en alicuotas a -20 °C

hasta el momento de su andlisis.
1.1.2- Analisis seroldgico

El analisis de los sueros porcinos se realizd6 mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indi-
recta (IFl) (Figura 20). Esta técnica de andlisis se basa en depositar el suero problema sobre los
pocillos de un portaobjetos que contiene taquizoitos previamente fijados. En el caso de que las
muestras sean positivas, las inmunoglobulinas G (IgG) presentes en los sueros porcinos se unirdn

al antigeno y se revelaran mediante anti-lgGs marcadas con isotiocianato de fluoresceina.

Adicion del suero Adicion del *
problema conjugado ,’ Y LuzUV
Ao
L=

_)AA_)kk

Figura 20: Procedimiento de andlisis mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl).

1.1.2.1- Optimizacion de la técnica IFI: eleccion de la anti-inmunoglobulina

Se evaluaron dos anti-IgGs de dos casas comerciales: AbD serotec y VMRD. El objetivo fue elegir
aquella que permitiera una visualizacion mas nitida de los resultados, que tuviera un manejo mas

sencillo y que propocionara resultados fiables.

En la puesta a punto se utilizé un suero porcino positivo con un titulo de 1:3.200 mediante MAT,
cedido por el Dr. J. P. Dubey (United States Department of Agriculture) y la Dra. Sonia Almeria
(Universidad Auténoma de Barcelona). Asimismo, se emplearon controles negativos con un titulo
<1:20 mediante IFI, disponibles de un proyecto anterior financiado por la Universidad de Zara-
goza (UZ2006-CIE-04). De cada suero control se prepararon diluciones seriadas y se analizaron

utilizando ambos preparados de anti-IgG siguiendo las especificaciones de cada casa comercial.
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En el caso de la anti-lgG de la casa comercial AbD serotec, el fabricante sugeria realizar diluciones
entre 1:100y 1:1.000 antes de la realizacion de la técnica IF1. Por ello se elaboraron las diluciones
1:100, 1:200, 1:500 y 1:1.000 de la anti-lgG en PBS a las que se afadid azul de Evans (bioMérieux)
al 0,2 %. El azul de Evans es un reactivo que ayuda al diagnéstico, ya que favorece el visionado en
rojo de los taquizoitos fijados de las muestras negativas en el microscopio de fluorescencia. La

anti-lgG de la casa comercial VMRD no requiere de diluciones y puede ser utilizada directamente.

Con los dos tipos de anti-lgG se obtuvo el mismo titulo para el control positivo (1:2.560). En el
analisis de los controles negativos con la anti-lgG de VMRD todos los controles negativos obtu-
vieron titulaciones de <1:20, mientras que la anti-lgG de AbD serotec reveld una mayor variabili-

dad en la respuesta.

Por consiguiente, para realizar los analisis de los sueros porcinos de este trabajo se escogi6 la
anti-lgG de la casa comercial VMRD. Ademas, el tiempo de realizacion de esta técnica con este
reactivo es menor, no es necesario realizar diluciones del conjugado, ni utilizar el reactivo azul de

Evans, y pudimos compro bar que discrimina mejor las muestras al presentar una mayor nitidez.

Tras la eleccion de la anti-lgG de VMRD se procedid a reafirmar el punto de corte utilizado, de-
terminando hasta qué dilucién los sueros negativos no presentaban fluorescencia por posibles
interferencias con los reactivos. Finalmente, se confirmé el punto de corte en 1:20, de manera
que las muestras que presentaron fluorescencia en la dilucién 1:20 o en diluciones superiores
se consideraron positivas, mientras que las preparaciones que no presentaban fluorescencia en

diluciones <1:20 se catalogaron como negativas frente a T. gondii.
1.1.2.2- Protocolo de analisis

Una vez optimizada la técnica IFl, se procedioé al analisis de los sueros porcinos. Para ello se

siguid el protocolo que se describe a continuacion (Figura 21).

Preparacion de las diluciones de los sueros con el buffer de dilucién con un 1 % de albimina

de suero bovino (BSA) (VMRD).

Distribucion de 10 pl de cada una de las diluciones en cada pocillo de los portaobjetos pre-

viamente fijados con taquizoitos inactivados (Toxo-Spot®, bioMérieux).



Incubacidn durante 30 minutos de los portaobjetos dentro de una camara himeda en oscu-

ridad en una estufa Memmert a 37 °C.

Lavado de los portaobjetos sumergiéndolos en una cubeta Coplin con FA Rinse Buffer a pH
9,0 (VMRD) en agitacion (Agimatic-N, Selecta) durante 10 minutos. Tras desechar el tam-

pon de la cubeta, realizacion de otro lavado idéntico al anterior.

Adicién de 10 pl de la anti-IgG porcina conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC)

(VMRD) sobre cada uno de los pocillos e incubacién de nuevo a 37 °C durante 30 minutos.

Lavado de los portaobjetos de la misma forma a la descrita en el lavado previo pero cu-
briendo la cubeta para impedir que la luz dafie el fluorocromo que lleva asociado la anti-IgG.
Al finalizar, realizacién de un dltimo lavado de 10 minutos con agua destilada con las mis-

mas condiciones.

Reparto de unas gotas del medio de montaje FA Mounting Fluid (VMRD) en los portaobjetos

para la colocacion de los cubreobjetos de 24 x 50 mm (Deltalab).

Observacion de las muestras en un microscopio de fluorescencia Eclipse 80i (NIKON) con

un objetivo de 40x aplicando luz ultravioleta.

Figura 21: Protocolo de analisis serol6gico mediante la técnica IFI.
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Se considera que una muestra es positiva cuando se observa fluorescencia verde a lo largo de
toda la membrana de al menos el 80 % de los taquizoitos fijados en la superficie del pocillo del
portaobjetos. Si los taquizoitos aparecen sin fluorescencia o solo con fluorescencia verde en

parte de la periferia, el resultado es negativo (Figura 22).

Figura 22: Resultados de la técnica IFI: resultado positivo (izquierda) y resultado negativo (derecha).

1.2- Estudio de factores de riesgo en granjas

1.2.1- Recogida de datos en granjas

Con el objetivo de determinar los factores de riesgo existentes en las granjas porcinas que pueden
favorecer la infeccion por T. gondii, se realizaron encuestas epidemioldgicas en las 161 instala-
ciones objeto de estudio. Las preguntas fueron contestadas por los granjeros o por el veterinario
responsable de cada granja. Asimismo, se realizaron visitas a las explotaciones para comprobar

el estado de las instalaciones.

En la Figura 23 se presenta el modelo de encuesta realizada, en la que se incluye la informacion
general de la granja, los pardmetros de produccion, las caracteristicas de las instalaciones y las

medidas higiénicas y de bioseguridad utilizadas en ellas.



Material y métodos

Proyecto INNPACTO IPT-2012-0189-060000

RECOGIDA DE DATOS PARA LA EVALUACION DE FACTORES DE RIESGO

MNombre granja:

Localizacion

Distancia con la granja mds cercana y nombre de la misma:

Sistemade produccion:

Ciclo cerrado [
Todo dentro-Todo fuera (TDTF) O
Produccion continua O

MNamerode plazas: Reproductoras/Madres Transicion Engorde
Posibilidad de salir al exterior: Reproductoras/madres[] Transicidn [ Engorde
Tipo de suelo: Todo rejilla [ Enrejillado parcial [

Existenciade casos de canibalismo enlagranja: 51 O No O

Problemas sanitarios en madres observados en el dGltime afo (abortos, mortalidad
perinatal):

Condiciones higiénicas de lagranja:

- Conservacion/mantenimiento de las naves, comederos, bebederos:

Bien[d Mal[d Regular ]

- Orden (referido a la presencia en las naves de utensilios, chatarra, sacos de
hormigdn, etc):

Bien[Q  Mal (especificar)

- Usoexclusivo de ropa y botas para la granja: 5i (O Mo O
- Plan de Limpieza y Desinfeccién de instalaciones:

Usode jabdn: 5i O No O

Usode agua caliente: 5i [0 Mo O

Desinfectante utilizado y frecuendia:

Dias de secado de la nave:

- Presenciade maleza o vegetacidon en el perimetro de la explotacidn:Si [0 No O

Figura 23: Encuesta epidemioldgica realizada en las 161 granjas del estudio.
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Material y métodos

== Dephdsmento de
L1} Frnaduarics Ll
¥ Chereis e bog Alirngntad

[T 1] mzﬂm

Presenciade animales en la granja:
Alrededorde la granja:
Gatos[] Roedores[]  Pajaros]
Dentro de las naves:
Gatos[] Roedores[]  Pdjaros]
Control de roedores:

Empresa externa:

Otros[] (especificar)

Otros] (especificar)

De la propia granja: Cebos 0 Trampas O Gatos[d Otrossistemasd  Ninguno[l

Protecciones en las ventanas en buen estado (integras, sin roturas) para evitar la entrada de

pdjaros e insectos:

sic NoOl

Sistemas de control de mantenimiento de temperatura constante enla granja: si[0 No[

Temperatura aproximada en invierno

Temperatura aproximadaenverano

Administracion del pienso: Seco[] Himedo [

Origende agua:
Redde distribucién pablica [ Pozo [

De rio, acequia (especificarorigen) [J

Tratamiento del agua:

5i O Cloroliguide O Cloro pastillas O Perdxidos [1  Otros(especificar) O

No[J

Observaciones:

Figura 23: Encuesta epidemioldgica realizada en las 161 granjas del estudio (continuacion).



1.2.2- Procesamiento de los datos

Una vez cumplimentadas todas las encuestas, se cred una base de datos utilizando el programa
informatico Microsoft Office Access. Se disefiaron tres tipos de formularios para introducir todos
los datos referentes a las granjas y a las muestras de sueros porcinos analizados en cada una
de ellas. Se cred un primer formulario (Granjas) donde se recogian todos los parametros de los

factores de riesgo estudiados en las 161 granjas (Figura 24).

Granjas D (Nuevo)
Nombre de la granja Cadigo de la granja
Localizacian
Distancia a la granja mds cercana (km) Nombre de la granja mds cercana

i Presencia de animales:  Dentro de la granja Alrededores
Sistema de produccidn "

Parros v w
Nurmero de plazas W

Gatos w w
Posibilidad de salida al exterion w 1

Roadores w v
Tipo de suelo w X +

Pijaras w -
éExisten casos de canibalismo? w

Qtros animales
Conservacion/mantenimiento de la granja w

Control de roedores  Empresa externa w
Crden en la granja w
. Cabos w
Uso exclusivo d botas para la granja
XOIUSIVO 08 ropa y 5 Pl granj w Gatos 7
Uso de jabdn w
éLas ventanas estin en buen estado? w
Uso de agua caliente para limpiar w
£Hay sistema de control de temperatura? u
Desinfectante usado
f Tipo de plenso w
MNE de dias de secado
Origen principal del agua «| Tratamiento del agua w

Maleza en el perimetro "

Figura 24: Formulario para introducir los datos epidemioldgicos de las instalaciones.

Un segundo formulario (Muestreo) para recoger los datos de las tomas de muestras de sangre
de las granjas (Figura 25). El campo “Granja” de este formulario estaba conectado con el campo

“Nombre de la granja” del primer formulario.

Muestreo ID | (Nuevo)

Granja | .:]

Fecha del muestreo

NT de muestras rutinarias

N de muestras dirigidas 0

Edad de los animales en el muestreo (dias)

Figura 25: Formulario para introducir los datos referentes a cada toma de muestras.

Un tercer formulario (Muestra) para recoger los datos de cada una de las muestras analizadas
(Figura 26). Cada muestra fue identificada con el cédigo individualizado de cada animal para

garantizar la trazabilidad a lo largo de todo el estudio. El campo “Muestreo” se conectd con los
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datos introducidos en los campos “Nombre de la granja” y “Fecha del muestreo” de los dos for-

mularios anteriores.

Muestra ID | (Nuevo)
Codigo de la muestra
Muestreo B
Tipo de muestra El
Sexo El

Fecha de analisis IFI

Resultado analisis IFI B

Figura 26: Formulario para introducir los datos de cada muestra de sangre.

1.3- Analisis estadistico

La prevalencia porcina frente a T. gondii se calcul6 a partir del nimero de resultados positivos con
respecto al nimero total de cerdos examinados en cada una de las granjas. Posteriormente, para
determinar la prevalencia global, los resultados de prevalencia individuales de cada instalacion
se ponderaron con los datos de los censos de cada una de ellas. Estos célculos se realizaron
utilizando el programa informatico Microsoft Office Excel, y los limites inferior y superior se cal-

cularon con un Intervalo de Confianza (IC) mediante el método de Score de Wilson (Wilson, 1927).

Las condiciones de las granjas y los resultados seroldgicos de los animales se analizaron esta-
disticamente mediante el programa informatico IBM SPSS 19.0 para Windows, lo que nos permi-

tié evaluar los factores de riesgo asociados con T. gondii en produccidn primaria.

Para determinar si las caracteristicas de las granjas eran dependientes o independientes de la
seropositividad de los animales de las granjas se comprobo si existia asociacion entre las dos
variables. Estas relaciones de dependencia se analizaron mediante los estadisticos de contraste
Chi-cuadrado (X?) y Razén de Verosimilitud (cuando la prueba de Chi-cuadrado no fue vélida al
observarse mas de un 20 % de frecuencias esperadas inferiores a 5). Estos métodos estadisticos
permitieron contrastar la hipétesis nula (H,) que presupone que las dos variables que se estudian
son independientes, comparando las frecuencias observadas con las frecuencias esperadas. Am-
bos estadisticos se distribuyen e interpretan igual, por lo que se pueden aplicar los dos ya que se

llega a la misma conclusion.



Para determinar la asociacion entre una variable cuantitativa y una cualitativa dicotémica se pro-
cedid en primer lugar a determinar la normalidad de la variable cuantitativa usando las pruebas
de Kolmogorvo-Smirnov o la prueba de Shapiro-Wilk (cuando el tamafio de muestra era inferior a
15). En el caso de que la variable siguiera una distribucién normal se compararon las medias utili-
zando la prueba T de Student para muestras independientes, y cuando la hip6tesis de normalidad

fue rechazada, se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney como alternativa no paramétrica.

En todos los analisis se asumid un error a con valor igual a 0,05, de forma que si el valor de p era
menor que 0,05 se consideré que la hipétesis nula (H,) no podia aceptarse, y por lo tanto se pudo
decir que las variables analizadas eran dependientes entre ellas. En el caso que el valor de p fuera
igual o superior a 0,05 la H, no se pudo rechazar, por lo que se asumi6 que las variables eran inde-

pendientes y por lo tanto ese factor estudiado no aumentaba el riesgo de contacto con T. gondii.
2- Estudio de Toxoplasma gondii en tejidos frescos
2.1- Seleccion de cerdos y toma de muestras

Para la realizacion de este estudio se utilizaron animales de distintas titulaciones seroldgicas.
Inicialmente la seleccion se realizé entre los 1.200 cerdos analizados en el estudio de seropre-
valencia. Asimismo, y con el fin de conseguir un mayor nimero de animales con titulos altos, se
analizaron 150 cerdos adicionales procedentes de las granjas en las que previamente se habian

encontrado los titulos mas elevados.

Asi, el estudio se realizd en un total de 41 cerdos, de los cuales 3 tenian un titulo <1:20 (controles

negativos), 5 con titulo 1:20, 9 de 1:40, 16 de 1:80 y 8 animales con una titulacién de 1:160.

Los cerdos se sacrificaron en el matadero de la empresa carnica con 6 - 7 meses de edad. Pre-
viamente, se les realiz6 un nuevo analisis serolégico mediante IFl para confirmar la titulacion.
De cada cerdo se tomaron como muestras ambos perniles y dos érganos diana: el corazén y la

lengua (Figura 27).

El dia 0, se analizé uno de los perniles y los 6rganos diana de cada cerdo. Los perniles homdlogos
de cada animal, perfectamente identificados, se destinaron a curacidn para proceder a su analisis

al final del proceso tecnoldgico (punto 3).
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Una vez realizado el despiece y deshuesado de los perniles en el matadero, la preparacion de las
muestras se realiz6 en la Planta Piloto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad
de Veterinaria de Zaragoza. Tras la eliminacion de la piel y la grasa superficial, se trocearon los
perniles y se picaron empleando una capoladora eléctrica, se homogeneizaron completamente y

se envasaron al vacio (Figura 27).

En la preparacion de los 6rganos diana se siguié el mismo procedimiento que para los perniles,
envasandose al vacio por separado la lengua y el corazdn. Previo a su analisis, las muestras de

corazdn y lengua se mezclaron a partes iguales.

Figura 27: Seleccion de animales, toma de muestras y preparacion de los tejidos frescos.

2.2- Analisis de Toxoplasma gondii en tejidos frescos

Con el fin de determinar la presencia y viabilidad de T. gondii en tejidos frescos, los perniles y los

organos diana se sometieron previamente y por separado, a una digestion pépsica.

Parte del extracto de digestion se analizé mediante bioensayo en raton. La serologia positiva en
los ratones frente a T. gondii demostrd la presencia del parasito en las muestras. Los cerebros de
los ratones seropositivos se analizaron mediante qPCR. La deteccidn del DNA de parasito en este

organo indic6 viabilidad de T. gondii en las muestras analizadas.

El resto del extracto de digestion se analiz6 directamente mediante qPCR para determinar la



presencia del parasito en las muestras y completar los resultados obtenidos mediante bioensayo

en raton.

En la Figura 28 se muestra el esquema del procedimiento que se sigui6 para el analisis de T. gon-

dii en los tejidos frescos porcinos.
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Figura 28: Procedimiento de analisis de T. gondii en tejidos frescos porcinos ©2019 Laura Herrero.
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2.2.1- Digestion pépsica

La digestion pépsica de los tejidos se realizo siguiendo el protocolo descrito por Dubey (1998) y

modificado por Bayarri et al. (2010), que se describe a continuacion (Figura 29):
Pesado de 50 g de tejido (pernil u érganos diana) en un vaso de precipitados de 600 ml.

Adicién de 125 ml de solucidn salina al 0,85 % (Panreac) y homogeneizacién de la mezcla

con una batidora durante 30 segundos.

Lavado con 125 ml de la solucidn salina (Panreac) y transvase a un matraz Erlenmeyer de

1.000 ml.

Adicién de 250 ml de una solucién pépsica atemperada a 37 °C (pH = 1), preparada con 5,2
g de pepsina con actividad 1:10.000 (Panreac), 10 g de cloruro sédico (Panreac), 14 ml de

acido clorhidrico al 25 % (Panreac) y agua destilada hasta completar los 1.000 ml.

El pH dptimo para la activacion de la pepsina debe ser < 2, ya que a partir de un pH >3
pierde su efecto proteolitico. Por ese motivo, una vez mezcladas las muestras con la
solucion pépsica, se controld el pH de la solucion final para comprobar que estuviera
en el rango de pH correcto. En el caso de que el pH no fuera el adecuado se corrigio

con una solucion de HCIl o NaOH (Panreac).

Incubacién del homogeneizado durante una hora a 37 °C en un hornillo con agitacion (Agi-

matic-N, Selecta).
Filtrado con un tamiz de 180 pm de poro (CISA) en un vaso de precipitados de 600 ml.
Centrifugacién a 2.800 rpm durante 10 minutos (Centrifuga Consul 21, Orto Alresa).

Tras descartar el sobrenadante, suspension del sedimento con 20 ml de solucién buffer

fosfato a pH 7,2 (Panreac).

Adicién de 15 ml de solucion reciente de bicarbonato sédico al 1,2 % a pH 8,3 (Sigma-Al-

drich).

El bicarbonato sddico sirve para neutralizar la pepsina y alcalinizar la solucion a valo-
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res de pH cercanos a 6,5. Con ello se consigue detener la posible destruccion de los
bradizoitos por el dcido y mantener la capacidad infectiva del pardsito hasta el momen-

to de su inoculacion en los ratones de experimentacion.

= Centrifugacién de la mezcla a 2.800 rpm durante 10 minutos (Centrifuga Rotofix 32, Het-

tich) y eliminacién del sobrenadante.

™ Suspension del sedimento obtenido con 3 ml de una solucién de antibidtico de 1.000 U/ml

de penicilina (Sigma-Aldrich) y 100 pg/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich).

Figura 29: Fases del procedimiento de la digestion pépsica en los tejidos porcinos frescos.

Para evitar la contaminacion cruzada, se realizé el lavado del material utilizado entre muestra y
muestra con jabon y agua caliente a una temperatura superior a 82 °C, y un posterior aclarado de

los instrumentos con agua destilada.
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El proceso de digestion de cada muestra se realiz6 por quintuplicado, analizandose de esta forma
250 g de tejido de cada uno de los perniles y 6rganos diana. Se realizaron un total de 410 diges-

tiones pépsicas de los tejidos frescos.

2.2.2- Analisis de Toxoplasma gondii mediante bioensayo en raton

Para determinar la presencia y viabilidad del parasito en las muestras de tejidos frescos porcinos,
el extracto de digestion se analiz6 mediante bioensayo en raton. En la Figura 30 se presenta un
esquema del procedimiento utilizado.

Inoculacion
intraperitoneal

Deteccion de
presencia (IFI)

Extracto de digestion

Administracion
oral

Ratones
seropositivos

Deteccién de
viabilidad (PCR)
Cerebro

Figura 30: Procedimiento de analisis mediante bioensayo en ratén ©2019 Laura Herrero.

2.2.2.1- Uso y mantenimiento de los ratones de experimentacion

Siguiendo el principio de las 3R’s (Reemplazar, Reducir y Refinar), en base al Real Decreto
1386/2018 por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los ani-
males utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, se disefi6 el experimento utilizando
el menor nimero de ratones posible que nos permitiera obtener un resultado fiable. No existe
un protocolo consensuado de andlisis para el estudio de T. gondii mediante bioensayo en ratén,
por lo que el nimero de ratones utilizados en este trabajo se calculd en funcién del éxito que
esperabamos en la infeccion experimental. Mediante el uso del programa estadistico WinEpi, se
determind que para conseguir un éxito minimo de infeccion en raton del 33 % se debian utilizar 8
ratones por muestra ya que en el caso de que una muestra fuera positiva, al menos uno de ellos

daria una respuesta positiva con el 95 % de probabilidad.

Asimismo, siguiendo las indicaciones de la Orden ECC/566/2015, por la que se establecen los



requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados, criados
o suministrados con fines de experimentacion, se realizaron los cursos necesarios para obtener

la categoria que permite llevar a cabo los diferentes procedimientos con los ratones.

En el estudio se emplearon ratones de laboratorio Swiss CD1 hembras, de 20 - 25 g, procedentes
de la casa comercial Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Francia). Los animales se recibieron con un
certificado sanitario de la empresa suministradora que aseguraba que estaban libres de la enfer-

medad. Tras su recepcion, los ratones tuvieron una semana de aclimatacion en las instalaciones.

El mantenimiento de los animales de experimentacion se llevo a cabo en las instalaciones del
Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragon (CIBA), respetando las condiciones marcadas
por las normas de buenas practicas de laboratorio en el cuidado de animales de experimentacion
(Real Decreto 1386/2018) (Figura 31). Todos los procedimientos fueron aprobados por la Comi-
sion Etica Asesora para la Experimentacion Animal (Informe favorable PI07/12) y por el Comité

de Bioseguridad de la Universidad de Zaragoza.

El alojamiento de los animales en la zona experimental se realiz6 en cubetas convencionales con
filtro cobertor e individualmente ventiladas. El cambio de cubeta se realizd bajo cabina de flujo
laminar (Bio Il A, Telstar), utilizando material limpio y desinfectado para el alojamiento y manteni-
miento de los animales. Asimismo, la viruta y el material de enriquecimiento se sometieron a un
proceso de esterilizacion previo a su uso. La dieta fue tratada mediante irradiacion ionizante, y se
garantizaron los aportes necesarios de vitaminas, proteinas, fibra y grasa. Ademas, se realizé una
vigilancia diaria de los animales para detectar la posible aparicién de sintomas de enfermedad
o signos de estrés, sufrimiento y angustia. Ante la aparicion de estos problemas, los animales

fueron sacrificados para evitar alargar su sufrimiento.

g

Figura 31: Laboratorio de bioseguridad en las instalaciones del CIBA.
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2.2.2.2- Determinacion de la presencia de Toxoplasma gondii mediante bioensayo en raton

Los extractos procedentes de las digestiones pépsicas fueron inoculados en menos de 3 horas
tras su procesado. De cada extracto obtenido se administré a cada ratén 0,5 ml por via intraperi-
toneal y 0,1 ml por via oral. Dado que la digestidon se realiz6 por quintuplicado, las reinoculaciones
a un mismo animal se realizaron con al menos 48 horas de diferencia para favorecer su recupera-
cion. A cada animal se le asigné un cédigo individual para su correcta identificacion. Asimismo,

se incluyo un lote de ratones control negativo, que sdlo fue inoculado con la solucidn antibidtica.

Transcurridos 60 dias de la ultima inoculacidn, se les extrajo sangre a los animales para el pos-
terior analisis del suero por IFl. El sangrado de los ratones se llevé a cabo mediante puncién de
la vena mandibular con agujas estériles de 0,5 x 16 mm (Terumo), depositando la muestra en

Eppendorfs de 1,5 ml.

Para la obtencion de los sueros, las muestras se centrifugaron a 3.500 rpm durante 10 minutos
(Centrifuga Universal 32 R, Hettich) y el sobrenadante se transfiri6 a tubos Eppendorf de 0,6 ml.
Para sequir la correcta trazabilidad de las muestras, los sueros fueron rotulados con el cddigo
del raton y de la muestra de la que procedia el extracto de digestion. Los sueros se almacenaron

a-20 °C hasta su analisis.

A continuacion, se procedi6 al sacrificio de los animales introduciéndolos en una camara con
CO, situada dentro de una cabina de flujo laminar. Posteriormente, se extrajeron los cerebros de
los animales utilizando material estéril para evitar contaminaciones cruzadas. Estos drganos se
introdujeron en Eppendorfs de 5,0 ml, almacenandose a-20 °C para su posterior analisis por gPCR

con el objetivo de determinar DNA de T. gondii y asi confrmar la viabilidad del parasito (Figura 32).

Figura 32: Mantenimiento, inoculacién y toma de muestras de los ratones.
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Figura 32: Mantenimiento, inoculacién y toma de muestras de los ratones (continuacion).

2.2.2.2.1- Analisis serolégico mediante IFI

Antes de proceder al andlisis seroldgico de los ratones mediante la técnica IFl, se ensayd una
anti-lgG de raton de la casa comercial DakoCytomation que habia sido utilizada en un proyecto
anterior del grupo de investigacion (UZ2006-CIE-04). Se realizd la puesta a punto de la técnica
para establecer el punto de corte y poder discriminar claramente las muestras positivas de las
negativas. Para ello, se realizaron diluciones de sueros procedentes de dicho proyecto, estable-

ciendo finalmente el punto de corte en un titulo de 1:10.

El protocolo de la técnica fue el mismo que el utilizado con los sueros porcinos (descrito en el
punto 1.1.2.2), con las excepciones de que la dilucion de los sueros y los lavados se realizaron
con PBS a pH 7,2 (bioMérieux) y que se utilizé una anti-IgG especifica de raton. La anti-lgG de
DakoCytomation se prepard a una dilucion 1:10 en PBS a pH 7,2 (bioMérieux), afiadiendo una
gota de azul de Evans al 0,2 % (bioMérieux). Una vez homogenizada la solucidn, se prepararon

alicuotas que fueron almacenadas en congelacion a -20 °C hasta el momento de su utilizacién.
2.2.2.3- Determinacion de la viabilidad de Toxop/lasma gondii mediante bioensayo en raton

Los cerebros de los ratones seropositivos se analizaron mediante qPCR para determinar la pre-
sencia de DNA de T. gondii, y asi confirmar que el extracto previamente inoculado contenia para-

sitos viables.

Asimismo, se analizaron 20 cerebros de ratones seronegativos para confirmar la ausencia de

DNA de T. gondii en sus cerebros.
2.2.2.3.1- Optimizacion de la extraccion del DNA

Para seleccionar el kit de extraccion de DNA se ensayaron tres kits comerciales: NucleoSpin®
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Tissue de la casa comercial Macherey-Nagel, QlAamp® DNA Mini de la casa comercial Qiageny
UltraClean® BloodSpin DNA Isolation de la casa comercial Mobio. Todos ellos estan comerciali-
zados para analizar DNA en muestras de tejidos, siendo el Gltimo de ellos especializado ademas
para muestras de sangre. Los tres kits de extraccion se ensayaron con los protocolos indicados
por los fabricantes utilizando cuatro cerebros que procedian de los ratones con los titulos mas
altos. Una vez extraido el DNA con los diferentes kits se comprobd la pureza y la cantidad del

mismo mediante el uso de un espectrofotémetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific).

Una vez comprobados los resultados obtenidos se selecciond el kit UltraClean® BloodSpin DNA
Isolation de Mobio, ya que ofrecid los mejores resultados, dentro del rango 6ptimo de pureza (1,9

- 2), en la extraccion con un protocolo mas rapido y sencillo (Tabla 3).

Tabla 3: Concentracion y pureza del DNA obtenidos con los tres kit comerciales.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

Ki ial
it comercia [ng/pll Pureza [ng/pll Pureza [ng/pl] Pureza [ng/pll Pureza

NucleoSpin® Tissue 56,9 1,83 394 2,03 67,4 2,10 aills 1,91
UltraClean® BloodSpin 654 1,89 451 1,91 804 1,95 46,5 1,94
QlAamp® DNA Mini 258 181 429 1,90 58,1 1,86 164 184

2.2.2.3.2- Optimizacion de la amplificacion del DNA

La optimizacion consistié en la eleccion de los cebadores que detectaran especificamente a T.
gondii. Se utilizaron como control positivo el DNA de diluciones seriadas de una muestra de
taquizoitos congelados con concentracién de 10* de la cepa ME49 (Grupo de Investigacién Con-

solidado “Salud Veterinaria y Zoonosis” (SALUVET) de la Universidad Complutense de Madrid).

Para llevar a cabo la amplificacion del DNA, inicialmente se utilizaron kits comerciales en los
que el fluoréforo era una sonda Tagman. En primer lugar, se eligid el kit de amplificacion Genesis
Advanced® kit (Primer Design). Se trata de un kit comercial compuesto por agua libre de DNasa,
un par de cebadores para la deteccion de las secuencias repetitivas de 529 bp (esta repetido 300
veces en el genoma del parasito), una sonda Tagman, un control de extraccion (B-actina) y un
control interno de amplificacion. Para completar los reactivos necesarios para la amplificacion
se utilizé una Mastermix Precision (Primer Design). Otro de los kits utilizados fue el LSI® Real

Time-PCR (Life technologies), el cual incluye un par de cebadores B1 (estan repetidos 35 veces



en el genoma del parasito), buffer, una sonda Tagman, un control de externo de amplificacién y un
control interno de amplificacion. Sin embargo, tras realizar el protocolo de los dos kits ninguna
de las muestras presentd amplificacion para T. gondii, pero si que lo hicieron para la B-actinay en
el control positivo.

Se realizaron mas pruebas con diferentes kits que incluian sonda Tagman, y con ninguna de ellas
se observaron resultados positivos en las muestras problema. Por ello, se decidié continuar la
optimizacion de la amplificacion del DNA del parasito utilizando SYBR Green como fluoréforo, ya

que posee una mayor sensibilidad.

El disefio de los cebadores para SYBR Green se realiz6 mediante la aplicacion OligoPerfect™ De-
signer de ThermoFisher (https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/oligonucleo-
tides-primers-probes-genes/custom-dna-oligos/oligo-design-tools/oligoperfect.html). De esta
forma, se ensayaron varios pares de cebadores que detectaban diferentes fragmentos repetidos
a lo largo del genoma del parasito. Una vez analizados, se descartaron algunos cebadores que
producian productos inespecificos, ya que en la curva de disociacion aparecian productos con
varios picos y a temperaturas diferentes.

El cebador que mostré mejores resultados para la deteccion del parasito fue el desarrollado para
este estudio por la empresa AlquizVetek S.L. y que permite la deteccion de una secuencia re-
petitiva de 529 bp. Una vez completada la amplificacion del DNA de las muestras a estudiar, se
observd que aparecian los resultados esperados para T. gondii en las curvas de amplificacion y
de disociacion (Figura 33). Por ello, este cebador se considerd el mas adecuado para la amplifi-

cacion del DNA del parasito.
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Figura 33: Curva de amplificacion (izquierda) y curva de disociacion (derecha) con el cebador repetitivo de
529 bp. (RFU: Unidades de Fluorescencia Relativas).
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Asimismo, para confirmar la especificidad de los cebadores durante la amplificacion se eligi6 el
par de cebadores SAG (AlquizVetek S.L.). Este cebador detecta una proteina de membrana SAG
del pardsito que presenta una sola copia en su genoma. Tras la amplificacion se observé que las
curvas de amplificacion y de disociacion eran las esperadas en la deteccion de T. gondii (Figura

34),
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Figura 34: Curva de amplificacion (izquierda) y curva de disociacion (derecha) con el cebador SAG.
(RFU: Unidades de Fluorescencia Relativas).
A la vista de estos resultados se determind que los cebadores que se iban a utilizar para la detec-
cion del DNA de T. gondii en las muestras de este trabajo serian el repetitivo de 529 bp y el SAG.
El primer cebador aparece aproximadamente unas 6 Ct antes que el cebador SAG debido a que
posee un mayor ndmero de copias en el genoma del parasito. Las temperaturas de disociacion

son 81°C para el cebador repetitivo de 529 bp y 85 °C para el cebador SAG (Figura 35).
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Figura 35: Curva de amplificacion (izquierda) y curva de disociacion (derecha) con el cebador repetitivo de
529 bp (en rojo) y el SAG (en verde). (RFU: Unidades de Fluorescencia Relativas).



2.2.2.3.3- Protocolo de analisis de los cerebros mediante qPCR

Tras la optimizacion, las muestras de cerebro se analizaron por triplicado siguiendo el protocolo
final de extraccion del DNA del Kit UltraClean® BloodSpin DNA Isolation de Mobio, tal y como se

describe a continuacion (Figura 38):

Pesado de 15 mg de cada muestra en un Eppendorf de 1,5 ml y adicion de 200 pl del reacti-

vo B1 buffer de lisis (proporcionado por el kit) y 10 pl de Proteinasa K.

Homogeneizacion de las muestras con un micropistilo con motor (Kimble) e incubacion

durante 30 minutos a 65 °C en un bloque calefactor (Life Technologies).

Adicién de 200 pl del reactivo B2 (proporcionado por el kit) y agitacion de nuevo los Eppen-

dorf en un agitador vortex durante 15 segundos.

Traspaso de todo el volumen de las suspensiones a otros Eppendorf con una columna con
membrana (proporcionado por el kit). Centrifugacion durante 1 minuto a 13.000 g (Centri-

fuga 5418, Eppendorf).

Desacople de las columnas de los Eppendorf y eliminacion del liquido que habia en ellos.
A continuacion, colocacion de nuevo de las columnas en los tubos y realizacion de los la-
vados de la columna. Para ello, adicién de 500 pl del reactivo B3 (proporcionado por el kit)

y centrifugacion durante 30 segundos a 13.000 g. Descarte del liquido de los Eppendorf.

Rellenado con 500 pl del reactivo B4 (proporcionado por el kit) y centrifugacion durante 30

segundos a 13.000 g.

Eliminacion del liquido, y adicion de 100 pl del reactivo B4 y centrifugacion los Eppendorf

durante 1 minuto a 13.000 g.

Traspaso de las columnas a otros Eppendorf previamente atemperados a 65 °C en un blo-

que calefactor y adicion de 200 pl de reactivo B5 atemperado (proporcionado por el kit).

Incubacion de los Eppendorf durante 1 minuto a 65 °C en el bloque calefactor. Centrifuga-

cion durante 1 minuto a 13.000 g y finalmente retirado de las columnas de los tubos.
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Tras el proceso de extraccion del DNA se procedid a analizar la pureza y la concentracion obte-
nidas con el espectrofotometro NanoDrop® 2000, observandose en todas las muestras valores
incluidos en el rango 6ptimo (1,9 y 2). Ademds, como comprobacion paralela de la extraccion del
DNA, se evalud la cantidad presente del gen de la B-actina por gPCR en cada una las muestras,
ya que este valor se utilizé como control interno (CI) de la extraccion. Se observé que las curvas
de amplificacion y las temperaturas a las que aparecian los productos en la curva de disociacién
fueron muy similares entre si (Figura 36). Los valores de los ciclos (Ct) del gen de la B-actina

tuvieron un media de 24,01 y una desviacion estandar de 0,18.
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Figura 36: Curva de amplificacion (izquierda) y curva de disociacion (derecha) del gen de la B-actina.
(RFU: Unidades de Fluorescencia Relativas).

Posteriormente, para la realizacion de la amplificacion de las muestras por qPCR se utilizé un
termociclador CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection System de Bio-Rad con placas de 96

pocillos (Figura 37).

En la preparacion de las reacciones se pusieron en cada pocillo de la placa 10 pl de agua libre de
nucleasas, 10 pl de Mastermix de Promega (Taq DNA polimerasa, dNTPs, MgCl,, buffers para la
reaccion, SYBR Green) y 0,4 pl de cada uno de los cebadores del par. Finalmente, se afiadieron
2,25 pl del DNA de las muestras en la mitad de los pocillos de la placay en |a otra mitad se realizé
una dilucion 1/10 de cada una de las muestras. Ademas, en cada placa se afiadi6 un pocillo como

control positivo y otro como negativo.

El programa del termociclador que se utilizé consistié en una etapa inicial de 94 °C durante 4
minutos, a continuacién 44 ciclos de 55 °C durante 5 sequndos, 79 °C durante 5 segundos y 94 °C

durante 4 segundos. El programa terminé con una curva de disociacion que fue desde los 60 °C a



94 °C con incrementos de 0,5 °C.

Dado que la deteccion del DNA del parasito utilizando el cebador repetitivo de 529 bp es mucho
mas sensible, se determind que los valores de Ct de las muestras serian los obtenidos con este
cebador. El cebador SAG fue utilizado como confirmacion de la positividad de la muestra. Por

ello, para considerar una muestra positiva fue imprescindible que lo fuera con ambos cebadores

alavez.

Amplification

Figura 37: Procedimiento de analisis de una muestra mediante qPCR.

2.2.2.3.4- Cuantificacion de las muestras

Para realizar la cuantificacion de las muestras en qPCR se realizaron rectas patron de muestra
de cerebro a la que se le afiadieron diluciones seriadas 1/10 de taquizoitos ME49 de T. gondii
(SALUVET, Universidad Complutense de Madrid). En la Figura 38, se puede observar la curva de
cuantificacion de cada una de las diluciones con unos valores de Ct inversamente proporcionales

a la concentracion de DNA inicial.

Curva amplificacion
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Figura 38: Curva de amplificacion de las diluciones del control positivo. (RFU: Unidades de Fluorescencia
Relativas).

91



92

Al representar la curva de calibrado de los resultados obtenidos (Figura 39), se obtuvo una efi-
ciencia del 99,7 %, calculada a través de la pendiente de la recta. En este caso la eficacia de la
pendiente fue de 3,329, obteniéndose un resultado muy cercano al 6ptimo (3,321). La medida de
la bondad del ajuste realizado en la curva se determin6 con el coeficiente de determinacion, que
fue R?2=0,992. Asimismo el dato de interseccion de la curva en el eje Y fue a un ciclo de 38,76, por

lo que se considerd que a partir de un ciclo 38 las muestras eran negativas.
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Figura 39: Representacion de la curva de calibrado obtenida de las diluciones del control positivo.

Una vez obtenidos los Ct de todas las muestras analizadas, se ajustaron con los ciclos obtenidos
de actina de cada una de ellas. El valor de la Ct ajustado se obtuvo al aplicar el método de cuan-
tificacion relativa (AAC,) siguiendo el procedimiento descrito por Livak y Schmittgen, (2001). Con
ello se consiguié normalizar los pequefios errores de pesado que se pudieran haber cometido en

la preparacion con los valores de Ct obtenidos con el cebador del gen de la B-actina.

Para el calculo de las cargas parasitarias de T. gondii presentes en las muestras se utilizé un
software cedido por AlquizVetek S.L. En este programa informatico se introdujo la ecuacion de la
recta de calibrado, asi como los valores de Ct obtenidos en cada una de las muestras. El progra-

ma mostraba la correspondencia en concentracion de T. gondii expresada en parasitos/gramo.
2.2.3- Analisis de Toxoplasma gondii en el extracto de digestion mediante qPCR

Parte de los extractos de digestion también fueron analizados mediante qPCR para confirmar la

presencia de T. gondii en los tejidos frescos porcinos.

El protocolo de analisis fue el mismo que el utilizado para las muestras de cerebros de ratdn



(punto 2.2.3.2.3), con la excepcion de que la extraccion del DNA se realiz6 a partir de 100 pl del

extracto con 100 pl de buffer de lisis.
2.3- Anilisis estadistico

Mediante el programa informatico Microsoft Office Excel se analizaron los datos de presencia
y viabilidad del parasito en los tejidos frescos porcinos. Estos resultados se relacionaron con
las titulaciones de los cerdos mediante el programa estadistico IBM SPSS 19.0 para Windows.
Se empleo el test de contraste Chi-cuadrado (X?) o la Razén de Verosimilitud cuando el test de
Chi-cuadrado no fue valido. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas

cuando p <0,05.

Para determinar el tejido que permite evaluar mejor el riesgo (pernil vs. 6rganos diana), se compa-
raron los resultados obtenidos por bioensayo en ratdn (presencia) entre ambos tejidos mediante

los test estadisticos utilizados previamente en el programa estadistico WinEpi 2.0.
3- Estudio de Toxoplasma gondii en jamoén curado

Con la finalidad de estudiar la influencia del proceso tecnoldgico de curado en T. gondii y sus im-
plicaciones en la seguridad alimentaria, uno de los perniles de cada cerdo del estudio se sometié
a curacion en un secadero industrial. Tras el tiempo de curacion de 9y 12 meses, los jamones se

cortaron y picaron para someterlos a un proceso de digestion pépsica.

Al igual que para los tejidos frescos, parte del extracto de digestion se analiz6 mediante bioen-
sayo en raton para poder confirmar la presencia y viabilidad de T. gondii. Trascurridos 60 dias
post-inoculacion se analizo el suero de los ratones para detectar la presencia del parasito me-
diante la técnica IFI. Asimismo, los cerebros de los ratones seropositivos se analizaron mediante

qPCR para confirmar la viabilidad.

Para completar los resultados de presencia obtenidos mediante bioensayo en ratdn, se analizo el

resto del extracto de digestion directamente mediante qPCR.

En la Figura 40 se muestra la metodologia de analisis utilizada para determinar la presencia y la

viabilidad de T. gondii en el jamén curado.
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Figura 40: Procedimiento de analisis de la presencia y viabilidad de T. gondii en el jamén curado
©2019 Laura Herrero.

3.1- Proceso de curacion de los jamones y toma de muestras

Los perniles homdlogos de cada cerdo se sometieron al proceso de curado en el secadero de la



empresa carnica. Desde el momento de su entrada y con la finalidad de asegurar la trazabilidad,

los perniles fueron identificados con un chip que los relaciond con el cerdo de procedencia.

Posteriormente, se completd el acondicionamiento de las piezas y se termind de desangrar. Se
pesaron todos los perniles obteniéndose valores de entre 8,59 kg y 14,76 kg. Asimismo, los per-
niles se pesaron durante el procesado y al final del curado para controlar la merma de peso a lo

largo de las fases del proceso de curacion.

El proceso tecnoldgico de curado de los jamones incluyd las etapas de salado, post salado, se-

cado y maduracién (Figura 41).

Durante la fase de salado, los perniles se frotaron con una mezcla de sal curante comercial (10
g/kg de jamon) compuesta por nitrato de potasio (E-252), nitrito de sodio (E-250), ascorbato de
sodio (E-301) y cloruro de sodio. Posteriormente, se almacenaron, colocandoles mas sal en la
zona superior de la pieza, en las camaras de salazon con atmdsfera controladade 2,8 °Ca 3,5 °C
y con una humedad relativa del 85 % al 95 %. Cada pernil permaneci6 en esta cdmara aproxima-
damente 2 dias/kg de peso. Cuando cada pieza estuvo el tiempo suficiente se les retird la sal que

las cubria y se procedi6 a su lavado, formado/moldeado y pesado.

El postsalado se realizd con una humedad relativa del 75 % al 95 % y una temperatura creciente
de 3°Ca 16 °C, siendo un requisito minimo que los primeros 50 dias permanecierana 3 °C+ 1 °C.

La temperatura se fue subiendo gradualmente cada semana hasta los 90 dias.

Al terminar la fase de postsalado se continu6 con la de secado. Durante esta fase se realizaron
los procesos de frotado y aplicacion de manteca de forma manual. Este paso sirvi6 para evitar de-
secaciones que se pudieran producir en el periodo de secado artificial (encortezamiento) y para
evitar la proliferacion de acaros en el producto. El tiempo minimo de estancia aproximado en esta

fase fue de 4 meses a una temperatura de 16 °C y con una humedad relativa del 65 %.

En dltimo lugar, se realizé la maduracion de las piezas almacenando los jamones en camaras a
temperaturas que se incrementaron de 16 °C a 28 °C paulatinamente y con una humedad relativa
que fue en aumento del 65 % al 70 %. Los jamones permanecieron en esta fase hasta completar

su periodo de curado (hasta los 9 0 12 meses).
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Material y métodos

Figura 41: Proceso de curacién de los jamones.
Para el analisis de T. gondii en los jamones curados, se seleccionaron dos tiempos de curacion: 9

y 12 meses. En la Tabla 4 se muestra la distribucion de las muestras.

Tabla 4: Distribucién dela toma de muestras de jamén curado.

9 meses de curacion 12 meses de curacion

Titulacién <1:20 3 0 3
Titulacion 1:20 a < 1:80 14 6 8
Titulaci6n 21:80 24 15 9
Total muestras 4 21 20

Una vez finalizado el tiempo de curacidn, los jamones se pesaron, deshuesaron, descortezaron y
se envasaron al vacio en el secadero. Posteriormente, los jamones se trasladaron a la Facultad
de Veterinaria de Zaragoza para su analisis. El picado de las muestras se llevd a cabo en la Planta
Piloto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, con el mismo procedimiento que fue utilizado

para las muestras de tejidos frescos descrito anteriormente (Figura 42).

Figura 42: Preparacion de las muestras de los jamones curados.



Figura 42: Preparacion de las muestras de los jamones curados (continuacion).

3.2- Analisis de Toxoplasma gondii en el jamoén curado
3.2.1- Digestion pépsica

Se llevd a cabo una digestion pépsica de los jamones curados siguiendo el protocolo descrito en
el punto 2.2.1. Se realizaron 5 digestiones de cada jamén curado con un total de 250 g de produc-

to analizado. Se llevaron a cabo 205 digestiones pépsicas de los jamones curados.

Parte del extracto de la digestion pépsica se utilizo para la realizacion del bioensayo en raton, y

el resto para su analisis mediante qPCR.
3.2.2- Anailisis de Toxoplasma gondii mediante bioensayo en raton

La deteccion y la comprobacion de la viabilidad del parasito en las muestras de jamén curado se

realizaron siguiendo el procedimiento descrito en el punto 2.2.2.
3.2.3- Analisis de Toxoplasma gondii mediante qPCR

La técnica de qPCR también se emple6 para la deteccion de T. gondii en los extractos de digestion
de los jamones curados. Para ello, se sigui6 el protocolo utilizado anteriormente en los tejidos

frescos descrito en el punto 2.2.3.
3.3- Analisis de la composicion fisicoquimica de los jamones curados

Al final de su periodo de curacion se analiz6 la composicion fisicoquimica de los jamones en el

laboratorio de control de calidad del secadero.

Se analizo6 la cantidad de nitratos y nitritos aplicando los protocolos de las normas IS0 3091:1975

e IS0 2918:1975 respectivamente. El contenido de humedad se determind segun la norma ISO
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1442:1997. Asimismo, el pH y la actividad del agua (a,) se midieron segin las normas 1SO
2917:1999 e IS0 21807:2004. Finalmente, se determind el contenido de cloruro de sodio de acuer-

do con la1SO 1841-1:1996 y el contenido de grasa segun la ISO 1444:1996.
3.4- Anilisis estadistico

Los datos de presencia y viabilidad de T. gondii de los jamones curados se analizaron con el
programa informatico Microsoft Office Excel. Para conocer la significancia estadistica de la in-
fluencia del tratamiento tecnoldgico sobre T. gondii se aplicé el test Chi-cuadrado o Razdn de
Verosimilitud cuando el test de Chi-cuadrado no fue vélido entre los resultados obtenidos en los
tejidos frescos y los jamones curados de cada animal. Las diferencias se consideraron estadisti-
camente significativas cuando p<0,05. Estos mismos test también se utilizaron para comprobar
si habia una relacion estadisticamente significativa entre la presencia y viabilidad de T. gondii y

los dos tiempo de curado (9 y 12 meses).

Igualmente, se comprobo si habia una relacion estadisticamente significativa entre los parame-
tros fisicoquimicos de los jamones curados y la presencia y viabilidad de T. gondii. Para ello,
se estudio la asociacion entre las variables dicotdmicas cuantitativas y cualitativas para deter-
minar la normalidad de la variable cuantitativa mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
prueba de Shapiro-Wilk (cuando el tamafio de muestra fue inferior a 15). En el caso de que las
variables mostraron una distribuciéon normal se compararon usando la prueba T de Student para
muestras independientes y cuando se rechazo la hipétesis de normalidad, se utilizo la prueba de

Mann-Whitney.



IV, RESULTADOS
Y DISCUSION




1- Toxoplasma gondii en produccion primaria
1.1- Resultados
1.1.1- Seroprevalencia de Toxoplasma gondii en porcino

Se detectaron animales seropositivos en el 96,7 % de las granjas estudiadas. En el 62,1 % de las
instalaciones la seroprevalencia fue baja con menos de 5 cerdos seropositivos, en el 37,9 % de las
granjas se detectaron entre 6 y 14 animales seropositivos y en ninguna de ellas se encontraron
mas de 15 cerdos seropositivos. Por provincias, en Huesca se encontraron animales seropositi-
vos en el 94,2 % de las 34 granjas analizadas, en Zaragoza y Teruel se detectaron cerdos seropo-

sitivos en el 100 % de las instalaciones estudiadas, 22 y 4 granjas respectivamente.

En el 82,76 % de las granjas positivas los titulos seroldgicos de los cerdos fueron menores o igua-
les a 1:40, en el 17,24 % de las granjas se encontraron animales con titulos de 1:80, mientras que
solo en el 6,89 % de las instalaciones se detectaron animales con titulos de 1:160. No se observd

ningdn animal con un titulo seroldgico superior a 1:160 (Figura 43).
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Figura 43: Distribucion de los titulos seroldgicos porcinos positivos en las 60 granjas estudiadas.
De los 1.200 sueros porcinos analizados, 301 (25,08 %) fueron positivos (21:20). A partir de las
prevalencias individuales de las granjas se calcul6 la prevalencia total, que fue del 24,5 % (IC

11,8 % - 45,4 %).
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Resultados y discusion

En general, los titulos seroldgicos de los cerdos fueron bajos. Se detectaron 899 animales sero-
negativos (<1:20) (74,91%), 209 cerdos con un titulo de 1:20 (17,42 %), 71 con un titulo de 1:40
(5,92 %), 15 con un titulo de 1:80 (1,25 %) y 6 animales con un titulo de 1:160 (0,5 %) (Figura 44).

1,25%
® 0,50%

17,42%

74,91%

Figura 44: Distribucion de los titulos seroldgicos de los 1.200 cerdos analizados.

1.1.2- Factores de riesgo asociados con Toxoplasma gondii en las explotaciones porcinas

En la Tabla 5 se presentan los datos para cada una de las variables analizadas en las encuestas

epidemioldgicas realizadas en las 161 granjas del estudio.

Tabla 5: Resultados de las encuestas epidemioldgicas y nimero de animales seropositivos para cada variable.

Distancia a la granja mas 130 261
cercana (km) 2 28 31
8 3 9
Sistema de produccién Ciclo cerrado 16 25
Todo dentro 145 276
/Todo fuera
Numero de plazas <1000 26 70
1000-2000 86 170
>2000 49 61
Posibilidad de salida al No 130 269
exterior Si 31 S
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Tabla 5: Resultados de las encuestas epidemioldgicas y nimero de animales seropositivos para
cada variable (continuacion).

—
Factor de riesgo Variables N° de granjas N° animales

seropositivos

Tipo de suelo Enrejillado parcial 161 301
Todo rejilla 0 0

Canibalismo No 1817 290
Si 24 11

Conservacion/ , Bueno 102 185
mantenimiento de la granja Regular 52 94
Malo 7 22

Orden de la granja Bueno 134 220
Reqular 1 4

Malo 26 77

Uso exclusivo de ropa y botas No 56 109

para la granja Si 105 192

Uso de jabon No 1157 297
Si 9 4

Uso de agua caliente para No 90 163

limpiar Si 71 148
Desinfectante usado Amonio 161 301

cuaternario

N° de dias de secado 0-4 5 16

59 120 205

10-14 30 43

15-19 6 37

Maleza en el perimetro No 49 41

Si 112 260

Perros dentro de las instala- No 160 301
ciones Si 1 0

Gatos dentro de las instala- No 94 120
ciones Si 67 181

Roedores dentro de las No 93 180
instalaciones Si 68 121

Pajaros fuera de las instala- No 86 163

ciones Si V4o 148

Otros animales fuera de las No 150 272
instalaciones Si 11 29
Control roedores Empresa externa ilZ Sil

Cebos 1125 AU

Gatos 24 45

Ventanas en buen estado No 11 89

Si 150 266
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Tabla 5: Resultados de las encuestas epidemioldgicas y nimero de animales seropositivos para
cada variable (continuacion).

-
Factor de riesgo Variables N° de granjas sgmap"(::}?il‘f:s
Control de temperatura No 79 141
Si 82 160
Tipo de pienso Humedo 69 134
Slelele 92 167
Origen principal del agua Pozo 45 83
Rio, acequia 74 145
Red publica 42 73
Tratamiento del agua Cloro pastillas 103 215
Cloro liquido 25 33
Peroxidos 2 13
Ninguno 31 40

Las principales variables que presentaron las granjas se resumen a continuacion:

La mayor parte de las granjas se localizaban a 1 km de distancia de la instalacién mas

cercana.

El sistema de produccion mas utilizado fue Todo dentro/Todo fuera, en el que todos los
animales tras su periodo de engorde salian de las granjas, lo que facilitaba la limpieza y

desinfeccion de las instalaciones

El nimero de plazas mas frecuente fue de 1.000 y 2.000 animales, aunque los grupos de

menos de 1.000 y mas de 2.000 también tuvieron representacion.

En un nimero elevado de granjas los animales no tenian la posibilidad de salir a parques

situados en el exterior.
Todas las instalaciones estuvieron dotadas de enrejillado parcial en sus corrales.
En la mayoria de las instalaciones no se detectaron casos de canibalismo entre los cerdos.

La conservacion, mantenimiento y orden de las granjas se realizaron correctamente en un
gran numero de las instalaciones. No obstante, existen bastantes casos en los que estos

parametros fueron regulares o malos.

El uso exclusivo de ropa y botas en las granjas se practicaba aproximadamente en dos
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tercios de ellas.

Un gran ndmero de instalaciones usaron jabon en la limpieza aunque sélo aproximadamen-

te la mitad de ellas utilizaron agua caliente durante su aplicacion y aclarado.
En todos los casos se utilizo un desinfectante a base de amonio cuaternario.

En la mayor parte de los casos se solia dejar un periodo de secado de una semana tras la

aplicacion del desinfectante.

En la mayor parte de las granjas habia maleza a su alrededor, favoreciendo la aparicion de

pequefios hospedadores intermediarios en sus proximidades.

Respecto a la presencia de animales en las instalaciones, se indicé que casi en la mitad
de ellas habia gatos y roedores, en muy pocos casos pajaros y sélo en una de ellas tenian

acceso los perros.

En la mitad de las granjas habia gatos, roedores y pajaros fuera de las mismas mientras que
en pocas de ellas se encontraron perros. Asimismo, en algunas instalaciones convivian con

otros animales como ovejas u ocas.

La principal forma de controlar la presencia de roedores fue mediante la colocacion de

cebos para su captura.

Las mallas en las ventanas para evitar la entrada de pajaros y otros animales estaban en

buen estado en la mayor parte de las instalaciones.

Aproximadamente en la mitad de las granjas se disponia de un sistema de control de la

temperatura.

En cuanto a la alimentacion de los animales, las granjas estaban divididas entre las que

ofrecian pienso de tipo seco y de tipo himedo.

El agua administrada a los animales procedia principalmente de un rio o acequia y era tra-

tada mediante cloro en pastillas.

En las visitas realizadas a las instalaciones, se confirmaron algunas condiciones que pudieron
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Resultados y discusion

influir en el contacto de los animales con el parasito, como la presencia de maleza y materiales
apilados alrededor de las instalaciones, la presencia de animales, como gatos en el interior de las

granjas, suciedad, disponibilidad de agua y comida para los animales domésticos o hacinamien-

tos en los corrales (Figura 45).

Figura 45: Factores de riesgo observados en las granjas.
Los resultados del analisis de los factores de riesgo asociados a la seroprevalencia de T. gondii

se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Factores de riesgo asociados a la seroprevalencia de T. gondii en las granjas estudiadas.

Distancia a la granja mas 24,2 >0,05
cercana (km) 2 31,0 >0,05
3 45,0 >0,05
Sistema de produccion Ciclo cerrado 20,0 >0,05
Todo dentro 281 >0,05
/Todo fuera
Numero de plazas <1000 279 0,010
1000-2000 21.7 >0,05
>2000 19,1 >0,05
Posibilidad de salida al No 22,4 >0,05
exterior Si 18,8 >0,05
Tipo de suelo Enrejillado parcial 251 ND
Todo rejilla 0,0
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Tabla 6: Factores de riesgo asociados a la seroprevalencia de T. gondii en las
granjas estudiadas (continuacion).

o n

106

Factor de riesgo Variables % positividad (IFI) Valor de “p

Canibalismo No 25,0 >0,05

Si 27,5 >0,05

Conservacion/ Bueno 26,4 >0,05

mantenimiento de la granja Regular 21,4 >0,05

Malo 36,7 0,017

Orden de la granja Bueno 234 >0,05

Regular 20,0 >0,05

Malo 2] 0,019

Ropa de uso exclusivo No 27,3 >0,05

Si 24,0 >0,05

Uso de jabon No 7is)lo >0,05

Si 10,0 08252

Uso de agua caliente para No 24,7 >0,05

limpiar Si 255 >0,05
Desinfectante usado Amonio oyl ND

cuaternario

N° de dias de secado 0-4 26,7 >0,05

59 23,8 >0,05

10-14 21,5 >0,05

15-19 36,3 >0,05

Maleza en el perimetro No 20,5 >0,05

Si 26,0 >0,05

Animales dentro de las Perros 292 0,001

intalaciones Gatos 0,0 >0,05

Ratones SN >0,05

Pdjaros 23} >0,05

Animales alrededor de las Perros S 0,003

intalaciones Gatos 28,0 0,001

Ratones 26,1 >0,05

Pajaros 1150 >0,05

Otros 2613 0,008*

Control de roedores Empresa externa 28,3 >0,05

Cebos 234 0,009

Gatos 28,1 >0,05

Ventanas en buen estado No 25,0 >0,05

Si o >0,05

Control de temperatura No 26,1 >0,05

Si 24,2 >0,05

Tipo de pienso Humedo 24,8 >0,05

Seco i) e) >0,05



Tabla 6: Factores de riesgo asociados a la seroprevalencia de T. gondii en las
granjas estudiadas (continuacion).

Factor de riesgo Variables % positividad (IFI) Valor de “p”

Origen principal del agua Pozo 24,4 >0,05
Rio, acequia 259 >0,05

Red publica 24,3 >0,05

Tratamiento del agua Cloro pastillas 250 >0,05
Cloro liquido 20,6 >0,05

Peroxidos 2[5 >0,05

Ninguno 28,6 >0,05

ND: No se puede determinar, es una constante
*Efecto Cluster

La presencia de gatos dentro o fuera de las granjas fue el principal factor de riesgo que incremen-
t6 la prevalencia de T. gondii (p=0,001). La presencia de otros animales como perros en el exterior

de las instalaciones también se identificé como un factor de riesgo (p=0,003).

Igualmente, se observé que el nimero de animales en las granjas era una variable con influencia
en la prevalencia, dado que aparecia una mayor presencia del parasito en las instalaciones con

menor censo porcino (p=0,010).

Asimismo, también se evidencié que el mal mantenimiento y conservacién (p=0,017) y el desor-

den de las instalaciones (p=0,019) constituian factores de riesgo.

Por ultimo, se observo que el uso de cebos para el control de roedores dentro de las granjas
disminuyd la prevalencia (p=0,009), ya que se encontré un menor porcentaje de animales sero-

positivos frente a T. gondii en las instalaciones que utilizaron este tipo de control para roedores.

En el procesado de los datos epidemioldgicos de las granjas, algunos campos no se utilizaron al
no aportar informacion relevante. Estos factores fueron el uso de suelo con enrejillado parcial y
de desinfectantes de amonio cuaternario en el 100 % de las granjas, y la presencia de perros so6lo

en el interior de una de las instalaciones.

Asimismo, se observo que en algunas variables los datos se encontraban agrupados en un nu-
mero de granjas muy reducido. Este “Efecto Cluster” se observo en las variables de uso de jabdn
para limpiar las instalaciones y en la presencia de otros animales como gallinas u ovejas en las

granjas. Aunque su presencia tenia relacién estadisticamente significativa (p<0,05) con una ma-
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yor presencia de T. gondii, al estar concentrados en muy pocas granjas los datos no se tuvieron
en cuenta al no ser homogéneos ni representativos (Dohoo, Martin y Stryhn, 2003; Santoro et al.,

2017).
1.2- Discusion

Los resultados del analisis de los sueros porcinos indicaron que la infeccién por T. gondii estaba
muy extendida, ya que se detectaron animales seropositivos en casi la totalidad de las granjas es-
tudiadas (96,7 %). Estos datos coinciden con estudios realizados por otros autores como da Silva
et al. (2015b), en el que encontraron animales seropositivos en el 100 % de las granjas muestrea-
das en Brasil. Igualmente, otros estudios seroldgicos de revision sefialan una amplia distribucion
de T. gondii (Dubey, 2010; Guo et al., 2015a; Foroutan et al., 2019). En nuestro estudio también
hemos observado resultados variables en la seroprevalencia de las distintas granjas, al igual que
se habia determinado en otros estudios anteriores (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Dubey y Jo-
nes, 2008; Garcia-Bocanegra et al., 2010a). Aunque la infeccién por T. gondii esta extendida, los
titulos seroldgicos porcinos fueron bajos, ya que el 69,5 % de los animales seropositivos tuvieron
un titulo de 1:20. Otros estudios han observado patrones similares en las titulaciones, como el
realizado por Asgari et al. (2013) en el que se observd que el 86 % de los animales tuvieron un

titulo de 1:20.

La seroprevalencia detectada en nuestro estudio (24,5 %) es similar a la hallada en otras regiones
espafiolas como Catalufia (21,2 %), Extremadura (23,3 %) y Comunidad Valenciana (27,3 %) (Gar-
cia Bocanegra et al., 2010a), y similar a la de otros estudios realizados en Irlanda (23,1 %), en An-
tillas (24,3 %), en Brasil (25,5 %), en Polonia (26,4 %) o en Serbia (28,9 %) (Klun et al., 2006; Sroka
et al., 2008; Halova et al., 2013; de Sousa et al., 2014; Sharma et al., 2015). Valores mas bajos de
seroprevalencia se detectaron en otras regiones de Espafia (0,5 % - 18,5 %) como Aragdn (mismo
territorio que en este trabajo), Galicia, Murcia y Castilla y Leén (Garcia Bocanegra et al., 2010a),
y en otros paises como Italia (0,5 % - 2,1 %), Dinamarca (3,1 %), Inglaterra (3,6 %), Letonia (4,2 %),
Estonia (5,8 %) o Portugal (7,1 % - 9,8 %) (Deksne y Kirjusina, 2013; Lopes et al., 2013; Esteves et
al, 2014; Grgnbech et al., 2017; Limon et al., 2017; Papini et al., 2017; Santoro et al., 2017; Gazzo-
nis et al., 2018). Seroprevalencias mas altas se han sefialado en algunos paises como Republica

Checa (36 %), Rumania (43,1 %), Nigeria (45,2 %), Inglaterra (47,4 %), China (70 %) o México (95,8



%) (Gamble, Brady y Dubey, 1999; Bartova y Sedldk, 2011; Balea et al., 2012; Ortega-Pacheco et al.,
2013; Li et al., 2015; Ayinmode y Abiol, 2016).

La comparacion de los resultados obtenidos con otros estudios seroldgicos es complicada de-
bido a las diferentes pruebas seroldgicas que se utilizan y a los distintos titulos de corte que
emplea cada autor (EFSA, 2007; Aroussi et al., 2015; Felin, Nareaho y Fredriksson-Ahomaa, 2017).
Ademads, son muy escasos los estudios de validacion de las técnicas y generalmente no se ofre-
cen datos de sensibilidad o especificidad de las pruebas seroldgicas (Aroussi et al., 2015). Una
misma muestra analizada mediante varias técnicas seroldgicas pueden ofrecer resultados muy
diferentes (Garcia et al., 2008; Limon et al., 2017). Incluso los resultados obtenidos con una mis-
ma técnica seroldgica dependen de los titulos de corte utilizados por cada autor. Por ejemplo,
en los estudios realizados con la técnica IFl, los puntos de corte establecidos pueden ser 1:16
(Veronesi et al., 2010; Magalhaes et al., 2017), 1:20 (Correa et al., 2008), 1:25 (dos Santos et al.,
2005), 1:50 (Pardini et al., 2012; Basso et al., 2013) o incluso 1:64 (Minho et al., 2004; Ferreira
et al., 2014). Por ello, para poder comparar los resultados obtenidos en los distintos estudios
serologicos, es necesario realizar una estandarizacion de los titulos de corte y de los antigenos
utilizados en las diferentes técnicas seroldgicas (Dubey, 2009). Igualmente, en un estudio de la
EFSA para la vigilancia de T. gondii, se concluyd que es necesaria una mayor descripcion y carac-
terizacion de los métodos seroldgicos y de los antigenos utilizados en estas pruebas para poder
contrastar los resultados obtenidos entre las diferentes técnicas diagnésticas (EFSA, 2007, 2011;

Opsteegh et al., 2016).

La seroprevalencia porcina también puede variar segun el tipo de manejo utilizado en las granjas
(intensivo o extensivo), segln la edad de los animales muestreados, o si se trata de cerdos de
engorde o cerdas reproductoras (Dubey, 2009; Guo et al., 2015a; Samico-Fernandes et al., 2017,
Gazzonis et al., 2018). La prevalencia de T. gondii suele ser mayor en cerdos adultos y criados al
aire libre que en lechones y cerdos criados en granjas de produccion intensiva, ya que tienen una
mayor probabilidad de contacto con ooquistes infectivos u hospedadores intermediarios infec-
tados (Garcia-Bocanegra et al., 2010a; Dubey, 2010; Blagojevic y Antic, 2014; Basso et al., 2015).
Asimismo, Grgnbech et al. (2017) indicaron que las cerdas adultas de cria presentan 10,8 veces

mas riesgo de infeccion que los cerdos de engorde.
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Los datos del presente estudio indican que los principales factores de riesgo en las granjas son
la presencia de animales (gatos y perros), el tamafio de las granjas, las condiciones de manteni-

miento y orden, y el control de roedores.

Los gatos son el principal factor implicado en el mantenimiento de la infeccion por T. gondii en las
instalaciones a través de la eliminacién de ooquistes y la contaminacion del pienso y agua (Dubey
y Beattie, 1988; Assadi-Rad, New y Patton, 1995; Mateus-Pinilla et al., 1999; Lehmann et al., 2003;
Garcia-Bocanegra et al., 2010a, 2010c; Du et al., 2012; de Sousa et al., 2014; Ichikawa-Seki et al.,
2015; EFSA, 2017). Este hecho es de gran importancia debido a que la presencia de gatos pue-
de aumentar el riesgo relativo de contacto con el parasito en las granjas en mas de once veces
(Garcia-Bocanegra et al., 2010a). Los gatos pueden excretar hasta 20 millones de ooquistes al
dia durante una infeccion primaria y hasta 1 millén al dia durante una infeccion secundaria, de-
pendiendo de la edad del gato, la cepa del parasito, su estado nutricional y el nimero de quistes
ingeridos (Dubey et al., 1995b; Dawson et al., 2005; Jiang et al., 2012). Ademas, los ooquistes
pueden sobrevivir y permanecer infectantes en el suelo himedo durante mas de 18 meses (Du et
al, 2012; Ortega-Pacheco et al, 2013).Tenter, Heckeroth y Weiss (2000) recomendaron que, con el
fin de disminuir el riesgo de la infeccidn por T. gondii en los cerdos se deberia impedir la entrada
de gatos en las granjas, y asi evitar la contaminacion de los alimentos y el agua. Algunos autores
proponen aplicar un tratamiento térmico adicional del pienso a 70 °C, para inactivar los ooquistes
presentes en el alimento, y mantenerlo totalmente aislado de gatos (Mateus-Pinilla et al., 1999;
Kijlstray Jongert, 2008). Ademas, se ha observado que realizando la vacunacién de los gatos con
una cepa viva atenuada de T. gondii se podria conseguir reducir hasta un 86,7 % la diseminacion

de los ooquistes (Mateus-Pinilla et al., 1999; Innes et al., 2009; Verma y Khanna, 2013).

La presencia de perros alrededor de las granjas también constituyd un factor de riesgo. La se-
ropositividad de estos animales a menudo esta relacionada con la presencia de gatos en las
granjas (Arunvipas et al., 2013). El perro es un hospedador intermediario del parasito, y a su vez,
puede servir como un medio de transporte mecdnico para T. gondii (Schares et al., 2005; Gebre-
medhin et al., 2015; Sharma et al., 2015). En este trabajo los factores que podrian tener mayor
relevancia en el contacto con el parasito en el perro serian la convivencia de estos animales con
otros hospedadores intermediarios al poder consumir carne infectada o por el transporte meca-

nico de ooquiste en su pelo.



La totalidad de las granjas de este estudio eran de manejo intensivo, lo que implica que la pro-
duccion de estos cerdos en confinamiento se hacia en un espacio limitado y su alimentacion era
mediante pienso controlado. En este tipo de instalaciones porcinas la prevalencia suele ser mas
baja ya que este sistema de cria es mas seguro (Dubey, 2009; Muraro et al., 2010; Piassa et al.,
2010; Fernandes et al., 2012; Limon et al., 2017). En las granjas del presente estudio, aun siendo
de produccidn intensiva, se ha observado un mayor riesgo de infeccion por T. gondii en aquellas
de menor censo de animales, debido probablemente a la menor tecnificacion de las mismas. Por
otro lado, debido a una mayor concentracion de animales criados en espacios reducidos, cuando
se produce algun fallo y hay una fuente de contaminacion, el nimero de animales expuestos es
mayor, lo que lleva a un aumento de la seroprevalencia (Hill y Dubey, 2002; van der Giessen et al.,
2007; Bezerra et al., 2009; Lopes et al., 2013; Slany et al., 2016). El tamafo del censo a menudo se
correlaciona con el manejo, la gestion y el grado de tecnificacion de la instalacion, y diferentes es-
tudios han mostrado una asociacion entre estos parametros y la seroprevalencia en cerdos frente
a T. gondii (Dubey, 2009; Villari et al., 2009; Muraro et al., 2010; Piassa et al., 2010; Fernandes et
al., 2012; Guo et al., 2015a; Jennes y Cox, 2017) y otras especies de ganado (Klun et al., 2006;
Vesco et al., 2007; Gilot-Fromont et al., 2009), aunque Garcia-Bocanegra et al. (2010a) no obser-
varon este hecho. Las granjas con mayor censo, buenas practicas de higiene, manejo intensivo y
mejores infraestructuras pueden llevar a una reduccion de la prevalencia frente a T. gondii en los

animales (Villari et al., 2009; Ortega-Pacheco et al., 2013).

En relacion a las condiciones de mantenimiento y orden, se ha observado una mayor exposicion
a T. gondii en granjas que presentaron una mala conservacion de las instalaciones. Asimismo,
Veronesi et al. (2010) sefalaron la importancia de la limpieza de las instalaciones, e indicaron
que la prevalencia se reduciria si se aplican simultaneamente productos quimicos y métodos

mecanicos de limpieza.

Por ultimo, la seroprevalencia fue estadisticamente menor en las granjas que utilizaron cebos
para el control los roedores que en las instalaciones que se utilizé otro método de contencidn.
Los roedores son reservorios del parasito (Dubey et al, 1995b; Weigel et al., 1995; Hejli¢ek, Literak
y Nezval, 1997; Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005) y desempefian un papel importante en la trans-
mision directa del pardsito al ser ingeridos por los cerdos (Weigel et al., 1995; Kijlstra y Jongert,

2008; Villari et al., 2009). El uso de cebos como estrategia para el control de roedores unido a la
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restriccion de acceso de los gatos a las instalaciones se asocian con la disminucion de la sero-
prevalencia en cerdos (Wang et al., 2002; Villari et al., 2009; Garcia-Bocanegra et al, 2010a; Hill

etal., 2010).

El sistema APPCC (andlisis de peligros y puntos de control critico) requiere el establecimiento
de medidas preventivas o de control (acciones o actividades que pueden usarse para eliminar,
prevenir o reducir a niveles aceptables un peligro para la seguridad alimentaria). EI APPCC re-
quiere de algunos prerrequisitos como el plan de control de materias primas y homologacidn
de proveedores, mediante los cuales se podrian llegar a consequir cerdos seronegativos o con
titulaciones que impliquen una baja probabilidad de encontrar el pardasito en carne. Sin embargo,
en la actualidad no es viable aplicar de forma general los principios del APPCC a la produccion
primaria. Asimismo, el Reglamento (CE) n° 852/2004, relativo a la higiene de los productos ali-
menticios, establece las medidas de higiene que garantizan un elevado nivel de proteccion de los
consumidores en relacién con la seguridad alimentaria. Obliga a aplicar unas practicas correctas
de higiene en las explotaciones, como el correcto mantenimiento de las instalaciones, la restric-
cion de la entrada de animales, o el seguimiento de un programa de control de plagas, todas ellas

relacionadas con los factores de riesgo detectados en este estudio en las granjas.

En definitiva, aunque los titulos de los cerdos obtenidos en este estudio han sido bajos, la se-
roprevalencia detectada y la evaluacion de los factores de riesgo confirman la importancia de
controlar estos parametros a fin de evitar la transmision del parasito en las granjas. Por lo tanto,
es muy importante ejercer un manejo intensivo de los animales, con un contacto minimo con el
exterior, restringir el acceso de los gatos dentro de las granjas, mejorar las condiciones de con-
servacion y mantenimiento, y poner en practica un sistema eficiente de control de roedores. La
implementacion de procedimientos de gestion especificos para reducir el riesgo de infeccion de
los cerdos, que se basan en la aplicacion de la normativa europea en materia de higiene, puede
ayudar a prevenir la transmision del parasito a los humanos a través del consumo de carne de
cerdo. Por ello, es esencial llevar a cabo un programa de prevencion y vigilancia para detectar
granjas de alto riesgo e implementar procedimientos de gestion apropiados para minimizar la
infeccion. De este modo se podrian consequir granjas con una prevalencia muy baja frente al pa-
rasito o incluso “Granjas Libres de T. gondii” que proporcionarian materia prima mas segura para

la elaboracién de jamon curado.



2- Toxoplasma gondii en tejidos frescos
2.1- Resultados
2.1.1- T. gondii en tejidos frescos

La presencia de T. gondii se confirmd en los tejidos de 28 de los 38 cerdos seropositivos anali-
zados (73,7 %) (Tabla 7). Los tejidos positivos procedieron de 2 cerdos con un titulo de 1:20, 3
con un titulo de 1:40, 15 con un titulo de 1:80 y 8 con un titulo de 1:160. En los tejidos de los tres
cerdos utilizados como controles negativos no se detectd el parasito. Con el bioensayo en ratén
se detect6 un mayor ndmero de animales con T. gondii en sus tejidos que mediante la qPCR apli-
cada al extracto de la digestion (28 vs. 18). Los titulos seroldgicos de los ratones que presentaron
respuesta seroldgica estuvieron comprendidos entre 1:10 y 1:320. Los valores de Ct obtenidos
de los extractos mediante qPCR se encontraron entre 34,42 y 37,38, que correspondieron a unas

cargas parasitarias de entre 16,7 y 127,3 parasitos/q.

El analisis estadistico de los resultados demostrd que existia una relacion estadisticamente sig-
nificativa entre los titulos seroldgicos de los cerdos y la presencia del parasito en tejidos frescos
(p<0,001). Los cerdos con un titulo serolégico mayor o igual a 1:80 tenian una mayor probabilidad
estadistica de contener parasitos en sus tejidos que los animales con titulos menores a 1:80

(95,8 % vs. 35,7 %).

Con respecto a la viahilidad de T. gondii en tejidos frescos, se detectaron parasitos viables en 16
cerdos, lo que representd el 42,1 % de los 38 animales analizados y el 57,1 % si solo se contabili-

zan los 28 animales en los que previamente se habia detectado el parasito (Tabla 7).

En ninguno de los tejidos de los cerdos utilizados como controles negativos se detectaron parasi-
tos viables. Las cargas parasitarias obtenidas de los cerebros de los ratones se situaban entre 12
y 327,3 parasitos/g, que correspondieron a valores de Ct de entre 33,06 y 37,83. Asimismo, el ana-
lisis estadistico de los resultados confirmd que habia una relacion estadisticamente significativa
entre los titulos seroldgicos de los cerdos y la viabilidad del pardsito en sus tejidos (p=0,003). Los
cerdos con un titulo serolédgico mayor o igual a 1:80 tienen una mayor probabilidad de contener

parasitos viables en sus tejidos que los cerdos con titulos menores de 1:80 (62,5 % vs. 7,1 %).

113



114

Resultados y discusion

Tabla 7: Presencia y viabilidad de T. gondii en tejidos frescos.

- Bioensayo*

Controles negativos

qPCR®

1 0/16 0/2 0/0
2 0/16 0/2 0/0
3 0/16 0/2 0/0
Titulos 1:20 - 1:40
3/16 1/2
. (1:10 - 1:40) 34,5+ 0,25 (118) 0/3
5 A 02 0/1
0/16 0/2 0/0
7 0/16 0/2 0/0
1716 1/2
8 (1:80) 36,84+ 0,12 (24,0) 0/1
2/4
9 . el 1620) 0/2 35,26 + 0.21(71,3)
o 36,21 + 0,47 (36,7)
10 0/16 0/2 0/0
11 0/16 0/2 0/0
12 (11/;8) 0/2 0/0
13 0/16 0/2 0/0
14 0/16 0/2 0/0
15 0/16 0/2 0/0
16 0/16 0/2 0/0
17 0/16 0/2 0/0
Titulos 1:80 - 1:160
3/11 (
11/16 36,33 + 0,23 (33,9)
18 (1:10-1:160) vz 34,88 + 0,66 (92,6)
35,75+ 0,10 (50,6)
6/13 o
13/16 35,80 + 0,34 (49,2
19 (1:10 - 1:320) 0/2 3592 £ 0,51 (45.3)
36,00+ 0.19 (40,1)
34,76 + 0,39 (100,7)
34,45 + 0,53 (125.3)
2011
11/16 12
20 A1 35,48 + 0,62 (61,4)
(1:10 - 1:80) 37,38+ 0,45 (16,7) 3692 4089 (226)
21 12/16 12 1/12
N0 =3 ,401 0, ; 1110, y
(1:10- 1:320) 34,45+ 0,26 (124,7) 37,11+0,07 (19,3)
3/11
11/16 34,44 + 0,48 (126)
22 (1:10- 120 0/2 35,53 + 0,96 (58,6)

35,56 0,18 (58,0)



Tabla 7: Presencia y viabilidad de T. gondii en tejidos frescos (continuacion).

Cerdo

Titulos 1:80 - 1:160

23

24

25

26

224

28

29

30

31

32

33

34

35
36

37

Bioensayo®

6/16
(1:10 - 1:40)

13/16
(1:10 - 1:40)

10/16
(1:10-1:40)

10/16
(1:10 - 1:20)

8/16
(1:10- 1:20)

5/16
(1:10- 1:20)

12/16
(1:10 - 1:40)

8/16
(1:10- 1:20)

9/16
(1:10 - 1:40)

12/16
(1:10 - 1:40)

6/16
(1:10- 1:20)

2/16
(1:10 - 1:80)

0/16

4/16
(1:10- 1:80)

1/16
(1:20)

Presencia

qPCR®
0/2

1/2
36,29 + 0,51 (34,7)

1/2
35,98 + 0,23 (43,3)

172
35,66 + 0,71 (54)

1/2
34,42 £ 0,37 (127,3)

1/2
35,92 + 0,52 (45,3)

1/2
34,61+0,14 (112)

2/2
34,78 +0,22 (99,3)
37,05 + 0,29 (20,7)

2/2
36,27 + 0,39 (35,3)
36,85 + 0,56 (23,3)

1/2
35,28 0,52 (70,1)

2/2
36,89 £ 0,40 (23)
37,13+0,34(19,3)

0/2
0/2
0/2

1/2
36 1 0,64 (42,7)

Viabilidad®

4/6
33,44 £ 0,20 (250,7)
34,68 + 0,46 (106)
34,05+ 0,75 (165,5)
33,83+ 0,13 (193)

2/5
37,51+ 0,64 (15)
36,56 + 0,47 (29,3)

3/10
35,90 + 0,45 (45,9)
35,54 £ 0,34 (58,9)
37,29+ 0,49 (17,3)

5/10
34,5 0,65 (120,7)
33,06 + 0,09 (327,3
34,55+ 0,48 (116,6
3393 + 0,42 (179,3
34.36 £ 0.25 (132,6

2/8
36,72 + 0,87 (259)
35.37  0.33 (65,9)

ot oo ot o)

0/5

3/12
34,33 +0,39 (136)
35,29 + 0,52 (70)
36,17 + 0,24 (37,9)

3/8
37,27+0,63 (17,7
35,12+ 0,18 (78,7
35,07+ 0,79 (81,3)

2/9
36,35 + 0,50 (33,5)
36,1 +0,70 (39,3)

~——

0/12

3/6
37,48 0,43 (15,3)
36,66 + 0,17 (27)
36,73 + 0,36 (25,7)
1/2
37,83+0,13 (12,0)

0/0
0/4

0/1
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Tabla 7: Presencia y viabilidad de T. gondii en tejidos frescos (continuacion).

Cerdo Presencia Viabilidad
iabilidad®
Bioensayo® qPCR"
Titulos 1:80 - 1:160
1/16 1/2
* (1:40) 36,76 £ 0,14 (252) 0/1
2/2
. (%/218) 36,77 + 0,35 (25) 0/2
35,25+ 0,68 (72,0)
2/2
40 (1 :1%/?16:80) 36,89 £ 0,40 (23) 0/3
36,36 £ 0,41 (33,3)
3/16
Total 28/38 18/38 16/38

2 Ratones seropositivos por IFI / Total de ratones inoculados. (Rango de titulos serolégicos de los ratones)
b Presencia mediante qPCR/ndmero de tejidos analizados. Valores de Ct (pardsitos / g).

¢ Cerebro positivo mediante gPCR / Total de ratones seropositivos por IFI. Valores de Ct (pardsitos / g).

4 Muestras positivas / Cerdos seropositivos totales.

2.1.2- T. gondii en pernil vs. érganos diana

Los resultados obtenidos tras el analisis de ambos tejidos por separado se presentan en la Tabla
8. En los perniles se detectd el parasito en 26 de los 38 cerdos analizados (68,4 %). Concreta-
mente, en 1 pernil procedente de un cerdo con un titulo seroldgico de 1:20, 3 con titulacion 1:40,
en 16 perniles procedentes de cerdos con titulacion 1:80 y en 6 perniles de cerdos con un titulo
1:160. No se detecto el parasito en los perniles de los cerdos controles negativos. El bioensayo
en raton detectd un mayor nimero de animales con T. gondii en sus perniles que la gPCR aplicada
al extracto de la digestion (20 vs. 14). Los titulos de los ratones seropositivos se situaron entre
1:10 y 1:180. Los ciclos (Ct) obtenidos en los extractos mediante qPCR se situaron entre 34,45y
36,89 que indicaron a una carga parasitaria de 23 a 124,7 parasitos/g. El analisis estadistico de
los resultados demostrd que existia una relacion estadisticamente significativa entre los titulos
seroldgicos de los cerdos y la presencia del pardsito en el pernil (p<0,001). Los cerdos con titulos
serol6gicos mayores o iguales a 1:80 tenian una mayor probabilidad estadistica de contener pa-

résitos en sus perniles que los animales con titulos menores a 1:80 (91,7 % vs. 28,6 %).

En los érganos diana se detectd el parasito en 27 de los 38 cerdos analizados (71,1 %). Los 6r-

ganos diana procedian de un cerdo de titulo 1:20, 3 con una titulacién 1:40, 15 de 1:80 y 8 con un



titulo 1:160. En ninguno de los cerdos utilizados como control negativo se observé el parasito en
sus organos diana. El bioensayo en raton detecté un mayor nimero de animales con T. gondii en
sus érganos diana que la qPCR aplicada al extracto de la digestion (26 vs. 9). Los titulos de los
ratones que tuvieron seroconversion se situaron entre 1:10 y 1:320. Los valores de Ct de la gPCR
realizada a las muestras de drganos diana se situaron entre 35,25y 37,38 lo que correspondi6 a
una carga parasitaria de 6,76 a 72 parasitos/g. El analisis estadistico de los resultados demostré
que existia una relacion estadisticamente significativa entre los titulos seroldgicos de los cerdos
y la presencia del parésito en los 6rganos diana (p<0,001). Los cerdos con titulos seroldgicos
mayores 0 iguales a 1:80 tenian una mayor probabilidad estadistica de contener parasitos en sus

drganos diana que los animales con titulos menores a 1:80 (95,8 % vs. 28,6 %).

Tras realizar el analisis comparativo de la presencia de T. gondii entre los dos tipos de tejidos
(pernil vs. drganos diana), no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)

entre los resultados obtenidos.

En relacion a la viabilidad de T. gondii en los perniles se detectaron parasitos viables en 12, que
representaron el 31,6 % de los 38 perniles analizados o el 46,2 % si solo se contabilizan los 26 en
los que previamente se habia detectado el parasito. Los parasitos viables se detectaron en 7 cer-
dos con un titulo seroldgico de 1:80 y 5 animales con un titulo de 1:160. Se obtuvieron resultados
negativos en los cerdos utilizados como controles. Los valores de gPCR (Ct) obtenidos de los ce-
rebros de los ratones inoculados se situaban entre 34,33 y 37,48, que supone unas cargas parasi-
tarias de 15,3 a 136 parasitos/g. El andlisis estadistico de los resultados confirmé que habia una
relacion estadisticamente significativa entre los titulos seroldgicos de los cerdos y la presencia
de parasitos viables en sus perniles (p=0,003). Los cerdos con un titulo serolégico mayor o igual
a 1:80 tienen una mayor probabilidad de contener parasitos viables en sus perniles (50 %) que los

cerdos con titulos menores de 1:80, en los que no se encontrd ningun tejido con T. gondii viable.

En los érganos diana se detectaron parasitos viables en 11 cerdos, que supone el 29,0 % de los 38
cerdos analizados o el 40,7 % si solo se contabilizan los 27 animales en los que previamente se
habia detectado el parasito. Los 6rganos diana con parasitos viables procedian de un cerdo con
un titulo seroldgico de 1:40, 7 cerdos con titulo 1:80 y 3 animales con titulo 1:160. Se obtuvieron

resultados negativos en los cerdos utilizados como controles. Las cargas parasitarias obtenidas
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en los cerebros de los ratones inoculados se situaban entre 16,7 y 72 parasitos/g, que se corres-
ponden con valores de Ct de entre 35,25y 37,38. El analisis estadistico de los resultados confirmé
que habia una relacion estadisticamente significativa entre los titulos seroldgicos de los cerdos
y la presencia de pardsitos viables en sus érganos diana (p<0,001). Los cerdos con un titulo se-
rol6gico mayor o igual a 1:80 tienen una mayor probabilidad de contener parasitos viables en sus

érganos diana que los cerdos con titulos menores de 1:80 (41,7 % vs. 7,1 %).

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el andlisis comparativo de la

viabilidad de T. gondii observada entre perniles y 6rganos diana (p>0,05).

Tabla 8: Presencia y viabilidad de T. gondii en pernil y 6rganos diana.

I R S Y " S

Bioensayo® qPCR® - Bioensayo® qPCR®

Controles negativos

1 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
2 0/8 : 0/0 0/8 . 0/0
3 0/8 . 0/0 0/8 : 0/0
Titulos 1:20 - 1:40

. 3/8 )

0/8 34,5+0,25(118) 0/0 (110- 1:40) 0/3
5 ({Q%) : 0/1 0/8 ; 0/0

0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
7 0/8 L 0/0 0/8 ; 0/0
8 (140) : 0/1 0/8 36844012 (240) 0/0

28 28 a2

] 3526+ 021(713
) 02 (120)  3684£012(240) 621047 ((36,7))
10 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
1 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
1/8 ]

12 0/8 = 0/0 (1:20) 01
13 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
14 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
15 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0
16 0/8 : 0/0 0/8 ! 0/0
17 0/8 : 0/0 0/8 - 0/0
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Tabla 8: Presencia y viabilidad de T. gondii en pernil y 6rganos diana (continuacion).

I N E Y T S

Bioensayo* qPCR® - Bioensayo® qPCR®

Titulos 1:80 - 1:160

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

5/8
(1:10)

7/8
(1:10)

4/8
(1:10)

4/8 34,45+ 0,26
(1:10) (124,7)

3/8
(1:10)

5/8
(1:10)

4/8 34,45+ 0,26
(1:10) (124,7)

4/8
(1:10-1:20)

5/8
(1:10 { 120) 3566+0,71(54)

4/8 34,42 +0,37
(1:10) (1273)
2/8 3592+0,52
(1:10-1:20) (45,3)
6/8 34,61+0,14
(1:10-1:20) (112)
5/8 34,78+0,22
(110) (99,3)

0/5

3/7
35,80+ 0,34 (49,2)
3592+ 0,51 (45,3)
36,09 £ 0,19 (40,1)

2/4
3548+ 0,62 (61,4)
36,92 + 0,82 (22,6)

0/4

1/3
34,44+ 0,48 (126)

4/5
3344+0,20 (250,7)
34,68 + 0,46 (106)
34,05+ 0,75 (165,5)
3383+0,13(193)

0/4

2/4
3590+ 0,45 (45,9)
35,541 0,34 (58,9)

1/5
345+0,65(120,7)

1/4
36,72+ 0,87 (259)

0/2

3/6
34,33 +0,39 (136)
3529 +0,52 (70)
36,17 024 (37,9)

3/5
3727+ 063 (17,7)
3512+0,18 (78,7)
35,07 +0,79 (81,3)

6/8
(1:10-1:160)

6/8
(1:10-1:320)

7/8

(110-180) 37.38+045(167)

8/8
(1:10-1:320)

8/8
(1:10-1:20)

1/8
(1:10- 1:40)

8/8
(1:10-1:320)

6/8
(1:10-1:40)

5/8
(1:10-1:20)

4/8
(1:10-1:20)

3/8
(1:10-1:20)

6/8
(1:10-1:40)

3/8
(1:10-1:20)

3598+0,23(433)

37,05+ 0,29 (20,7)

3/6
36,330,223 (339)
34,88 0,66 (92,6)
35,75+0,10 (50,6)

3/6
34,76+ 0,39 (100,7)
34,45+ 0,53 (1253)
3488+0,72(933)

0/7

1/8
37,11+0,07 (19,3)

2/8
35,53 + 0,96 (58,6)
35,56 + 0,18 (58,0)

01

1/8
37,11+0,07 (193)

1/6
37,29+ 0,49 (17,3)

4/5
33,06 0,09 (327,3)
34,55+ 0,48 (116,6)
(179.3)
(1326)

3393+042(1793
34,36 0,25 (1326

1/4
3537 +0,33 (659)
0/3

0/6

0/3
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Tabla 8: Presencia y viabilidad de T. gondii en pernil y 6rganos diana (continuacién).

T R R Y S

Bioensayo® qPCR® - Bioensayo® qPCR®

Titulos 1:80 - 1:160

1 5/8 36,27 + 0,39 1/5 4/8 36,85+ 0,56 1/4
(1:10-1:20) (353) 36,35+ 0,50 (335) (1:10-1:40) (233) 36,110,70(39,3)
6/8 3528 +0,52 6/8
2 (1) (70,1) 0/6 (110-1:40) - 0/6
3/3
23 3/8 3689+040  3748%043(153) 3/8 37,13+ 0,34 03
(1:10-1:20) (23) 36661017 (27) (1:10-1:20) (19,3) /
36,73+ 0,36 (25,7)

2/8 1/2

34 0/8 } 0/0 (110-1:80) ] 37,83+0,13 (120)

35 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0
3/8
1/8

37 0/8 36+ 0,64 (427) 0/0 (120) - 0/1
1/8

38 0/8 36,76+ 0,14 (25.2) 0/0 (140) - 0/1
2/8 3525 +0,68

39 0/8 36,77 + 0,35 (25) 0/0 (1:40) 720) 0/2
3/8 36,36 + 0,41

40 0/8 36,89 + 0,40 (23) 0/0 (110-180) (339) 0/3

1/8 2/8
SR : 0/1 (110-1:20) ] Lz
Total¢ 26/38 12/38 27/38 11/38

@ Ratones seropositivos por IFI / Total de ratones inoculados. (Rango de titulos seroldgicos de los ratones)
b Presencia mediante gPCR/nimero de tejidos analizados. Valores de Ct (parasitos / g).

¢ Cerebro positivo mediante qPCR / Total de ratones seropositivos por IFI. Valores de Ct (parasitos / g).

9 Muestras positivas / Cerdos seropositivos totales.

2.2- Discusion

La carne de cerdo estéd considerada como una de las fuentes de infeccién de T. gondii mas im-
portantes para el hombre (Tenter, Heckeroth y Weiss, 2000; Dubey et al., 2002; Dubey, 2009). En el
presente estudio, se detectd T. gondii en tejidos del 73,7 % de los cerdos analizados y se confirmé
su viabilidad en el 42,1 % de los mismos. Todos los cerdos en los que se detectd el parasito eran

seropositivos y se observo que tanto la presencia del parasito como su viabilidad aumentaban a
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medida que lo hacia el titulo de anticuerpos de los cerdos.

Este estudio es el primero en Espafia que analiza la presencia y viabilidad de T. gondii en tejidos
frescos porcinos. Solo se conoce un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion
en carne de cerdo obtenida de tiendas de la ciudad de Zaragoza, en el que se determind una
prevalencia del 8 % y una viabilidad del 0 %, aunque en este caso se desconocian los titulos sero-

l6gicos de los cerdos (Bayarri et al., 2012).

Se han detectado parasitos viables en tejidos frescos de cerdos en otros paises de Europa en los
que se observaron prevalencias que variaron desde el 0,4 % de Austria (Edelhofer, 1994) hasta
el 38% de Reino Unido (Aspinall et al., 2002). En otros estudios realizados en América del Sur la
viabilidad del pardsito se situd entre el 12,8 % y el 55,0 % (Omata et al., 1994; Bezerra et al., 2012),

y entre el 51,5 % y el 98 % en cerdos en los EE. UU. (Dubey et al., 1995b, 2012).

El alto porcentaje de viabilidad de T. gondii detectado en nuestro estudio (42,1 %) en comparacion
con otros estudios, puede deberse a que se utilizaron solo cerdos seropositivos. El andlisis a
partir de tejidos procedentes de cerdos seropositivos aumenta la probabilidad de detectar formas
viables del parasito (Dubey, 2009). Nuestro resultado es similar al de otros estudios realizados a
partir de tejidos frescos de cerdos seropositivos en los que se ha detectado una viabilidad del pa-
rasito del 36,8 % en EE. UU. (Dubey y Jones, 2008), en Portugal del 40,5 % (de Sousa et al., 2006)
o en Brasil del 47,2 % (Cademartori et al., 2014). Sin embargo, es superior al realizado en Brasil

del 25 % por dos Santos et al. (2005).

La discrepacia entre los datos otenidos en presencia (73,7 %) y viabilidad (42,1 %) en nuestro
estudio se puede deber a que tanto la serologia de los ratones como los datos obtenidos a partir
del andlisis molecular de los extractos detectaron las formas viables asi como no viables de T.
gondii, lo que podria suponer una sobreestimacion de la infeccion. En este sentido el bioensayo
en ratén detectd mejor la presencia del parasito que la técnica de qPCR, no en vano es conside-
rada la prueba de oro. Los métodos moleculares generalmente se consideran menos sensibles
que el bioensayo en ratén, ya que utilizan una cantidad de tejido significativamente menor para
el analisis (Schares et al., 2018). Estas variaciones en los resultados de presencia y viabilidad
pudieron deberse a que las muestras de tejido de cerdos infectados utilizados contenian parasi-

tos no viables (Dubey et al., 1995a). Asimismo, la digestién pépsica de los tejidos es otro factor
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que podria influir en esta variacion de resultados, ya que podria reducir la viabilidad de T. gondii
(Dubey et al., 1995b; Mendoca et al., 2004; Dubey, 2010). Igualmente, aunque T. gondii se detecta
principalmente en el cerebro (Dubey, 2009; Burrells et al., 2015), en algunas cepas como la GT-1
el parasito tiene predileccion por el pulmén y puede detectarse en esa localizacion de forma mas

facil que en el cerebro (Dubey, 2009; Dubey, 2010; Burrells et al., 2015).

Los titulos seroldgicos obtenidos en los ratones de los bioensayos fueron bajos (1:10 - 1:320),
similares a los obtenidos por otros autores en sus estudios como Papini et al. (2017). Al igual que
los resultados seroldgicos, los valores obtenidos por qPCR a partir de los extractos de la diges-
tion y de los cerebros indican una carga parasitaria baja en los tejidos analizados (valores de Ct
34,42 - 37,38 correspondientes a un valor medio de <69,44 parasitos/gramo de tejido). A pesar de
que se hayan obtenido cargas parasitarias bajas, la deteccion de parasitos viables en las diferen-
tes muestras, representan un riesgo real para los consumidores (Dubey, 2010). La transmision de
T. gondii también esta asociado con los habitos de los consumidores, ya que segun una encuesta
de 2007 en EE. UU., aproximadamente el 9 % de los consumidores cocinaron carne de cerdo a
una temperatura inferior a 48 °C (EcoSure, 2008), lo que pudo no ser suficiente para inactivar los
quistes de T. gondii. Segun algunos autores, los parasitos se inactivan con temperaturas de 61 °C
o superiores aplicandolas durante un minimo de 3,6 minutos (Dubey et al., 1990; Gamble, 1997,
El-Nawawi, Tawfik y Shaapan, 2008). En cualquier caso es imprescindible que el consumidor re-
ciba informacién adecuada y aplique medidas tecnoldgicas complementarias para eliminar el

parasito, como el cocinado o el congelado.

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue comparar los resultados de los titulos serol6-
gicos porcinos con la presencia y viabilidad de T. gondii en sus tejidos. Aunque se han realizado
varios estudios seroldgicos en cerdos en Espafia (Garcia-Bocanegra et al., 20103, c), ninguno
hasta la fecha habia relacionado los titulos seroldgicos con la presencia y viabilidad del parasito
en la carne. En general, la seropositividad es un buen indicador de la presencia y viabilidad del pa-
rasito en los tejidos (Dubey et al., 1995b, 2002; Dubey and Jones, 2008) y algunos autores afirman
que el nivel de deteccién aumenta con el titulo de anticuerpos en el cerdo (Dubey et al., 1995b).
Asimismo, teniendo en cuenta la ecologia de la infeccién por T. gondii y la formacion de quistes
tisulares como una causa de la respuesta inmunoldgica, se podria presuponer que los animales

seropositivos tendran un mayor nivel de quistes tisulares (Dubey, 2009). Sin embargo, la presen-



cia de T. gondii en los distintos tejidos puede depender de la duracidn de la infeccion. Verhelst et
al. (2011) observaron que se producia la eliminacién del parasito en tejidos porcinos después de
6 meses de infeccion experimental. No obstante, en ocasiones el parasito no se aisla a pesar de
usarse animales seropositivos (Gajadhar et al., 1998) y en otros casos el titulo serolégico que se-
ria indicativo de infeccion latente no siempre esta asegurado ya que se han aislado parasitos via-
bles de animales seronegativos (Hejlicek y Literak, 1994; Omata et al., 1994; Dubey et al., 1995b,
2002; de Sousa et al., 2006). En este sentido, Hill, Chirukandoth y Dubey (2005) sugirieron que la
seroconversion puede ser independiente de la carga parasitaria y, en algunos estudios, no se en-
contraron diferencias estadisticamente significativas entre los titulos de los animales analizados
y la deteccién del parésito en tejidos de ratones (dos Santos et. al., 2005). En nuestro estudio, si
que se detectd una relacién estadisticamente significativa (p<0,05) entre los titulos seroldgicos
de cerdos y la presencia y viabilidad de T. gondii en los tejidos frescos. Siendo este trabajo por lo
que sabemos, el primer estudio realizado en Espafa en el que se correlacionan la seroprevalencia
en los cerdos con la deteccion de T. gondii en tejidos frescos porcinos utilizando bioensayo en
raton para evaluar el riesgo de la infeccion. Hemos observado que hay mayor probabilidad de de-
tectar formas viables de T. gondii en tejidos de cerdos con titulos mayores o iguales a 1:80. Este
hecho podria utilizarse para identificar a los cerdos que presenten un mayor riesgo. Actualmente,
la inspeccion de carne en el matadero no detecta la presencia de T. gondii, por lo que el analisis
del titulo seroldgico de los animales podria usarse como una herramienta de control eficaz para
la industria de productos cdrnicos al utilizarse este valor (titulo > 1:80) como un limite critico en

el sistema APPCC de las empresas.

T. gondii tiene alta afinidad por los tejidos neuronales y musculares incluyendo el cerebro, los ojos
y los musculos esqueléticos y cardiacos (Dubey et al., 1986, 1998b, 2009; Jurdnkovd et al., 2014;
Guo et al., 2015b). Segin un estudio de la EFSA, el cerebro y el corazén son los mejores érganos
diana para detectar la presencia del parasito en las canales de los cerdos, sequidos de la lengua,

el diafragmay el resto de musculatura estriada (Opsteegh et al., 2016).

Aunque existen pocos estudios que analicen la presencia del parasito en muestras de pernil, se
observa en general, una baja deteccion de T. gondii incluso en los perniles procedentes de cerdos
sometidos a una infeccion experimental (Jurankova et al., 2014). La presencia del parasito en

pernil obtenida en este estudio (68,4 %) es mucho mas elevada que la obtenida por otros autores
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que han utilizado perniles procedentes de cerdos de infeccidn natural, como el 2,1 % obtenido
en México (Galvan-Ramirez et al., 2010), el 7,1 % detectado en China (Wang et al., 2012b), el 8,7
% de muestras procedentes de Brasil (Dias et al., 2005) o el 38 % de Reino Unido (Aspinall et al.,
2002). En relacion a los andlisis de viabilidad (31,6 %) , hay muy poca informacién respecto a este
pardmetro en muestras de pernil (Opsteegh et al., 2016). Alves et al. (2019) realizaron una infec-
cion experimental a tres cerdos de engorde y posteriormente realizaron bioensayos en raton con
diferentes misculos que componen el pernil (gliteo medio, biceps femoral y semimembranoso).
Encontraron parasitos viables en 1 de los 3 gliteos medios, en 2 de los 3 biceps femorales y en

ninguno de los mdsculos semimembranosos.

Respecto a la presencia del pardsito en érganos diana, aunque fue elevada (71,1 %), algunos auto-
res como Dubey et al. (2012) obtuvieron valores superiores al determinar la presencia del pardsito
en el 90,9 % de corazones procedientes de granjas de EE. UU. En el caso de estudios en los que
se evaluo la viabilidad, algunos autores han obtenido valores muy similares a los obtenidos por
nosotros, como el 25 % procedente de una mezcla de corazon, cerebro y lengua (dos Santos et al.,
2005), o el 31,8 % analizado a partir de una mezcla de corazon, cerebro y lengua (Ferreira et al.,
2014). Sin embargo, también se han publicado cifras mas elevadas como el 38% de una mezcla
de corazones y cerebros (Cademartori et al., 2014), el 45,4 % en muestras de corazones (Papini et
al., 2017), el 50 % de muestras de cerebro (Frazdo-Teixeira et al., 2006) o el 51,5 % en corazones

de cerdos de granjas organicas (Dubey et al. 2012).

Existen pocos estudios que han comparado ambos tejidos (pernil y érganos diana). No hemos
detectado diferencias estadisticamente significativas ni en la presencia (68,4 % vs. 71,1 %) ni en
la viabilidad (31,6 % vs. 29,0 %) entre ambos tejidos. Papini et al. (2017) obtuvieron resultados
similares entre la presencia del pardsito en tejido muscular (54,5 %) y en corazones (45,4 %). Sin
embargo, Verhelst et al. (2011), obtuvieron valores superiores de presencia y viabilidad en érga-

nos diana que en perniles.

Por otra parte, aunque las cargas parasitarias han sido bajas, suponen un riesgo para el consumi-
dor (Dubey, Lindsay y Speer, 1998; Hill, Chirukandoth y Dubey, 2005; Guo et al., 2015a). En perniles,
se han obtenido cargas parasitarias de 23 a 124,7 parasitos/g. Dzib-Paredes et al. (2016) estima-

ron unas cargas parasitarias menores a las nuestras, entre 0,456 y 5,580 parasitos/g. Asimismo,



Jurdnkova et al. (2014) detectaron valores inferiores. En las muestras de érganos diana, nuestras
cargas parasitarias se situaron entre 6,76 y 72 parasitos/g. Opsteegh et al. (2010) obtuvieron
cargas parasitarias similares a las obtenidas por nosotros, 52 parasitos/g en corazones o 44 pa-
rasitos/g en lenguas, aunque en cerebro la carga parasitaria era muy superior (1.234 parasitos/qg).
Jurankovd et al. (2014) obtienen una carga parasitaria media muy infererior de 0,2 parasitos/g.
Sin embargo, detectaron valores medios muy altos en muestras de cerebro de 553,7 parasitos/g.
Por otro lado, Bamba et al. (2016) obtuvieron valores mas altos en corazdn a los obtenidos en
nuestro estudio con cargas parasitarias de 64 a 128 parasitos/mg. En nuestro trabajo no se han

ulilizado las muestras de cerebro de los cerdos debido a la complicacién en su extraccion.

Bier et al., (2019) sefalan que de los resultados obtenidos por los diversos autores no se puede
realizar una correcta comparacion debido a la falta de estandarizacion de las técnicas utilizadas

y a la gran variabilidad en los métodos de deteccion molecular.

En el estudio comparativo del presente trabajo, se ha observado que no hay diferencias estadis-
ticamente significativas en cuanto a la presencia ni a la viabilidad de T. gondii entre el pernil y
los drganos diana. En consecuencia, ambos tejidos pueden ser utilizados de forma similar para
la deteccion del parasito en los tejidos frescos porcinos asi como para determinar su viabilidad.
Podria ser una buena opcidn utilizar los 6rganos diana para el analisis de T. gondii dentro de un
sistema de vigilancia y monitorizacion ya que poseen un menor precio de mercado. El analisis de
los 6rganos diana de los cerdos se podria utilizar como herramienta de control del parasito en
los mataderos, principalmente en los animales cuyos tejidos estén destinados a la elaboracion

de productos curados.
3- Influencia del proceso tecnoldgico del curado en Toxoplasma gondii
3.1- Resultados
3.1.1- T. gondii en el jamén curado

Tras la realizacion del proceso tecnolégico de curado, de los 26 perniles en los que se habia
confirmado la presencia de T. gondii en fresco, el parasito fue detectado en 11 jamones curados
(42,3 %) (Tabla 9). El bioensayo en ratén detectd un mayor nimero de jamones con T. gondii que

la qPCR aplicada al extracto de la digestion (7 vs. 5). Los titulos serolégicos de los ratones que
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presentaron respuesta seroldgica estuvieron comprendidos entre 1:10y 1:20. Y los ciclos (Ct) de
qPCR de los extractos se situaron entre 35,06 y 36,85 indicando a una carga parasitaria de 23,3

a 82 parasitos/qg.

La viabilidad del parasito en los jamones se detect6 en 4 de los 26 perniles con presencia del
pardsito en fresco (15,4 %) (Tabla 9). Las cargas parasitarias en los cerebros se situaron entre
42 y 153,3, correspondientes a valores de Ct entre 34,15y 36,02. El proceso de curado fue eficaz
sobre T. gondii, ya que se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) en los
datos de presencia y viabilidad entre los perniles y los jamones curados. En las piezas utilizadas

como control negativo no se detecto el parasito.

En cuanto al tiempo de curacion de los jamones (9 y 12 meses), la presencia de T. gondii es bas-
tante similar en ambos tiempos de curado y no se detectaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p>0,05). Se detectd el pardasito en 6 de los 21 jamones curados durante 9 meses (28,6
%) y en 5 de los 17 jamones curados de 12 meses (29,4 %), excluyendo los controles negativos.
En cuanto a la viabilidad, ésta fue mayor en los jamones con un tiempo de curacién de 9 meses
en comparacion a los de 12 meses. Se confirmo la viabilidad de T. gondii en 3 de los 21 jamones
curados a 9 meses (14,3 %) y en 1 de los 17 jamones con un periodo de curacién de 12 meses
(5,9%), excluyendo los controles negativos. En relacion a las muestras en las que se habia de-
tectado previamente el pardsito, éste permanecio viable en 3 de los 6 jamones positivos curados

durante 9 meses y en uno de los 4 jamones curados durante 12 meses.

Tabla 9: T. gondii en perniles y jamones curados.

et amincwrato |

Presencia Presencia
el I Viabilidad® Viabilidage ~ Mesesde
Bioensayo® qPCR" Bioensayo® qPCR® curacion

Lote 1, Controles negativos (Titulos <1:20)

1 0/8 g 0/0 0/8 = 0/0 12
2 0/8 = 0/0 0/8 - 0/0 12
3 0/8 = 0/0 0/8 = 0/0 12
Lote 2 (Titulos 1:20 a <1:80)
4 0/8 345+0,25(118) 0/0 0/8 = 0/0 9
5 1/8 = 0/1 0/8 : 0/0 9
6 0/8 - 0/0 0/8 = 0/0 9
7 0/8 = 0/0 0/8 = 0/0 9
8 1/8 = 0/1 0/8 = 0/0 9
9 2/8 = 0/2 0/8 = 0/0 9



Resultados y discusion

Tabla 9: T. gondii en perniles y jamones curados (continuacion).

Jamon curado

10 0/8 = 0/0 0/8 s 0/0 12
11 0/8 5 0/0 0/8 s 0/0 12
12 0/8 2 0/0 0/8 7 0/0 12
13 0/8 @ 0/0 0/8 2 0/0 12
14 0/8 i 0/0 0/8 s 0/0 12
15 0/8 . 0/0 0/8 . 0/0 12
16 0/8 5 0/0 0/8 5 0/0 12
17 0/8 = 0/0 0/8 2 0/0 12

Lote 3 (Titulos >1:80)




Tabla 9: T. gondii en perniles y jamones curados (continuacion).

I T

Presencia Presencia
s = Viabilidad® Viabilidad: ~ Mesesde
Bioensayo® qPCR® Bioensayo® qPCR® curacion
Lote 3 (Titulos 21:80)

36,27 +0,39 1/5 36,85+0,84

36,85+ 0,84

850, 0/6 0/8 : 9

32 68 = / / 0/0

33

3748+043(153) 18 _ 1

B4 BN i) o o A
3673+ 036 (25.)
34 08 : 0/0 0/8 : 0/0 12
35 0/8 : 0/0 0/8 : 0/0 12
[ e
37 08 36+064(427) 0/0 0/8 : 0/0 12
38 08 3676+014(252) 0/0 (114%) 0/1 12
1/8

39 0/8 36,77 £ 0,35(25) 0/0 (110) 0/1 12
40 08 3689+040(23) 0/0 0/8 : 0/0 12
IR : 0/1 0/8  3506+048(82) 0/0 12

Totale 26/38 12/38 11/38 4/38

@ Ratones seropositivos por IFI / Total de ratones inoculados.
b Presencia mediante qPCR. Valores de Ct (pardsitos / g).
¢ Cerebro positivo mediante PCR / Total de ratones seropositivos por IFI. Valores de Ct (parésitos / g).
¢ Muestras positivas / Cerdos seropositivos totales.
Sombreadas las muestras positivas de perniles y sus correspondientes jamones

3.1.2- Composicion fisicoquimica de los jamones curados e influencia sobre T. gondii

El peso de los jamones curados se situd entre 5,1y 10,4 kg, o que supuso una merma de peso con
respecto a los perniles en fresco del 26,8 % al 45,9 %. El valor medio de nitratos fue de 68,3 mg/kg
(¢ 15,6 mg/kg) y el de los nitritos de 11,76 mg/kg (+ 26,81 mg/kg). El valor medio de la humedad
fue del 53,7 % (£ 3,3 %), de la a, de 0,92 (+ 0,02), del pH de 5,8 ( 0,1), del contenido de NaCl del
3,1 % (£ 0,5 %), y del porcentaje de grasa del 5,1 % (+ 1,3 %). Los resultados de los pardmetros

fisicoquimicos se presentan en la Tabla 10.
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Peso
pernil
(kg)
12,98
12,6
13,16
12,64
10,57
18,72
11,62
12,3
14,76
13,66
14,76
12,76
12,9
12,07
14,24
10,4
12,2
11,36
11,14
12,72
12,01
12,13
12,92
12,04
8,59
14,66
11,93
12,2
11,09
14,3
12,86
15,01
12,76
12,78
9,49
11,48
12,89
13,14
12,05
11,85
12,5

Tabla 10: Parametros fisicoquimicos de los jamones curados.

'Pa?
jamon
curado (kg
8,66
8,17
8,42
8,21
6,44
10,05
7,84
7,58
10,14
8,96
9,8
8,24
8,32
7,05
7,83
6,58
7,18
7,11
6,67
7,83
1,37
7,72
8,76
8,07
5,28
10,36
8,10
7,88
7,83
9,98
9,0
9,97
8,35
Vi8S
5, 11&
7,0
8,46
8,83
7,89
6,78
8,14

Mermade Nitratos
| (%) (mg/kg) (mg/kg)

33,28
35,16
36,02
35,05
39,07
26,75
32,53
38,37
31,30
34,41
33,60
35,42
35,50
41,59
45,01
36,73
41,15
37,41
40,13
38,44
38,63
36,36
32,20
32,97
39,12
29,81
32,10
35,41
29,40
30,21
30,02
33,58
34,56
42,35
45,94
39,02
34,37
32,80
34,52
42,78
34,88

82
<50
<50

83

81

48

70
<50

53
<50
<50
<50
<50

74
<50

83

73

77

81

74

78

82

70

64
108

572

79

77

58

85

91

59
<50

92

74

68

69

72

86

84

97

Nitritos Humedad

74
90
42,6
<6
<6
<6
<6
58,6
53,8
54,2
79
66
73
34,6
63
<6
<6
7,8
<6
<6
<6
<6
6,7
<6
<6
<6
<6
10,4
24
<6
<6
<6
58,7
<6
<6
<6
<6
<6
<6
<6
<6

(%)

51,1
53,2
53,1
58,0
55,7
59,2
59,1
55,4
55,2
55,1
53,3
55,1
54,6
50,3
54,3
53.0
49,3
53,9
54,2
50,5
53,9
55,5
57,6
58,6
49,5
55.9
497
54.3
52.6
48,5
59,4
59,9
52,0
49,1
46,3
54,3
54,8
50,2
54,8
47,4
55,4

0916
0,894
0914
0,933
0,945
0,939
0,948
0,889
0,909
0,897
0,898
0,901
0,902
0,893
0,887
0,937
0,948
0,934
0,926
0,931
0,940
0,936
0,942
0,942
0,932
0,942
0,947
0,934
0,937
0,948
0,949
0,950
0,903
0,920
0,879
0,918
0,929
0,882
0,925
0,903
0,927

pH

5,80
5,90
5,85
5,90
95,995
5,80
878
5,85
595
5,70
5,80
5,80
6,00
5,65
6,05
878
9,75
590
5,95
6,00
95,75
5,65
9,75
8,78
590
5,80
5,80
5,80
895
8,78
5,60
575
5,85
5,80
5,80
595
5,90
598
5,80
590
5,85

Sombreadas las muestras positivas de perniles y sus correspondientes jamones

naCl
(%)
3,6
3,7
&2
2,5
39
2,4
3,4
2,8
2,7
2,8
31
2,6
2,3
3,0
4,6
29
3,4
2,9
3,0
3,4
29
&2
&3
2,7
3,8
2,2
&3
o 1
3,6
2,3
2,1
2,3
29
4,0
39
33
2,9
3,1
2,9
3,8
&0

Grasa
(%)
4,5
4,7
5,1
ol
3,4
5,9
5,1
4,5
8,7
74
50
3,8
3,9
73
3,8
3,2
49
5%
33
6,4
5,2
6,2
5,4
3,6
6,4
53
49
5,2
5.8
4,3
0,4
8K
6,3
4,2
3,5
3,8
3,9
8,5
7,5
3,3

6

Meses
curado

12
12
12
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El analisis estadistico de estos resultados no identificd ninguna variable con influencia significa-
tiva en la presencia y viabilidad de T. gondii en el jamén curado (p>0,05). Sin embargo, si que se
observo una pérdida de viabilidad del parasito en los jamones curados con un menor contenido

en grasa (p=0,039).
3.2- Discusion

La inactivacion de T. gondii durante el proceso de curado depende de la interaccion sinérgica en-
tre la concentracion de sal, el tiempo de maduracién y la temperatura de almacenamiento (Kijlstra

y Jongert, 2008; Mie et al., 2008).

El objetivo principal de esta parte del estudio fue evaluar la eficacia del proceso tecnoldgico de
curado en la inactivacion de T. gondii. Hemos podido comprobar que la curacién produjo un claro
efecto en la inactivacion del parasito, y se observaron diferencias estadisticamente significativas
tanto en la presencia como en la viabilidad de T. gondii entre los perniles y los jamones curados.
Sin embargo, el proceso de curado no inactivo completamente a T. gondii ya que éste se detectd

en 11 de los 26 jamones y fue viable en 4 de ellos.

La viabilidad detectada en este trabajo (15,4 %) fue superior a los datos obtenidos previamente
por otros autores que se situaban entre el 0 % y el 4,8 % (Warnekulasuriya, Johnson y Holliman,
1998; Bayarri et al., 2012; Gomez-Samblas et al., 2015). Sin embargo, hay que tener en cuenta que
estos estudios se realizaron con muestras comerciales en los cuales no se conocian los titulos
seroldgicos de los cerdos de los que provenian, mientras que todos los animales utilizados en

nuestro trabajo eran seropositivos frente a T. gondii.

Existen limitaciones para comparar nuestros resultados con los obtenidos por otros autores.
Ademds del origen de los animales (infeccidn natural o experimental), los procesos tecnoldgi-
cos sequidos difieren en algunos pasos. En algunos casos, las piezas son congeladas antes o
después del proceso de curacion, y sometidas posteriormente a diferentes tiempos de curacion.
La toma de muestras en nuestro estudio se realizé picando el jamén completo, mientras que en
otros casos el muestreo se llevd a cabo tomando pequefios fragmentos de las piezas a lo largo
del periodo de estudio (Gomez-Samblas et al., 2016). Asimismo, en algunos trabajos utilizan ja-

mones elaborados siguiendo las normas de algunas DOP, por lo que el proceso de elaboracion es



diferente al utilizado en nuestras muestras (Genchi et al., 2017).

Hay muy pocos trabajos en los que se haya estudiado la influencia de proceso de curacion en
la viabilidad de T. gondii en jamones. Algunos estudios indican que la inactivacion de T. gondii
depende del tiempo de curacion (Bayarri et al., 2010; Gomez-Samblas et al., 2016; Genchi et al.,
2017). En nuestro estudio, hemos observado que la deteccion de pardsitos viables fue mayor en
los jamones curados durante 9 meses que en los que se habian procesado durante 12 meses.
Genchi et al. (2017), analizaron jamones de Parma con tiempos de curacién de 12, 14y 16 meses,
observandose la inactivacion del parasito en los tres tiempos de curacion. No obstante, hay que
tener en cuenta que la elaboracion de estos jamones es diferente a los de nuestro estudio, ya que
se elaboran bajo las condiciones de su Denominacion de Origen. Por otro lado, Gomez-Samblas et
al. (2016), indicaron que se habia conseguido la perdida de infectividad de T. gondii en los jamo-
nes que habian sido procesados durante 5y 7 meses. Sin embargo, en su estudio tomaron solo
100 g de cada pieza para la realizacion de los analisis, mientras que en nuestro trabajo se utilizé
todo el jamon para tomar una muestra homogénea y representativa del producto. De todos mo-
dos, el riesgo de infeccion por T. gondii no solo depende de la viabilidad del parasito, sino también
de la cantidad del parasito presente en el jamon curado. En Reino Unido, Warnekulasuriya, John-
son y Holliman, (1998) observaron en muestras de jamon curado concentraciones de T. gondii de
5x 103 parasitos/g. Estos autores concluyeron que se trataba de una concentracion suficiente del
parasito para causar una infeccion por el consumo de una racién normal de jamon curado. Los
niveles detectados en los jamones curados en nuestro trabajo tuvieron una carga muy inferior a
la de este estudio, situandose entre 23,3 y 153,3 parasitos/g. En definitiva, en las condiciones en
las que se ha desarrollado el estudio, se produce una reduccion del riesgo pero no la completa
eliminacion, ya que existe la posibilidad de que los jamones curados durante periodos de 9 0 12
meses contengan parasitos viables. Nuestros resultados indican que, desde un punto de vista de
seguridad alimentaria es mejor consumir jamon con periodos de curado de mas de 12 meses.
Ademds, segln los resultados obtenidos por Bayarri et al. (2010), tiempos de curacion mds largos

favorecen la pérdida de viabilidad de T. gondii.

Otro objetivo de este estudio fue evaluar silos parametros fisicoquimicos como la a , el contenido
de sal (NaCl, nitratos, nitritos), el pH y el contenido de grasa tenian influencia en la supervivencia

de T. gondii. Cabe destacar, que éste ha sido el primer estudio en el que se ha realizado un amplio
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analisis de los parametros fisicoquimicos del jamon para evaluar su relacion con la presencia y
viabilidad del parasito en el jamén curado. Trabajos previos de otros autores sobre el efecto de
factores fisicoquimicos sobre T. gondii carecian o proporcionaban una informacion limitada (a,,
pH y contenido de NaCl) sobre las caracteristicas de estos productos cérnicos y su relacién con
la viabilidad de T. gondii en el jamén curado (Neumayerovd et al., 2014; Gomez-Samblas et al.,

2016; Genchi et al., 2017; Hill et al., 2018).

El aumento de la concentracion de sal o de la temperatura de almacenamiento favorecen la inac-
tivacion del pardsito (Kijlstra y Jongert, 2008; Mie et al., 2008). Sin embargo, se ha observado que
el parasito puede sobrevivir al proceso de curacién (Warnekulasuriya, Johnson y Holliman, 1998;
Gomez-Samblas et al., 2015). Se ha comprobado que el salado no inactiva totalmente a T. gondii,
ya que se detectaron parasitos viables (4,84 %) en jamones comerciales en un estudio realizado
en Espafia (Gomez-Samblas et al., 2015). Sin embargo, la falta de informacién disponible sobre la
concentracion de sales, periodos de curado y otros parametros utilizados en la industria cérnica,

asicomo la a  y el pH de los productos, hacen que sea dificil evaluar su efecto sobre T. gondii.

Con respecto a las sales, el cloruro de sodio se utiliza en el proceso de curado por su efecto
sobre el sabor, la a_y la preservacion del producto final. La concentracion de sal aumenta en el
jamon a lo largo de la maduracidon debido a la pérdida de agua. El nitrato de sodio y el nitrato de
potasio inducen el desarrollo del color en los productos carnicos y se usan cuando el secado
es un proceso a largo plazo. Asimismo, los nitratos también reducen la actividad del agua. Para
ser eficaz, la reduccion de nitratos a nitritos se tiene que realizar bajo la influencia de enzimas
bacterianas, y este proceso consume mucho tiempo. Los nitritos afectan al color y el sabor del
producto, ayudando a su conservacion (Guo et al., 2015b). Existe todavia poca informacion sobre
el efecto de los nitratos y nitritos en la inactivacion de T. gondii, pero éstos pueden por si mismos
o en combinacidn con otros factores, favorecer la reduccion de T. gondii en el producto final (Mie
etal., 2008). La pérdida de viabilidad de T. gondii durante el proceso de curado puede deberse ala
deshidratacion. La pérdida de peso del jamon durante el secado y el aumento en la concentracion
de cloruro de sodio y otros electrolitos puede influir en la viabilidad de los quistes del parasito
(Dubey, 1997; Mie et al., 2008; Sommer et al., 1965; Work, 1968). Asimismo, la acumulacién de pe-
réxidos junto con los 4cidos grasos libres y en combinacién con su efecto detergente (Ventanas,

2001), pueden alterar la membrana de los quistes tisulares y a los bradizoitos en el jamén cura-



do dando como resultado la pérdida de viabilidad del parasito. La deshidratacion, un ambiente
seco y la acumulacion de acidos grasos libres presentan sus niveles mas altos alrededor de los
14 - 15 meses de curacién (Mie et al., 2008; Gomez-Samblas et al., 2015). Esto podria explicar la
necesidad de someter los jamones a un tiempo de curaciéon mayor de 12 meses para garantizar

la inactivacion de T. gondii.

Bayarri et al. (2010) evaluaron jamones curados elaborados de una forma tradicional e indicaron
que una concentracion final de sales de curado compuesta por el 3,9 % de NaCl, 25 mg / kg de
nitrato y 3 mg / kg de nitrito asociada a un periodo de curado de 14 meses lograba la inactivacién
de T. gondii. Posteriormente, Gomez-Samblas et al. (2016) estudiaron diferentes tratamientos
de curado del jamdn junto al proceso de congelacion y observaron que el parasito seguia viable
después de 5 meses en las muestras con el menor contenido de NaCl y no sometidas a bajas tem-
peraturas. Esta situacion puede explicarse con el estudio de Barat et al. (2006), que determinaron
que los jamones curados que habia sido sometios a congelacion poseian una mayor absorcién
de sal que los jamones no congelados previamente, ya que la sal himeda penetra en la pieza
mas rapido que la sal seca. Por otro lado, Neumayerova et al. (2014) analizaron carne de cabra
envasada al vacio y concluyeron que una cantidad inicial de 2,5 % de nitrito de sodio era suficiente
parainactivar a T. gondii en 14 dias, siendo este tiempo mucho mas corto que el tiempo de curado
habitual. Estos autores también observaron que los siguientes parametros fisicoquimicos son
letales para el parasito: una aw de 0,960 £ 0,002, un contenido en sal de 1,856 % £ 0,70 % y un pH
de 5,825 £ 0,008. Sin embargo, en nuestro estudio detectamos parasitos viables en el producto
final con a, menores (0,903 - 0,936), mayores concentraciones de sal (2,9 % - 3,8 %) y menores
valores de pH (5,65 - 6,0). No se encontré relacion entre la viabilidad de T. gondii y la a , el conte-
nido de sal (NaCl, nitrato, nitrito) ni con el pH. Durante el proceso de curacion, el pH generalmente
disminuye, mientras que la deshidratacion se logra manteniendo el producto a una temperatura
y una humedad controlada. Es poco probable que la bajada del pH influya en gran medida en la
viabilidad del parasito, ya que se ha observado que éste puede resistir a pH < 1,0 (Dubey, 1998).
Supuestamente, el alto contenido de sal, el pH y la baja a de este producto no son totalmente
efectivos frente a T. gondii. Cuando los jamones son salados en el secadero, la sal debe ser ca-
paz de penetrar en la carne cruda de manera eficaz, dando como resultado una concentracion

homogénea letal para el parasito. Sin embargo, puede haber areas donde las concentraciones de
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las sales no se hayan distribuido uniformemente o sean incapaces de ejercer su efecto sobre el
parasito al estar protegido por la pared del quiste. Una importante funcion de la pared del quiste
es proteger los bradizoitos de condiciones ambientales severas como la deshidratacion (Weiss y
Kim, 2007). Ademas, la grasa puede proteger a los quistes tisulares de los efectos de la sal, y en
este sentido, en el presente trabajo se encontrd una asociacion entre la pérdida de viabilidad de T.
gondii y una menor concentracion de grasa en los jamones. Hasta la fecha no se habia publicado

ningun estudio sobre este tema.

Una posible limitacion de nuestro estudio fue que se utilizaron ambas extremidades traseras de
los cerdos, una en fresco y su homologa para estudiar el proceso de curado, pero no se pudo ga-
rantizar que ambas piezas fueran idénticas en cuanto a la carga de T. gondii. De hecho, la detec-
cion del pardsito en una extremidad no garantizd su deteccion en la otra y la ausencia del parasito
en el pernil no aseguro6 que el jamon curado homélogo estuviera libre del parasito. Esto es espe-
cialmente importante en estudios como el nuestro, en el que se han usado animales infectados

de forma natural y, especialmente, cuando los niveles de parasitacion de los tejidos son bajos.

En definitiva, se observd que el tiempo de curacidn tiene gran influencia en la supervivencia de
los quistes de T. gondii en el jamén curado. En los jamones que se curan durante 12 meses se
produce una importante reduccion del riesgo del parasito, aunque no se consigue la eliminacion
completa. Por lo tanto, desde un punto de vista de salud publica, teniendo en cuentas las con-
diciones mostradas de este estudio, es mas seguro consumir jamon curado procesado durante
tiempos superiores a 12 meses. Ademas, salvo la grasa, no hubo ninguna variable fisicoquimica
que tuviera una relacién estadisticamente significativa con la presencia y viabilidad de T. gondii
en el jamén curado. Por ello, se necesitaria continuar con la investigacion en este campo para
conseguir validar el uso combinado de sales y del tiempo de curado para que pueda utilizarse
como medida preventiva en el sistema APPCC de la industria de elaboracién del jamdn curado.
Asimismo, también se necesitaria desarrollar y estandarizar nuevas técnicas sensibles para de-
tectar parasitos viables en productos curados, con el fin de evitar los procedimientos que requie-

ran el uso de animales de experimentacion.
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Primera

La seroprevalencia de Toxoplasma gondii, en cerdo blanco en la Comunidad Auténoma Aragonesa
ha sido del 24,5 % (con un punto de corte de 1:20 mediante IFI). La exposicion al parasito en las
instalaciones es generalizada y, aunque con alta variabilidad entre las granjas estudiadas, en la
casi totalidad de las mismas se detectaron animales seropositivos (96,7 %). Sin embargo, aunque

la infeccion por Toxoplasma gondii esta extendida, los titulos seroldgicos porcinos son bajos.
Segunda

La mayor exposicion del ganado porcino a Toxoplasma gondii esta relacionada con pobres prac-
ticas de manejo como son la presencia de gatos dentro o alrededor de las granjas, la presencia
de perros alrededor de las instalaciones, la falta de orden y mantenimiento de las granjas, y el
no utilizar cebos como sistema de control de roedores. Asimismo, el bajo nimero de animales
en las granjas también supone un factor de riesgo. Por lo tanto, con vistas a reducir el riesgo de
infeccion, la aplicacion en las explotaciones de practicas correctas de higiene puede ayudar a

conseguir granjas con prevalencias muy bajas o incluso libres de Toxoplasma gondii.
Tercera

Aunque con cargas parasitarias bajas, un elevado ndmero de animales seropositivos contienen
quistes viables de Toxoplasma gondii en sus tejidos y por lo tanto representan un riesgo para
los consumidores. Por ello, es imprescindible que el consumidor reciba informacion adecuaday

aplique medidas tecnoldgicas apropiadas para eliminar el parasito.
Cuarta

Debido a la mayor probabilidad de detectar formas viables de Toxoplasma gondii en los tejidos de
los cerdos con titulos serol6gicos mayores o iguales a 1:80, este titulo podria permitir discriminar
aquellos animales de mayor riesgo. La actual legislacién de la Unién Europea no establece cri-
terios especificos para Toxoplasma gondii en el control oficial de carnes en matadero, por lo que
este titulo seroldgico podria usarse como una herramienta de control eficaz para la industria de

productos carnicos y utilizarse como limite critico en el sistema APPCC de las empresas.



Quinta

Este es el primer estudio en Espafia que relaciona la serologia porcina con la presencia y via-
bilidad de Toxoplasma gondii en carne, y responde al requerimiento de la Autoridad Europea de

Seguridad Alimentaria de obtener datos cientificos al respecto.

Sexta

Tanto el pernil como los 6rganos diana pueden ser utilizados indistintamente para la deteccion
de Toxoplasma gondii en los tejidos frescos porcinos, asi como para determinar su viabilidad. Por
ello, y con el fin de no depreciar el valor de los perniles, el analisis de los drganos diana porcinos
se podria utilizar como herramienta de control en los mataderos, principalmente en los animales

cuyos tejidos estén destinados a la elaboracion de productos carnicos curados.

Séptima

El proceso de curacion, realizado en las condiciones de este estudio, influye en la viabilidad de
Toxoplasma gondii, pero no inactiva completamente al parasito. Con ambos periodos de curacion,
9y 12 meses, se consigue una reduccion pero no una eliminacion del riesgo. Por ello, y desde un
punto de vista de salud publica, no se recomienda el consumo de jamon curado que haya sido

sometido a periodos de curacion inferiores o iguales a los 12 meses.

Octava

El analisis de los parametros fisicoquimicos de los jamones curados solo identifica el contenido
en grasa como variable que influye de manera significativa en la viabilidad de Toxoplasma gondii,
observandose una pérdida de viabilidad del parasito en los jamones con un contenido de grasa

mas bajo.

Novena

Se ha contribuido a evaluar el riesgo de Toxoplasma gondii en las distintas etapas del proceso
integral de elaboracion del jamén curado: produccién primaria, matadero y secadero. Este estu-
dio proporciona herramientas especificas que podrian integrarse en los sistemas de autocontrol

basados en el APPCC implantados en los establecimientos del sector carnico porcino para el
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control de Toxoplasma gondii, incluyendo datos para el analisis de peligros, asi como medidas de

control.
Décima

Estos datos sientan la base para sequir trabajando en la bisqueda de mas herramientas que
refuercen los sistemas de autocontrol de la industria carnica, enfocadas a métodos rapidos que
permitan la toma de decisiones a la empresa para poder ofrecer al consumidor un producto se-

guro y de calidad.



V. CONCLUSIONS
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First

The seroprevalence of Toxoplasma gondii, in white pigs in Aragon, was 24.5 % (with a cutoff of
1:20 by IFAT). Exposure to the parasite in the farms is widespread and, although there is high
variability among the facilities studied, seropositive animals were detected in almost all of them
(96.7 %). However, although Toxoplasma gondii infection is widespread, pig serological titers are

low.
Second

High exposure of pigs to Toxoplasma gondii is related to poor management practices such as the
presence of cats in or around farms, the presence of dogs around facilities, the lack of order and
maintenance, and not using baits as a rodent control system. Moreover, a low number of animals
in the farms is also a risk factor. Therefore, in order to reduce the risk of infection, the application
of good hygienic practices can contribute to achieve a low prevalence or even Toxoplasma gondii

free farms.
Third

Although with a low parasitic load, a high number of seropositive animals have viable Toxoplasma
gondii cysts in their tissues and therefore they pose a risk to consumers. In order to eliminate the
parasite, consumers must receive adequate information and appropriate technological measures

must be applied.
Fourth

Due to a higher probability of detecting viable forms of Toxoplasma gondii in the tissues of pigs
with serological titers higher or equal to 1:80, this titer could allow to discriminate those animals
of higher risk. The current European Union legislation does not establish specific criteria for To-
xoplasma gondii in the official meat control in slaughterhouses. Thus, this serological titer could
be used as an effective control tool for the meat industry as well as a critical limit in the HACCP

system.



Fifth

This is the first study in Spain that links pig serology with presence and viability of Toxoplasma
gondii in meat, and it responds to the requirement of the European Food Safety Authority to obtain

scientific data on this area.
Sixth

Raw hams and target organs can be used without differences to detect Toxoplasma gondii in fresh
pig tissues, as well as to determine its viability. In order not to depreciate the value of the hams,
the analysis of target organs could be used as a control tool in the slaughterhouses, mainly in

animals whose tissues are destined to elaborate cured meat products.
Seventh

The curing process, carried out under this study conditions, influences the viability of Toxoplasma
gondii, but does not completely inactivate the parasite. With both curing periods, 9 and 12 months,
a reduction occurs but risk elimination is not achieved. Therefore, from a public health point of
view, the use of cured ham with curing periods less than or equal to 12 months is not recommen-

ded.
Eighth

Physicochemical parameters of cured hams only indicated fat content as a variable with signifi-
cant influence on the viability of Toxoplasma gondii. It was observed that this parameter produces

a loss of parasite viability in hams with a lower fat content.
Ninth

This study has contributed to evaluate the risk of Toxoplasma in the different stages of the integral
process of cured ham production: primary production, slaughterhouse and cured ham industry.
This study provides specific tools that could be integrated into self-control systems based on the
HACCP of the pig meat industry for the control of Toxoplasma gondii, including hazards analysis,

as well as prevention measures.
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Tenth

These data allow us to continue working in the search for more tools that help the self-control
systems of the meat industry, focused on rapid methods that enable the industry to assure the

good quality and safety of their products.
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This study was conducted on 161 fattening pig farms located in Aragén (Northeast Spain). Serum sam-
ples from 1200 pigs were tested for antibodies against T. gondii by indirect immunofluorescence assay
(IFA). Antibodies to T. gondii (>1:20) were detected in 301 pigs (24.52%). The seroprevalence observed
in the present study indicates a widespread exposure to T. gondii, as seropositive pigs were found in
96.67% of the farms studied although low pig titers were determined. Risk factors associated with T.
gondii seroprevalence were presence of cats in or around the farms, presence of dogs around the facil-
ities, low number of animals in the farms, poor hygiene and bad maintenance of the farms. Finally, it
was observed that where rodent baits were used, Toxoplasma prevalence was lower. Risk management
Pork meat measures including control of cats and rodents on the farms, among others, could help to reduce the
Safety control tool observed prevalence levels. By mouse bioassay, T. gondii was detected in 73.7% and isolated from 42.1%
HACCP of seropositive pigs and a significant relation between the titers of pigs and the presence and viability of
Cured meat products T. gondii in the tissues was found. The detection of T. gondii is not possible by currently practiced meat
inspection. Nevertheless, the increased probability of detecting viable forms of T. gondii in tissues of pigs
with titers >1: 80 could be used as the cutoff for discriminating higher risk animals, and could be used
as an effective control tool for the industry of cured meat products. In practical terms, we propose that
this value could be used as a critical limit in the HACCP system.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Toxoplasma gondii is one of the most successful protozoan par-
asites in nature, being able to infect all warm-blooded animals
including humans. In most adults, infection does not cause seri-
ous illness, but severe disease may occur in immunocompromised
people. In pregnant women who become acutely infected, the par-
asite can also cause severe abnormality or death to the unborn child
(Tenter et al., 2000; Hill et al., 2005; EFSA, 2011).

Although toxoplasmosis is conventionally associated with cats
and kitty litter, it is estimated that 50% of cases are foodborne, and
the USA CDC (Centers for Disease Control and Prevention) estimate
that foodborne toxoplasmosis is surpassed only by Salmonella in
the number of annual deaths it causes (Scallan et al., 2011). Further,
from an international food safety perspective, Toxoplasma ranked

* Corresponding author.
E-mail address: sbayarri@unizar.es (S. Bayarri).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2016.05.010
0304-4017/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

4th among foodborne parasites with the greatest global impact
(FAO/WHO, 2014). Specifically, consumption of raw, undercooked
or cured meat products containing tissue cysts is the major risk fac-
tor associated with human toxoplasmosis (Kapperud et al., 1996;
Baril et al., 1999; Cook et al., 2000; Berger et al., 2009). Due to
its omnivorous character, pigs have great possibilities of acquir-
ing infection with T. gondii, being the consumption of pork meat
one of the most important sources of infection (Garcia-Bocanegra
et al., 2011; Balea et al., 2012; Jurankova et al., 2014).

The seroprevalence of T. gondii in pigs is highly variable among
countries and regions within the same country, and is influenced
by the production system. Studies in different countries indicate a
seroprevalence from 0.4% to 90.4% (Dubey, 2009; Guo et al., 2015).

The risk of detecting antibodies to Toxoplasma in extensive pro-
duction farm pigs is statistically higher than in industrial farm pigs,
and prevalence varies dramatically among the classes of pigs sur-
veyed (market pigs versus sows) (Tenter et al., 2000; Dubey and
Jones, 2008; Dubey, 2009; Alvarado-Esquivel et al., 2011; Yu et al,,
2011; Guoetal., 2015). Production system is an important factor in
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the process of risk assessment, taking into account current trends
in the consumption of meat from organic farms that produce their
pigs in extensive, which could cause a resurgence of infection rates
(van der Giessen et al., 2007; Dubey, 2010; Garcia-Bocanegra et al.,
2010a; Veronesi et al., 2011). Besides this, one of the most impor-
tant risk factors that enables contact with the parasite in pig farms
is the presence of cats (Garcia-Bocanegra et al., 2010a,b; Ortega-
Pacheco et al,, 2011; Cenci-Goga et al., 2013). Other factors that
contribute to infection of pigs are the age of the animals and the
size of the census, the facilities of the farms and their maintenance,
rodent control to avoid that they can be eaten by pigs, the possi-
bility of contact with dead bodies, or a favorable temperature for
oocysts sporulation (Villari et al., 2009; Garcia-Bocanegra et al.,
2010b; Hill et al., 2010; Veronesi et al., 2011; Cenci-Goga et al.,
2013; Hernandez et al., 2014).

Seropositivity is, in general, a good indicator of the presence of
the parasite in tissues (Dubey et al., 1995a, 2002; Dubey and Jones,
2008) and some authors report that the level of isolation increases
with antibody titer in the pig (Dubey et al., 1995b). T. gondii shows
high affinity for neural and muscular tissues (Dubey, 2009), and a
worldwide prevalence in carcasses of pigs for human consumption,
ranging from 0.4% to 92.7%, has been reported (Dubey, 2009; Guo
et al., 2015). Toxoplasma cysts in pork can persist for a long time
(EFSA, 2007). However, pork meat enters the food chain without
a specific meat inspection to check T. gondii in the slaughterhouse
(Dorny et al., 2009; Blagojevic and Antic, 2014), identified as one of
the most relevant biological hazards in the context of meat inspec-
tion of swine (EFSA, 2011).

Spain is the fourth largest producer potency of pork after China,
USA and Germany (MAGRAMA, 2014), and meat industry has
focused the attention to produce meat that is wholesome, safe,
and of high quality. Dry-cured ham is an important food in the
Mediterranean area, and Spain is one of the main producers. This
type of ham is widely consumed in Spain and exported to other
countries, so the prevalence at farm level should be reduced to pro-
duce uncontaminated raw materials and elaborate safer hams. To
ensure food safety throughout the food chain, preventive measures
should be focused in primary production (e.g. surveillance and
monitoring of animals), and post-harvest strategies at slaughter
and during food processing. At farm level, risk reduction measures
are based on herd health programs, closed breeding pyramids and
GHP/GFP. The application of hazard analysis and critical control
point (HACCP) principles to primary production is not yet gener-
ally feasible. However, guides to good practice should encourage
the use of appropriate hygiene practices at farm level (EC, 2004;
EFSA, 2011).

Considering its importance for the risk assessment process, the
aim of this work is to know the prevalence of T. gondii antibodies in
finishing swine raised in different farms of Aragén (Northeastern
Spain), as well as to evaluate the risk factors for the transmission
of the parasite at farm level for determining the best management
practices to reduce the potential of infectionin order to obtain “Tox-
oplasma Free Farms”. Additionally, this study aims to determine the
presence and viability of T. gondii in tissues of seropositive pigs,
and to evaluate if serological titers could be useful to potentially
identify contaminated pork meat destined to elaborate cured meat
products.

2. Materials and methods
2.1. Sampling of farms and animals
The study was conducted on 161 fattening pig farms located

in Aragén (Northeastern Spain). For sampling farms and animals
within each farm the statistical program WinEpi (Working in Epi-

Vitoria- 2
Gasteiz Pamplona/Iruiia

Logrono Andorra

Barcelor

Valendia

Fig. 1. Map of Aragén (NE Spain) showing the location of the studied farms.

demiology) was used to ensure a 95% probability of detecting at
least one positive animal for an expected seroprevalence of 16%,
which is the prevalence obtained in previous studies in our lab-
oratory and in the scientific literature in Spain. Based on these
calculations, a total of 60 pig farms were studied (Fig. 1) and 20
pigs were sampled from each farm (50% males and 50% females,
between 4 and 5 months of age). In total 1200 fattening pigs were
analyzed. Specifical identification of pigs was carried out for trace-
ability of pig sera.

3. Study of seroprevalence of T. gondii in pigs
3.1. Serum sampling

Three milliliters of blood were obtained by puncture of the jugu-
lar vein into sterile 5ml tubes (BD Vacutainer, no additive, BD,
Franklin Lakes, NJ). The serum was obtained by blood centrifugation
at 3500 rpm for 10 min (Hettich Universal, Germany), transferred
to 1.5 ml eppendorf tubes and stored at —20 °C until analyzed.

3.2. Serological examination

Pig sera were analyzed by indirect immunofluorescence assay
(IFA) (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) to detect antibodies
against T. gondii. Serum dilutions of 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, and
1:320 were prepared from each sample to be tested. A positive con-
trol (kindly provided by Dr. J.P. Dubey), and a contrasted negative
control were included in each analysis. All prepared slides were
examined with an Eclipse 80i fluorescence microscope (Eclipse 80i,
Nikon instruments INC, Netherlands). A positive result was deter-
mined when clear whole-perimeter tachyzoite fluorescence was
observed, and the cutoff for positivity was 1:20.

4. Assessment of risk factors in farms

Epidemiological data were collected from 161 farms through
an on-farm interview of the farmer and/or the veterinary based
on “closed-ended” questions, and also through visits to the farms.
Data obtained were contrasted with pig serological results from the
sampled farms. The following variables were included to provide
information on exposure levels to potential risk factors:

- General data of the farm: identification, location and number of
animals.
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- Production parameters and behavior: sex of the animal, produc-
tion system and cannibalism.

- Facilities: outdoor facilities and floor type (fully slatted, partially
slatted).

- Conservation and maintenance of farms: use of exclusive cloth-
ing, use of hot water and soap to clean, presence of weeds around
the farm, window status and temperature maintenance system.

- Presence of animals inside or outside the farm: cats, dogs, rodents,
birds and others.

- Rodent control: baits, cats or specialized companies.

- Feeding conditions: feed administration (wet, dry), water source
(river, irrigation ditch, or well) and water treatment.

5. Analysis of pig tissues for T. gondii

Forty one Pietrain x Landrace pigs were selected for this study:
3 animals with a titer <1:20, as negative controls, and 38 seropos-
itive pigs, with different titers (5 with a titer 1:20, 9 with 1:40, 16
with 1:80 and 8 with 1:160). The selected pigs were slaughtered
in a commercial slaughterhouse. Tissues selected for analysis were
raw ham, heart and tongue. The pig hams were boneless, sliced into
small pieces, and minced. Tongue and heart of each pig were also
minced, and both organs were mixed at 50%. The minced tissues
were completely homogenized, vacuum packaged and stored at
refrigeration until analyzed. Specifical identification of pig tissues
with corresponding pig sera was carried out for traceability.

5.1. Mouse bioassay of tissues for T. gondii

A concentration bioassay technique with the acid pepsin diges-
tion procedure was used to demonstrate viable bradyzoites of T.
gondii in tissues, as previously described (Dubey, 1998; Bayarri
et al, 2010). A 0.5 ml aliquot of digestion extract was inoculated
intraperitoneally into each of eight 20-25g CD1 Swiss female
mice (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France). All experiments
included negative control mice, which were analyzed at the end of
the process. Possible disease symptoms were monitored in inocu-
lated mice and animals showing distress signs were euthanized as
an animal welfare measure.

Blood samples were drawn from mice that survived 60 days after
inoculation. Samples were centrifuged at 3500 rpm for 10 min (Het-
tichUniversal, Germany). Sera were transferred to 0.5 ml eppendorf
tubes and stored at —20°C until analysis. Subsequently mice were
sacrificed in a CO, chamber and the brains of each animal were
removed and introduced in a 5.0 ml eppendorf tube and stored at
—20°C to assess the viability by PCR.

Mice were maintained at the Centro de Investigacion Biomédica
de Aragon (CIBA), in Zaragoza (Spain) under conditions that com-
plied with international rules of good laboratory practices in the
care of experimental animals (Directive 2010/63/EU). All proce-
dures were approved by the Ethics Advisory Commission for Animal
Experimentation and by Biosecurity Commission of the University
of Zaragoza (PI07/12).

5.1.1. IFA of mouse sera

To demonstrate the presence of the parasite, sera samples
of mice were analyzed by IFA to detect antibodies against T.
gondii with polyclonal rabbit anti-mouse immunoglobulins (Dako-
Cytomation). Serum from each mouse was diluted 1:10, 1:20, 1:40,
1:80, 1:160, and 1:320. A positive control serum provided by the
Unit of Pathological Anatomy of the Department of Animal Health
(Faculty of Veterinary Medicine, University of Zaragoza) and a
checked negative control from previous studies in our laboratory
were included in each test. Final preparations were examined with
an Eclipse 80i fluorescence microscope (Eclipse 80i, Nikon instru-
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Fig. 2. Titers obtained in the serological analysis (IFA) of 1200 fattening pigs.

ments INC, Netherlands). Sera samples with a titer >1:10 were
considered positive.

5.1.2. Analysis of T. gondii DNA from mice brains

To assess the viability of the parasite, 15 mg brain samples of
serologically positive mice were analyzed by real time-PCR. DNA
extraction from each sample was performed using UltraClean®
Tissue & Cells DNA Isolation Kit Sample Catalog No. 12334-S
(Mobio Laboratories, Inc.) according to the manufacturer’s instruc-
tions. DNA amplification targeting specific sequence of 529 repeat
element and SAG genes were performed. CFX Connect (Bio-Rad Lab-
oratories) real time PCR instrument was used for the amplification
and detection of T. gondii. The reactions volume was 20 p.l and sam-
ples were run in triplicates. The procedure consisted of 7 min at
94°C for enzyme activation (hot start), and 40 cycles of denatu-
ration at 94°C for 55, annealing at 55°C for 30s and extension at
72°C for 10s. The program ended with a dissociation curve from
60 to 94°C with a 0.5°C increase interval. Each PCR run included
a negative control, a positive control, and a separate reaction for
Actin DNA copies as internal control (IC). A sample was considered
positive if at least two of the triplicates were positives with a Ct
lower than 35.

6. Statistical analysis

The estimated prevalence of antibodies against T. gondii was cal-
culated from the ratio of positive results to the total number of pigs
examined, with 95% confidence intervals.

Data about farm conditions and serological results were entered
into a database created with the program Microsoft Access 2010.
Serological results were compared with the variables studied in
the farms to assess the factors associated with T. gondii in primary
production using Pearson’s Chi-square test (or Fisher’s exact test
when Pearson’s Chi-square test was not valid).

Pearson’s Chi-square test (or Likelihood Ratio test when Pear-
son’s Chi-square test was not valid) was also used to establish a
statistical relationship between the serological titer of pigs and the
presence and viability of T. gondii cysts in tissues.

Statistical analysis was performed with IBM SPSS 19.0 for Win-
dows. Differences were considered statistically significant when
p<0.05.

7. Results
Seropositive pigs (IFA 1:20 or higher) were found in the 96.67%

of the evaluated farms, with a maximum of 13 positive animals in
65.0% of farms and a minimum of 1 positive pig in 5.0% of farms.
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Table 1
Risk factors associated to T. gondii seroprevalence in the studied farms.

Risk Factor Variables % IFA positive P value
Sex of the animals Male 28.1 >0.05
Female 24.6 >0.05
Number of animals <1000 27.9 0.010
1000-2000 21.7 >0.05
>2000 19.1 >0.05
Production system Closed 20.0 >0.05
All in/All out 25.1 >0.05
Cannibalism No 25.0 >0.05
Yes 27.5 >0.05
Outdoor facilities No 224 >0.05
Yes 18.8 >0.05
Conservation of farms Good 26.4 >0.05
Regular 214 >0.05
Bad 36.7 0.017
Maintenance of farms Good 234 >0.05
Regular 20.0 >0.05
Bad 32.1 0.019
Use of exclusive clothing No 27.3 >0.05
Yes 24.0 >0.05
Weeds around the farm No 20.5 >0.05
Yes 26.0 >0.05
Window status Good 25.0 >0.05
Bad 25.1 >0.05
Temperature maintenance system  No 26.1 >0.05
Yes 24.2 >0.05
Animals inside the farm Cats 29.2 0.001
Mice 25.2 >0.05
Birds 233 >0.05
Animals out of the farm Dogs 33.7 0.003
Cats 28.0 0.001
Mice 26.1 >0.05
Birds 15.0 >0.05
Rodent control Professional 28.3 >0.05
Baits 234 0.009
Cats 28.1 >0.05
Feed administration Wet 24.8 >0.05
Dry 253 >0.05
Water source Well 244 >0.05
River 25.9 >0.05
Irrigation ditch ~ 24.3 >0.05

Bold values mean Statistical significance:

In the 82.76% of the positive farms, serological titers were <1:40.
Animals with atiter 1:80 were detected in the 17.24% of the positive
farms, while animals with titers 1:160 were detected only in the
6.89% of the farms. No animals with a serological titer higher than
1:160 were found.

Antibodies against T. gondii were detected in 301 of 1200 pigs
tested, and seroprevalence was calculated to be 24.52%. In general,
low pig titers were determined, as shown in Fig. 2.

Risk factors associated to T. gondii seroprevalence in the studied
farms are shown in Table 1. The presence of cats in or around the
farms was the main factor that increases the prevalence of T. gondii
(p=0.001). The presence of other animals, such as dogs, around the
facilities was evidenced as another risk factor (p=0.003). Higher
seroprevalence of T. gondii infection in pigs was significantly related
toalow number of animals in the farms (p = 0.009). Related to main-
tenance and conservation of the farms, poor hygiene (P=0.017) and
bad maintenance of the farms (p=0.019) were risk factors with
statistical significance. Finally, concerning the method of rodent
control, it was observed that using baits (p=0.009) decreased the
prevalence.

Presence and viability of T. gondii in tissues are shown in Table 2.
T. gondii was detected in tissues of 28 of the 38 seropositive pigs
(73.7%).No cysts were detected in tissues of seronegative pigs. Pos-
itive bioassays came from 2 pigs with a titer 1:20, 3 with atiter 1:40,
15 with a titer 1:80 and 8 with a titer 1:160. There was a significant
dependence between the titers of pigs and the presence of Toxo-
plasma in tissues (p < 0.001). Pigs with a serological titer >1:80 have

significant possibility to contain tissue cysts. In fact, the percentage
of pigs with titers >1:80 and tissue cysts was 95.8%.

Regarding viability of T. gondii in fresh tissues, real time-PCR
positivity in mice brains showed viability of the parasitein 16 of the
38 pigs(42.1%) (57.1% of tissuesin which the parasite was detected).
There was also a significant dependence between the titers of pigs
and the viability of the parasite (p=0.003). Pigs with a serological
titer >1:80 have a significant probability to host viable parasites in
their tissues. Tissues of 62.5% of pigs with titers >1:80 have viable
parasites versus 7.1% of pigs with titers<1:80 containing viable
parasites in their tissues.

8. Discussion

The results of this study indicate that T. gondii infection is
widespread, with up to 96.7% positive farms. However, in gen-
eral, low titers of pig sera were determined, and wide variations in
within-farm seroprevalence were observed, as it has been reported
in previous studies (Tenter et al., 2000; Dubey and Jones, 2008;
Garcia-Bocanegra et al., 2010b). Similarly to us, surveys based on
the presence of antibodies in blood sera have reported a world-
wide distribution of T. gondii (Dubey, 2010; Guo et al., 2015). The
24.5% prevalence for T. gondii found in our study was similar to
the prevalence found in others Spanish regions such as Catalonia
(21.2%), Extremadura (23.3%), and Valencia Community (27.3%),
and higher than data previously obtained in Aragén (10.1-15%)
(Garcia-Bocanegra et al., 2010b). Similar seroprevalences were
also found in other European countries, such as Ireland (23.1%)
and Serbia (28.9%) (Halova et al., 2013; Klun et al., 2006). Never-
theless, a higher prevalence (43.1%) has been reported in recent
studies carried out in Romania (Balea et al., 2012), and lower sero-
prevalences, from 4.2% to 18.5%, have been reported in Germany
(Damriyasa et al., 2004), Italia (Veronesi et al.,, 2011), Latvia (Deksne
and KirjuSina, 2013) and Portugal (Lopes et al., 2013; Esteves et al.,
2014). A close comparison among studies is difficult due to the dif-
ferent serological tests used and the different cutoff values that not
always are reported by authors. Besides, the lack of validation is
shown in the literature by the use of different cutoffs for a sin-
gle test, without any data on sensitivity, specificity, and agreement
among tests (Aroussi et al., 2015).

Prevalence of T. gondii also varied depending on the type of man-
agement practices used in the farms, the number of animals tested,
the age and type of the pigs tested (fattening vs. sows; indoor pigs
vs. organic pigs) (Dubey, 2009; Guo et al., 2015). Prevalence of T.
gondii infection in pigs are usually higher in older pigs and pigs
reared outdoors than in piglets and pigs on factory farms, because
they have a higher probability of contact with infective oocysts or
infected intermediate hosts (Garcia-Bocanegraet al., 2010b; Dubey,
2010; Blagojevic and Antic, 2014; Basso et al., 2015).

Data provided by the present study show that the main risk fac-
tors in farms were the presence of animals (cats and dogs), size of
the farm, cleaning conditions and rodent control. The presence of
cats in and out of the farm is shown as the most significant risk
factor in this study in agreement with those previously reported
(Assadi-Rad et al., 1995; Lehmann et al., 2003; Garcia-Bocanegra
et al., 2010a,b; Du et al., 2012; de Sousa et al., 2006). Cats are
implicated in the maintenance of T. gondii infection in pig farms
through oocyst elimination and contamination of feed and/or water
(Dubey and Beattie, 1988; Mateus-Pinilla et al., 1999; Du et al,,
2012; Ichikawa-Seki et al., 2015). It has even been demonstrated
that the presence of cats could increase more than eleven times the
relative risk of contact with the parasite (Garcia-Bocanegra et al.,
2010b). Besides, oocysts can survive and remain infective in damp
soil for more than 18 months (Du et al., 2012; Ortega-Pacheco et al.,
2013). In this sense, the seroprevalence of T. gondii decreased sig-

201



202

56 L. Herrero et al. / Veterinary Parasitology 224 (2016) 52-59

nificantly in pig farms where cats were vaccinated with a modified
live vaccine to reduce oocyst shedding by cats (Mateus-Pinilla et al.,
1999; Innes et al., 2009; Verma and Khanna., 2013). In order to
decrease the risk of T. gondii infection in animals, Tenter et al. (2000)
advised to avoid feed and water contamination due to contact with
cats. Presence of dogs has also resulted in a significant risk factor.
Seropositivity in dogs is often related to the presence of cats in the
farms (Arunvipas et al., 2013). The dog is an intermediate host of
the parasite, and can serve as a mechanical mean of transport to T.
gondii (Sharma et al., 2015; Gebremedhin et al., 2015).

Pig farms of this study were all under intensive management,
which involves the production of pigs for sale, raised on limited
space, usually with confined animal feeding operations. In inten-
sive pig farms, the prevalence is noticeably lower in many countries
(Dubey, 2009; Muraro et al., 2010; Piassa et al., 2010; Fernandes
et al,, 2012) as a result of the safer animal husbandry systems used
on commercial farms. However, a higher risk of infection of T. gondii
was observed in small farms (<1000 pigs). Swine from small farms
are at a greater risk for infection because they are more exposed to
the infective forms of the parasite present in soil, water and vari-
ous feeds (Bezerra et al., 2009). On the other hand, in the intensive
farming systems, due to a higher concentration of animals raised
in confinement spaces, when a failure occurs and a contamination
source is present, the number of animals exposed is higher, lead-
ing to an increase in seroprevalence (Hill and Dubey, 2002; van der
Giessen etal.,2007; Lopes et al., 2013). Herd size is often correlated
to management and previous studies have shown an association of
herd size and seroprevalence to T. gondii both in pigs (Villari et al.,
2009) and other livestock species (Klun et al., 2006; Vesco et al.,
2007; Gilot-Fromont et al., 2009), although Garcia-Bocanegra et al.
(2010b) did not observed this fact. Farms with larger population,
good hygiene practices, intensive management and infrastructure
can lead to a reduction of T. gondii prevalence (Villari et al., 2009;
Ortega-Pacheco et al., 2013). In relation to cleaning conditions,
higher exposure to T. gondii was related to bad farm conservation.
Also, Veronesi et al. (2011) indicated the importance of cleaning
the facilities, and stated that the prevalence would be reduced if a
mechanical and chemical cleaning method were used simultane-
ously.

Inthe present study, seroprevalence of T. gondii was significantly
lower in farms that used rodent baits. Rodents are reservoirs of T.
gondii (Dubey et al., 1995c; Weigel et al., 1995; Hejlicek et al., 1997;
Hill et al., 2005) and have been suggested to play an important role
for direct transmission in pig farms due to consumption of infected
rodents by pigs (Weigel et al.,, 1995; Kijlstra et al., 2008; Villari
et al., 2009). The use of baits and restriction of cats as a strategy for
rodent control was significantly associated with a reduced num-
ber of Toxoplasma seropositive pigs (Wang et al., 2002; Villari et al.,
2009; Garcia-Bocanegra et al., 2010b; Hill et al., 2010). Therefore, in
order to reduce the risk of T. gondii infection in pig farms, appropri-
ate rodent control programs will have to be carried out (Hill et al.,
2005; Villari et al., 2009; Garcia-Bocanegra et al., 2010b).

A monitoring and surveillance program would be reasonable to
find high-risk farms and implement appropriate management pro-
cedures to minimize the infection pressure. The implementation
of specific management procedures to reduce the risk of infection
of pigs can help to prevent the transmission of the pathogen to
humans through pork consumption.

Pork products are considered to be an important source of T.
gondii infection in humans (Tenter et al., 2000; Dubey et al., 2002;
Dubey, 2009). In the present study, T. gondii was detected in 73.7%
and isolated from 42.1% of seropositive pigs. All pigs in which the
parasite is detected in tissues are seropositive and the level of iso-
lation increased as the antibody titer in the pig did.

Although several serological studies have been performed in
pigs in Spain (Garcia-Bocanegra et al., 2010a,b), none of them have

Table 2
Pig serological titers and results of mice bioassays in tissues.
Pig titer T. gondii in pork tissues
Presence? Viability®
Negative control
<1:20 0/16 0/0
<1:20 0/16 0/0
<1:20 0/16 0/0
Seropositive pigs

1:20 0/10(6)" 0/0
1:20 0/16 0/0
1:20 3/16 0/0
1:20 1/16 0/1
1:20 0/16 0/0
1:40 0/15 (1) 0/0
1:40 0/16 0/0
1:40 0/16 0/0
1:40 0/14(2) 0/0
1:40 0/16 0/0
1:40 0/14 (2) 0/0
1:40 1/16 0/1
1:40 1/16 0/1
1:40 4/14 (2) 2/4
1:80 3/16 0/3
1:80 11/15 3/11
1:80 13/15 7/13
1:80 12/16 1/12
1:80 11/15 2/11
1:80 11/16 3/11
1:80 12/16 4/12
1:80 13/16 2/13
1:80 10/15 (1) 3/10
1:80 2/10(6) 0/2
1:80 0/16 0/0
1:80 115 (1) 0/1
1:80 4/16 0/4
1:80 2/13 (3) 0/2
1:80 0/16 0/0
1:80 6/16 4/6
1:160 10/15 (1) 5/10
1:160 8/16 2/8
1:160 5/14 (2) 0/5
1:160 12/15 (1) 3/12
1:160 11/15 (1) 3/11
1:160 9/16 1/16
1:160 12/16 0/12
1:160 3/16 1/3

“Number of dead mice during the bioassay.
a Seropositive mice by IFA/Total of mice.
b Positive mice brain by PCR/Total of seropositive mice by IFA.

related this data to the isolation of T. gondii in meat. On the other
hand, a previous study performed by our research group on com-
mercial pork meat in Spain revealed an isolation rate of 8%, but the
seropositivity of pigs was unknown (Bayarri et al., 2012).

The isolation rate obtained in the present study was relatively
high. Viable T. gondii organisms were isolated from tissues of pigs
collected in other countries (Dubey, 2009; Guo et al., 2015). Some
authors have found a prevalence of T. gondii in Europe in fresh meat
that varies from 0.4% in Austria (Edelhofer, 1994) to 38% in UK
(Aspinall etal.,2002). However, our rate is lower than the 51.5-98%
isolation rate from pigs reported in the USA (Dubey et al., 1995b,
2012). In other studies conducted in South America, the isolation
rates ranged from 12.8 to 55.0% (Omata et al., 1994; Bezerra et al,,
2012). Anyway, parasitological surveys based on abattoir samples
carried out in America do not provide a true assessment of risk to
humans, because post slaughter treatment of meat (storage and
other post-harvest treatments with salt) can affect the viability of
tissue cysts (Hill et al., 2004).

The high rates of positivity observed in this study compared to
those reported in previous studies may be due to the fact that we
have used only seropositive animals. Selection of tissues by screen-
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ing donor pigs for T. gondii antibodies before bioassay increased the
efficiency of isolation versus bioassays of all tissues irrespective of
antibody status of the donor pig (Dubey, 2009). Our results were
similar to other studies on tissues from seropositive animals where
the observed isolation rate of T. gondii from naturally infected pigs
was 36.8% in USA (Dubey and Jones, 2008), 40.5% in Portugal (de
Sousaetal.,2006)and 47.2% in Brazil (Cademartoriet al.,2014),and
higher than the 25% reported in Brazil by dos Santos et al. (2005),
among others.

In the cases where the parasite has been detected by mouse
seroconversion, it not always has been shown to be viable. These
results can be due to the fact that the tissue samples of infected
pigs used for this assay contained non-viable parasites (Dubey etal.,
1995a). Additionally, the tissue digestion step of the bioassay may
reduce T. gondii viability (Dubey et al., 1995b; Dubey, 2010). On the
other hand, T. gondii can most likely be demonstrated in the brain
(Dubey, 2009; Burrells et al., 2015). However, in some strains (e.g.
the GT-1 strain), T. gondii persists in the lung for several weeks and
can be evidenced there more easily than in the brain (Dubey, 2010).
A bioassay is positive if at least one cyst is detected in the brain of
any of the inoculated mice (Garcia et al., 2006; Klun et al., 2011);
we performed PCR and the results showed a low parasite burden. In
addition, bioassay results (titers in mice were low) suggested that
pork tissues contain low levels of infective organisms. However,
considering that failure to demonstrate T. gondii in mice does not
prove lack of infection, antibodies to T. gondii should be sought in
the sera of inoculated mice (Dubey, 2010). In any case, these data
underscore the need for consumer education and further measures
to prevent the consumption of these meats without pre-treatment
(e.g., cooking, freezing or curing) to kill the parasite.

A main objective of this investigation was to compare antibody
test results with isolation of viable T. gondii in tissues. Seropositivity
ingeneralis agood indicator of the presence and viability of the par-
asite in tissues (Dubey et al., 1995b, 2002; Dubey and Jones, 2008)
and some authors mention that the level of isolation increases with
antibody titer in the pig (Dubey et al., 1995b). However, sometimes
the parasite was not isolated despite seropositive animals were
used (Gajadharetal., 1998). However, the antibody titer that should
be considered indicative of latent infection in pigs is not always
certain because viable T. gondii has been isolated from seroneg-
ative pigs (Hejlicek and Literak, 1994; Omata et al., 1994; Dubey
et al.,, 1995b, 2002; de Sousa et al., 2006). In this regard, Hill et al.
(2005) suggest that the antibody response may be independent of
parasite burden and in some studies, no statistical association was
found between the titers of the tested animals and isolation in mice
(dos Santos et al., 2005). In our study, we found that there was a
significant dependence between the titers of pigs and presence and
viability of T. gondii in the tissues. As far as we know, this research is
the first study carried out in Spain in which seroprevalence and iso-
lation of T. gondii in tissues are correlated, using bioassay to assess
the risk of infection. Due to the increased probability of detecting
viable forms of T. gondii in tissues of pigs with titers >1:80, this
could be the cutoff for discriminating those higher risk animals.
The detection of T. gondii is not possible by currently practiced meat
inspection, but serological tests can be used to detect T. gondii anti-
bodies in pig herds and can consequently be helpful to identify
potentially contaminated pork, and could be used as an effective
control tool for the industry of cured meat products.

9. Conclusions

Although pig titers determined in this study were very low, the
widespread seroprevalence found and the subsequent assessment
of risk factors confirms the importance of controlling environmen-
tal factors in order to avoid the transmission of the parasite in

pig farms. Consequently, it is very important to maintain intensive
management production, with minimal contact with the outside,
restricting cat access inside farms, improving hygiene facilities and
implementing an efficient rodent control system. This should result
infarms with a very low prevalence orevenin “T. gondii Free Farms”
that will provide safer raw material for the elaboration of cured
ham.

Current meat inspection at slaughterhouse cannot detect the
presence of T. gondii. Nevertheless, due to the increased probability
of detecting viable forms of T. gondii in tissues of pigs with titers
>1:80, this serological titer could be the cutoff for discriminating
those higher risk animals, and could be used as an effective control
tool for the industry of cured meat products. In practical terms, we
propose that this value could be used as a critical limit in the HACCP
system.
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ABSTRACT

The aim of this work was to analyze Toxoplasma gondii in raw hams by mouse bioassay and to evaluate
the effect of curing on the viability of the parasite to assess the risk of infection from eating dry-cured
ham. After a serology study of 1200 pigs in Aragén (Spain), forty-one naturally infected pigs with
different serological titers against T. gondii were selected. Two cured periods (9 and 12 months) were
evaluated as well as the influence of the physicochemical composition of hams on T. gondii survival.
Although the parasite burden was low, a high number of seropositive pigs with Toxoplasma tissues cysts
in raw hams were found (31.6%). Viability of T. gondii was influenced by the curing, with statistically
significant differences between fresh and cured hams (p < 0.001). The viability was higher in hams cured
for 9 months compared to those cured for 12 months. However, this period of curing resulted in the
reduction but not in a complete elimination of the risk. Thus, from a public health point of view, under
the conditions of this study it is safer to consume dry-cured ham with periods of curing higher than 12
months. Analysis of physicochemical results did not identify any variable with significant influence on
the presence and viability of T. gondii in cured ham, but loss of viability of T. gondii was observed in hams
with a lower fat content. Further research is required to validate combinations of salts concentration and
time of curing that can be used as preventive measures in the HACCP system of dry-cured ham industry.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lake et al,, 2002; Ross et al., 2001). Pork is one of the major meat
sources associated with human T. gondii infections and in a recent

Toxoplasmosis, caused by the protozoan parasite Toxoplasma
gondii, is one of the most common parasitic infections of man and
other warm-blooded animals. It has been found worldwide and
approximately one-third of humanity has been exposed to this
parasite (Saadatnia and Golkar, 2012). In most adults it does not
cause serious illness, but it can cause blindness and mental retar-
dation in congenitally infected children and devastating disease in
immunocompromised individuals (Weiss and Kiss, 2013). Sources
of human infection with T. gondii are oocysts shed in faeces of
infected felines and tissue cysts from infected meat animals. Raw
and undercooked meat has thus been considered the main source
of infection (Baril et al.,, 1999; Carme et al., 2002; Choi et al., 1997;

* Corresponding author.
E-mail address: sbayarri@unizar.es (S. Bayarri).
1 Both authors have the consideration of first author.

http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2017.02.010
0740-0020/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

risk ranking report, the combination of Toxoplasma and pork
ranked second among 10 pathogen-food combinations (Guo et al.,
2015).

T. gondii has a high affinity for neural and muscular tissues. The
parasite is located predominantly in the central nervous system
(brain), skeletal muscle (tongue or diaphragm) and cardiac muscle
(Dubey, 2010). In order to learn more about the role of meat as a
source of human infection with T. gondii, it is important to have an
indication on the prevalence of infectious tissue cysts (Opsteegh
et al,, 2016). In response to natural infection, most farm animals
that are seropositive for T. gondii have been shown to harbor in-
fectious parasites in their meat (Opsteegh et al., 2016; Tenter et al.,
2000; Zia-Ali et al., 2007). Seropositivity in general is a good indi-
cator of the presence of the parasite in tissues and some authors
mention that the level of isolation increases with antibody titer in
the pig (Dubey and Jones, 2008; Herrero et al., 2016; Opsteegh et al.,
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2016).

Some studies have indicated that T. gondii tissue cysts in meat
are susceptible to various physical procedures such as heat treat-
ment, freezing, irradiation, high-pressure, acidity and enhancing
solutions (Bayarri et al., 2010; Dubey et al., 1990; Mie et al., 2008).
Technological process of curing with salt could also kill T. gondii
tissue cysts, although the inactivation of theses cysts depends of the
synergistic interaction between salt concentration, maturation
time, and temperature of storage (Kijlstra and Jongert, 2008). One
of the first reports on the identification of cured meat as a source of
Toxoplasma infection was conducted by Buffolano et al. (1996) who
showed that Toxoplasma infection in pregnant women in Naples in
the early 1990s was strongly associated with frequency of con-
sumption of cured pork and raw meat; eating these foods at least
once a month increased the risk threefold. Cook et al. (2000) also
found an association between infection and consumption of cured
meats. Buffolano et al. (1996) observed that the conditions in which
some pork products are cured are not necessarily lethal to T. gondii.
In fact, viable parasites were detected in one out of 67 (1.5%)
cured meat samples investigated in the United Kingdom
(Warnekulasuriya et al., 1998), and in 4.8% of samples in studies
carried out in Spain (Gomez-Samblas et al., 2015). In relation to the
time of curing, studies carried out by Bayarri et al. (2010) indicated
that it has influence on the inactivation of T. gondii, since no viable
parasites were found in hams of 14 months vs hams of 7 months of
curing. However, few studies have been conducted to examine the
efficiency of the curing process on the inactivation of T. gondii and
consequently, there is a need for a risk-based assessment of such
products and to evaluate the risk posed by this product category.

Dry-cured ham is a product manufactured according to the
following basic principles: curing with salt and nitrites and stabi-
lization through decreased water activity. The whole process takes
at least 7 months, although in some cases the hams may be aged for
more than 1 year. It does not require heat treatment before con-
sumption. Dry-cured ham is an important food in the Mediterra-
nean area, and Spain is one of the major producers. It is a high-
quality product with increasing economic relevance, widely
consumed in Spain and exported to other countries. During the
period 2014—2015 Spanish exports have grown by 131%, reaching
40.436 tons. The leading destinations in Europe are France, Ger-
many, Italy, Portugal, Belgium and Switzerland. Significant non-
European importers include Mexico, United States, Japan and
China (Cruz, 2015).

Demands of consumers for pathogen-free meat products have
led the meat industry to focus attention on food safety and on the
necessity to produce wholesome, safe, and high quality meat, using
the appropriate technological treatments. At the moment, the
detection of T. gondii by currently practiced meat inspection is not
possible, but serological screening could be used to detect T. gondii-
infected meat (Herrero et al., 2016; Opsteegh et al., 2016). This tool,
together with an effective control of technological process, could be
used to reduce the final product risk.

The aim of this work was to determine the presence and

Table 1
Sampling description.

Haunches Dry-cured hams

Day 0 9 months 12 months
Batch I 3 0 3
Negative Control (Titer <1:20)
Batch II (Titer 1:20 to <1:80) 14 6 8
Batch III (Titer >1:80) 24 15 9
Total 41 21 20

viability of Toxoplasma gondii in raw hams of selected pigs with
different serological titers, and to evaluate the influence of pro-
cessing of cured ham on the viability of the parasite to assess the
risk of infection from eating this meat product. As previous studies
lacked detailed information on meat product characteristics,
another goal of this study was to determine physical and chemical
parameters such as water activity, pH, content of salt (NaCl, nitrate,
nitrite) and fat to evaluate their influence on T. gondii bradyzoites
survival.

2. Materials and methods
2.1. Selection of naturally infected pigs

After a serological study of 1200 pigs from 60 swine farms in
Aragon, northeast of Spain (Herrero et al., 2016), forty-one Pietrain
x Landrace pigs (6—7 months old and 120 kg body weight) with
different serological titers against T. gondii detected by Indirect
Immunofluorescence assay (IFA) (bioMérieux, Marcy [I’Etoile,
France) were selected for the study.

2.2. Selection and sampling of hams

Selected animals were distributed into three batches: three
serum negative pigs (<1:20) (Batch I: negative control), 14 pigs
with serological titer 1:20 to <1:80 (Batch II) and 24 seropositive
pigs with titer >1:80 (Batch III). Pigs were slaughtered in a com-
mercial abattoir and both haunches were collected.

Forty-one haunches (one from each pig) were analyzed at day
0 and the other forty-one haunches were cured according to usual
industry practices. After 9 months of curing, 21 hams were
analyzed, and the 20 remaining hams continued the curing process
until 12 months, when samples were also analyzed for viable forms
of Toxoplasma (Table 1). The number of hams analyzed was greater
when the possibility of risk was higher (haunches from pigs with
high serological titers or a shorter cure time).

Boneless fresh hams were cut into small pieces, minced, vacuum
packaged and stored in refrigeration until analysis.

2.3. Curing of the hams

The technological treatment of the hams was carried in a cured
ham processing industry, and included different steps: salting,
post-salting or resting-period, and drying and maturation. For
salting, the fresh haunches (8.59—14.76 kg) were surface salted
with a commercial mixture of 7% nitrates, 4% nitrites, sodium
ascorbate, and sodium chloride (10 g/kg of ham). Then, hams were
covered with sodium chloride, and conducted to a salt chamber at
2.8 to 3.5 °C and 85%—95% relative humidity, in which remained a
variable time depending on the weight of each ham (~2 days for
each kilogram of ham).

Then, after cleansing the salt from the ham surface, the resting
period began. Hams were kept for at least 90 days at 3 °C+1 °C and
70—95% relative humidity. Temperature was gradually increasing
up to 16 °C until the final 120 days. In this step the salt slowly and
progressively diffuses internally, gradually drawing much of the
original moisture from the ham.

During drying and maturation, for at least 110 days at 6-16 °C
and 60—70% relative humidity, the hams continued to lose moisture
under conditions of increased temperature and decreased relative
humidity. Weight loss during drying was controlled. In this final
step, the curing process is completed, and the ham slowly shores up
its sensory properties before being marketed. In our study, the
curing process lasted 9 or 12 months.

Sample preparation for analysis was performed as described in
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2.2
2.4. Mouse bioassay of tissues for T. gondii

A concentration bioassay technique with an acid pepsin diges-
tion procedure was used to demonstrate presence and viability of
bradyzoites of T. gondii in fresh and dry-cured hams, as described
previously (Bayarri et al., 2010; Dubey, 1998). A 0.5 ml aliquot of
digestion extract was inoculated intraperitoneally into each of eight
20—25 g CD1 Swiss female mice per sample (Janvier Labs, Le
Genest-Saint-Isle, France). Digestion and inoculation were done in
quintuplicate for each sample (250 g total). All experiments
included negative control mice. An aliquot of the digestion extract
(fresh and dry-cured ham) was stored at —20 °C to posterior
analysis by PCR to confirm the presence of T. gondii when serology
in mouse was negative.

Mice were received with a health certificate showing that the
animals were free from pathogens. They were maintained at the
Centro de Investigacion Biomédica de Aragon (CIBA), in Zaragoza
(Spain). The inoculation, maintenance and euthanasia of mice were
performed under the standards of the Ethics Advisory Commission
for Animal Experimentation and the Biosecurity Commission of the
University of Zaragoza, as granted by Opinion No PI07/12. These
guidelines are in accordance with the Protocol of International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals
(Directive, 2010/63/EU).

2.4.1. IFA of mouse sera

Blood samples were drawn from mice that survived 60 days
after inoculation. Sera samples of mice were analyzed by IFA to
detect antibodies against T. gondii with polyclonal rabbit anti-
mouse immunoglobulins (DakoCytomation). Serum from each
mouse was diluted 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, and 1:320. A pos-
itive and a negative control serum, from previous studies in our
laboratory, were included in each test. Final preparations were
examined with an Eclipse 80i fluorescence microscope (Eclipse 80i,
Nikon instruments INC, Netherlands). Sera samples with a titer of
>1:10 were considered positive.

2.4.2. DNA extraction and identification of T. gondii

Analysis of T. gondii DNA from brains of serologically positive
mice was performed by real time-PCR to determine viability of the
parasite. When serology in mouse was negative to T. gondii, the
digestion extracts of raw and cured ham were analyzed by PCR to
confirm the presence of T. gondii. The number of positive samples
by bioassay and/or the number of positive samples by PCR give us
the number of total positive samples.

The DNA extraction was performed from 15 mg of brain or 100 pl
of extracts of digestion, using UltraClean® Tissue & Cells DNA
Isolation Kit Sample Catalog No. 12334-S (Mobio Laboratories, Inc.)
according to the manufacturer’s instructions. DNA amplification
targeting specific sequence of 529 repeat element and SAG genes
were performed. CFX Connect (Bio-Rad Laboratories) real time PCR
instrument was used for the amplification and detection of
T. gondii. The reaction volume was 20 ul and samples were run in
triplicates. The protocol consisted of 7 min at 94 °C for enzyme
activation (Hot start), and 40 cycles of denaturation at 94 °C for 5 s,
annealing at 55 °C for 30 s and extension at 72 °C for 10 s. The
program ended with a dissociation curve from 60 to 94 °C with a
0.5 °Cincrease interval. Each PCR run included a negative control, a
positive control, and a separate reaction for Actin DNA copies as
internal control (IC). A sample was considered positive if at least
two of the triplicates were positives with both markers. The Ct
value used was indicated by the marker 529 repeat element (Ct
must be lower than 38) and the marker SAG served to confirm the

result. Calibration curves were prepared using 15 mg of homoge-
nate negative tissues spiked with a known number of tachyzoites
(104, 10%, 102, 10" and 10°). Subsequently, the samples were ho-
mogenized and processed with the commercial DNA extraction kit
following the manufacturer’s instructions in the same way as the
rest of the samples. T. gondii parasites present in tissues were
estimated using the formula obtained from the calibration curve
and the Ct value obtained for each sample. The measure of the
adjustment performed in the curve was determined with the co-
efficient of determination, which was R? = 0.992. An efficiency of
99.7% was obtained, calculated through the slope of the curve
(3.329).

2.5. Determination of chemical and physical parameters of dry-
cured hams

Loss of weight in the final product was monitored by gravim-
etry; nitrate and nitrite contents were analyzed according to ISO
3091:1975 and ISO 2918:1975 standards respectively; moisture
content was determined according to ISO 1442:1997; pH and water
activity (ay) were measured according to ISO 2917:1999 and ISO
21807:2004 standards, respectively. Finally, sodium chloride con-
tent was determined according to ISO 1841-1:1996, and fat content
according to [SO 1444:1996.

2.6. Statistical analysis

Serological results, presence and viability of T. gondii in fresh and
cured ham were compared using Pearson’s Chi-square test (or
Likelihood Ratio test when Pearson’s Chi-square test was not valid).
This test was also used to establish a statistical relationship be-
tween results obtained in the different months of curing and the
presence and viability of T. gondii cysts in tissues.

To determine the relationship between the physicochemical
parameters of cured hams and the presence and viability of
T. gondii, the following tests were used. Firstly the association be-
tween quantitative and qualitative dichotomous variables was
studied to determine the normality of the quantitative variable by
Kolmogorov-Smirnov test and Shapiro-Wilk test. In the case that
the variables showed a normal distribution they were compared
using the Student’s t-test for independent samples, and when the
normality assumption was declined, Mann-Whitney test as a
nonparametric alternative was used.

Statistical analyses were performed with IBM SPSS 19.0 for
Windows. Differences were considered statistically significant
when p < 0.05.

3. Results

Presence of T. gondii of 68.4% (26 of 38) and viability of 31.6% (12
of 38) were determined in fresh hams from seropositive animals;
all samples from the negative control animals were negative by
bioassay in mice and real-time PCR (Table 2). Lower presence and
viability of T. gondii (28.6% and 0% respectively) was found in hams
from pigs with titers < 1:80 than in those hams from pigs with
higher titers (91.7% and 50% respectively). The presence (p < 0.001)
and viability (p = 0.001) of T. gondii in fresh hams were significantly
associated with pigs whose serological titers were >1:80. Pigs with
a serologic titer >1:80 have 3.21 times more probability of finding
the parasite in the fresh ham. No information regarding the
viability can be obtained because no pig with a serological titer
lower than 1:80 showed viable parasites in their hams.

Real time PCR results (mouse brain and extracts) from raw hams
of pigs naturally infected with T. gondii are presented in Table 2.
Mean values equivalent to 69.44 (SD + 57.61) parasites per gram of



Table 2

T. gondii in raw ham and dry-cured ham (detection by mouse bioassay and PCR).

Pig titer Raw ham Dry-cured ham Time of curing
Presence Viability© Presence Viability®
Bioassay * PCR extract” Bioassay ° PCR extract”
Batch I
Negative Control (Titer < 1:20)
1 0/8 - 0/0 0/6 - 0/0 12
2 0/8 - 0/0 0/6 - 0/0 12
3 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
Batch II (Titer 1:20 to < 1:80)
4 0/8 345 + 025 (118) 0/0 0/8 - 0/0 9
5 1/8 0/1 0/8 - 0/0 9
6 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 9
7 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 9
8 1/8 o/1 0/8 - 0/0 9
9 2/7 02 0/8 - 0/0 9
10 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
11 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
12 0/7 - 0/0 0/8 - 0/0 12
13 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
14 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
15 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
16 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
17 0/7 - 0/0 0/8 - 0/0 12
Batch III (Titer > 1:80)
18 5/8 0/5 0/4 - 0/0 9
19 7/8 3/7 0/7 - 0/0 9
35.80 + 0.34 (49.2)
35.92 + 0.51 (45.3)
36.09 + 0.19 (40.1)
20 4/8 2/4 1/8 1/1 9
35.48 + 0.62 (61.4) 3452 (119.3)
36.92 + 0.82 (22.6)
21 4/8 0/4 0/6 35.12 + 0.35 (78.7) 0/0 9
22 3/8 13 217 212 9
34.44 + 0.48 (126) 35.02 + 0.64 (84)
3434 + 021 (134.7)
23 6/8 4/6 0/8 35.61 + 0.29 (55.9) 0/0 9
33.44 + 0.20 (250.7)
34.68 + 0.46 (106)
34.05 + 0.75 (165.5)
33.83 £ 0.13 (193)
24 5/8 1/5 0/8 - 0/0 9
37.51 + 0.64 (15)
25 4/8 2/4 1/8 11 9
35.90 + 0.45 (45.9) 34.15 + 0.41 (153.3)
35.54 + 0.34 (58.9)
26 5/7 1/5 0/8 - 0/0 9
34,5 + 0.65 (120.7)
27 4/8 1/4 0/8 - 0/0 9
36.72 + 0.87 (25.9)
28 2/8 0/2 0/4 - 0/0 9
29 6/8 3/6 0/7 - 0/0 9
34.33 + 0.39 (136)
35.29 + 0.52 (70)
36.17 + 0.24 (37.9)
30 8/8 3/8 0/7 - 0/0 9
37.27 + 0.63 (17.7)
35.12 + 0.18 (78.7)
35.07 + 0.79 (81.3)
31 5/8 1/5 0/8 36.85 + 0.84 (23.3) 0/0 9
36.35 + 0.50 (33.5)
32 6/8 0/6 0/8 - 0/0
33 3/8 33 1/7 11 12
37.48 + 0.43 (15.3) 36.02 + 0.17 (42)
36.66 + 0.17 (27)
36.73 + 0.36 (25.7)
34 0/8 - 0/0 0/8 - 0/0 12
35 0/8 - 0/0 0/7 - 0/0 12
36 1/8 0/1 2/8 02 12
37 0/8 36 + 0.64 (42.7) 0/0 0/7 - 0/0 12
38 0/8 36.76 + 0.14 (25.2) 0/0 18 o/ 12
39 0/8 36.77 + 035 (25) 0/0 18 on 12
40 0/8 36.89 + 0.40 (23) 0/0 0/8 - 0/0 12
41 1/8 0/1 0/8 35.06 + 0.48 (82) 0/0 12
Total’ 26/38 12/38 11/38 4/38

Blank boxes: not analyzed (because the sample was positive by bioassay).
2 Seropositive mice by IFA/Total of mice.

b
c
d

Presence by PCR of extracts. Ct values (parasites/g).
Positive mice brain by PCR/Total of seropositive mice by IFA. Ct values (parasites/g).
Positive samples/total seropositive pigs.
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tissues were detected. The lowest Ct value of 33.44 (corresponding
to 250.7 parasites per gram) and the highest Ct value of 37.51
(corresponding to 15 parasites per gram) were detected in brain
tissue of mouse inoculated with raw ham of pigs with a serological
titer of 1:80.

After performing the technological process of curing, from the
26 fresh hams in which the presence of T. gondii was confirmed, the
parasite was detected in 11 cured hams (42.3%) and showed
viability in 4 (15.4%) of them. The curing process reduced the
presence and viability of T. gondii, and statistically significant dif-
ferences (p < 0.001) of both parameters between fresh and cured
hams could be observed.

Regarding the curing time (9 months vs. 12 months), presence of
T. gondii in cured ham is quite similar in both curing times. The
parasite was detected in 6 of 21 (28.6%) 9 months cured hams and,
excluding negative controls, in 5 of 17 (29.4%) 12 months cured
hams. Concerning viability, it was higher in hams cured for 9
months compared to those cured for 12 months; the parasite was
viable in 3 of 21 hams that had been cured for 9 months (14.3%) and,
excluding negative controls, in one of 17 cured hams for 12 months
(5.9%). In relation with the samples in which the parasite was
detected, it was viable in 3 of the 6 positive hams cured for 9
months and only in one of the 4 positive cured hams cured for 12
months.

Real time PCR results (mouse brain and extracts) from cured
hams are presented in Table 2. Median values (+SD) equivalent to
85.9 + 40.63 parasites per gram of tissues were detected. The
lowest Ct value of 34.15 (corresponding to 153.3 parasites per gram)
and the highest Ct value of 36.85 (corresponding to 23.3 parasites
per gram) were detected in brain tissue and extract of mouse,
respectively.

The final mean composition (+SD) of dry-cured hams at the end
of the curing process was 35.6 + 3.5% moisture content, 0.92 + 0.02
water activity (aw), 5.1 + 1.3% fat, 3.1+ 0.5% NaCl, 68.3 + 15.6 mg/kg
nitrate, 11.76 + 26.81 mg/kg nitrite, and 5.8 + 0.1 pH. Weights of
dry-cured hams were 5.1-10.4 kg, and loss of weight in the final
products was from 26.8 to 45.9% (Table 3). Analysis of these results
did not identify any variable with significant influence on the
presence and viability of T. gondii in cured ham (p > 0.05), but a loss
of viability of T. gondii was observed in hams with a lower fat
content (p = 0.039).

4. Discussion

T. gondii has high affinity for neural and muscular tissues
including brain, eyes, and skeletal and cardiac muscles (Dubey
et al.,, 1986, 1998b; Dubey, 2009; Guo et al., 2015; Jurdnkova et al.,
2014). Muscular tissue is of interest due to its use in small goods
production (Kijlstra and Jongert, 2008), but there are limited data
on the prevalence of T. gondii in raw ham (Opsteegh et al., 2016) and
studies carried out by Jurankova et al. (2014) indicate low T. gondii
infection of muscular tissues in pigs. However, our results show
that nearly 70% of raw ham from seropositive pigs has Toxoplasma
tissues cysts. Probably, selection of tissues from seropositive pigs
increased the efficiency of isolation versus bioassays of tissues
irrespective of antibody status (Dubey, 2009). Nevertheless, the
mouse positivity and the PCR results in meat samples detect both
viable and non-viable T. gondii, which leads to an overestimate of
the infectivity of meat. Finding a T. gondii cyst in mouse brain is
dependent upon the level of the parasite in the tissue (Guo et al.,
2015); the PCR assay in mice brain, could detect viable cysts in
the 31.6% of raw hams. Nevertheless, the bioassay results suggested
that pork tissues contained low levels of infective organisms since
titers in mice were low and PCR results in mouse brain and extracts
show a low parasite burden (equivalent to [median value] <69.44

parasites per gram of tissues). However, this parasite burden is
higher than that found by Jurdnkova et al. (2014) where a very low
parasite burden was estimated for fore and hind limb muscles,
equivalent to [median] 0.2 parasites per gram of tissues.

Although these results suggest a low T. gondii burden of
muscular tissues in pigs, there are raw hams that contain viable
cysts and, therefore, pose a risk to consumers. T. gondii transmission
risk is also associated with consumers’ cooking behaviors. Ac-
cording to a 2007 survey, approximately 9% of consumers cooked
their pork products to a temperature of less than 48 °C (EcoSure,
2008), which may not be sufficient to inactivate T. gondii cysts.
Tissue cysts were generally rendered nonviable by heating to 61 °C
or higher temperature for 3.6 min (Dubey et al., 1990). It should be
noticed that dry-cured ham is consumed without heat treatment
and the consequences of consumption of viable T. gondii cysts could
be severe, especially for the pregnant and immunocompromised
people.

Considering the ecology of T. gondii infection and formation of
tissue cysts as the cause of the immunological response, it may be
assumed that seropositive animals will have tissue cyst to a greater
level (Dubey, 2009). However, presence of T. gondii in various tis-
sues can be dependent on the duration of the infection. Verhelst
et al. (2011) observed a clearance of the parasite in pig tissues af-
ter 6 months of experimental infection. Indirect detection showed
relation with the detection of parasites by mouse bioassay, and the
isolation of T. gondii was found to increase with antibody titer. At
the moment, the detection of T. gondii is impossible by currently
practiced meat inspection, the serology could be used to identify
potentially infected pork. Titer >1:80 may represent a first line
selection that could be used as a screening tool to detect more risk
raw material in order to apply a specific technological treatment to
reduce the risk.

The inactivation of T. gondii during the curing process depends
on the synergistic interaction among salt concentration, matura-
tion time, and temperature of storage (Kijlstra and Jongert, 2008;
Mie et al., 2008).

The main objective of this investigation was to evaluate the ef-
ficiency of the curing process for the inactivation of the parasite
T. gondii. The technological process of curing clearly has evidenced
an effect on the inactivation of T. gondii; differences between fresh
and cured ham are significant both regarding the presence and the
viability of T. gondii. However, the process of curing does not
completely inactivate T. gondii, as the parasite has been detected in
11 of 26 hams analyzed and remained viable in 4 of them. The
viability of T. gondii found in our study was higher than data pre-
viously obtained (1.5%—4.8%) (Gomez-Samblas et al, 2015;
Warnekulasuriya et al., 1998). However, it must be taken into ac-
count that the mentioned studies were performed with commer-
cial samples whose previous serological status was unknown.

Some studies indicate that inactivation of T. gondii may be
dependent on the time of curing (Bayarri et al, 2010; Gomez-
Samblas et al,, 2016). In this assay, the viability seems higher in
hams of 9 months of curing than in those of 12 months, in which
the parasite viability was confirmed only in one ham. The risk
assessment depends not only on the viability of T. gondii but also on
the quantity of the parasite present in the cured product. Levels
detected in cured meats in the United Kingdom were estimated at
5 x 10° bradyzoites per gram (Warnekulasuriya et al., 1998), and
the researchers concluded that there were sufficient T. gondii bra-
dyzoites to cause infection after consumption of a normal portion
of cured meat. Levels detected in cured hams in our work were
estimated between 23.3 and 153.3 parasites per gram, that is a
lower burden. Nevertheless, there is a reduction of the risk but not a
complete elimination of risk and there is likelihood of cured meat
drying for 9 or 12 months containing viable cysts. Our results
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Table 3
Physicochemical parameters of cured hams.

Pig Haunch Cured ham Weight loss Curing Nitrates Nitrites Moisture aw pH NaCl Fat content (%)
weight (Kg) weight (Kg) (%) time (months) (mg/Kg) (mg/Kg) content (%) (%)

1 12.98 8.66 33.28 12 82 74 51.1 0916 5.80 3.6 45
2 12.6 8.17 35.16 12 <50 90 53.2 0.894 5.90 3.7 4.7
3 13.16 8.42 36.02 12 <50 426 53.1 0914 5.85 3.2 5.1
4 14.76 10.14 31.30 12 53 53.8 55.2 0.909 5.95 2.7 5.7
5 13.66 8.96 34.41 12 <50 54.2 55.1 0.897 5.70 2.8 7.4
6 12.64 8.21 35.05 9 83 <6 58.0 0.933 5.90 25 55
7 10.57 6.44 39.07 9 81 <6 55.7 0.945 5.55 3.9 34
8 13.72 10.05 26.75 9 48 <6 59.2 0.939 5.80 24 59
9 123 7.58 38.37 12 <50 58.6 55.4 0.889 5.85 2.8 4.5
10 14.76 9.8 33.60 12 <50 79 533 0.898 5.80 31 5.0
11 12.76 8.24 35.42 12 <50 66 55.1 0.901 5.80 2.6 3.8
12 129 8.32 35.50 12 <50 73 54.6 0.902 6.00 25 39
13 12.07 7.05 41.59 12 74 34.6 50.3 0.893 5.65 3.0 7.3
14 14.24 7.83 45.01 12 <50 63 54.3 0.887 6.05 4.6 3.8
15 15.01 9.97 33.58 9 59 <6 59.9 0.950 5.75 2.5 33
16 11.62 7.84 32.53 9 70 <6 59.1 0.948 5.75 34 5.1
17 122 7.18 41.15 9 73 <6 493 0.948 5.75 34 49
18 12.89 8.46 34.37 12 69 <6 54.8 0.929 5.90 2.9 39
19 11.14 6.67 40.13 9 81 <6 54.2 0.926 5.95 3.0 53
20 8.59 5.23 39.12 9 108 <6 495 0.932 5.90 3.8 6.4
21 11.36 7.11 37.41 9 77 7.8 53.9 0.934 5.90 29 53
22 12.13 7.72 36.36 9 82 <6 55.5 0.936 5.65 3.2 6.2
23 12.01 7.37 38.63 9 78 <6 53.9 0.940 5.75 29 5.2
24 12.92 8.76 32.20 9 70 6.7 57.6 0.942 5.75 33 5.4
25 12.72 7.83 38.44 9 74 <6 50.5 0.931 6.00 34 6.4
26 12.04 8.07 32.97 9 64 <6 58.6 0.942 5.75 2.7 3.6
27 11.85 6.78 42.78 12 84 <6 474 0.903 5.90 38 33
28 12.75 7.35 42.35 12 92 <6 49.1 0.920 5.80 4.0 42
29 9.49 5.13 45.94 12 74 <6 46.3 0.879 5.80 3.9 35
30 13.14 8.83 32.80 12 72 <6 50.2 0.882 5.95 31 8.5
31 11.48 7.0 39.02 12 68 <6 54.3 0918 5.95 33 3.8
32 12.05 7.89 34.52 12 86 <6 54.8 0.925 5.80 29 7.5
33 12.76 8.35 34.56 12 <50 58.7 52.0 0.903 5.85 2.9 6.3
34 104 6.58 36.73 9 83 <6 53.0 0.937 5.75 29 3.2
35 14.76 10.36 29.81 9 52 <6 55.9 0.942 5.80 2.2 53
36 11.93 8.10 32.10 9 79 <6 49.7 0.947 5.80 33 4.9
37 122 7.88 35.41 9 77 104 54.3 0.934 5.80 31 5.2
38 11.09 7.83 29.40 9 58 24 52.6 0.937 5.95 3.6 5.8
39 143 9.98 30.21 9 85 <6 485 0.948 5.75 2.3 43
40 12.86 9.0 30.02 9 91 <6 59.4 0.949 5.60 21 54
41 125 8.14 34.88 12 97 <6 55.4 0.927 5.85 3.0 6

suggest that, from a food safety point of view, it is better to
consume cured ham with periods of curing higher than 12 months.
Moreover, according to results reported by Bayarri et al. (2010), 14
months of curing time matches the loss of T. gondii viability.

Another goal of this study was to test the physical and chemical
parameters such as water activity, content of salt (NaCl, nitrate,
nitrite), pH and fat content, in order to evaluate their influence on
T. gondii bradyzoites survival. As far as we know previous studies
lacked or reported limited information on meat product charac-
teristics and their relationship with the viability of T. gondii in cured
ham. In this context, the study of Gomez-Samblas et al. (2016)
should be mentioned as they analyzed some physicochemical pa-
rameters (water activity, salt content, and pH).

Raising the salt concentration or the temperature leads to
inactivation of the parasite (Kijlstra and Jongert, 2008; Mie et al.,
2008). However, occasionally some tissue cysts may survive the
curing process (Gomez-Samblas et al, 2015; Warnekulasuriya
et al, 1998). It has also been reported that salting does not
necessarily kill tissue cysts; in fact, the presence of viable T. gondii
organisms in commercially cured meat was recently described in a
study carried out in Spain (Gomez-Samblas et al., 2015). However,
the lack of information about the salt concentration, period of
curing and other commonly used parameters in meat industry,
such as water activity and pH, make the comparison rather
difficult.

Sodium chloride is used in the curing process for its effect on
flavor, water activity, and preservation of final product. The salt
concentration will always increase during maturation due to the
loss of water. Sodium nitrate and potassium nitrate induce color
development in cured meat products and are used when drying is
a long term process. Nitrates also reduce water activity. To be
effective, reduction of nitrates to nitrites under the influence of
bacterial enzymes is required, and this is a time-consuming pro-
cess. Nitrites affect the color and flavor of the product and aid in
its preservation (Guo et al, 2015). There is currently little
knowledge about the effects of the nitrates and nitrites on the
inactivation of T. gondii. These may, themselves or in combination,
provide further interventions for the reduction of T. gondii in the
final product (Mie et al., 2008). The loss of viability of T. gondii
during the curing process may be due to the dehydration suffered.
Meat loses weight during drying and the increase in the concen-
tration of NaCl and other electrolytes may affect the viability of the
protozoan cysts (Dubey, 1997; Mie et al., 2008; Sommer et al.,
1965; Work, 1968). Likewise, the buildup of peroxides, together
with the free fatty acids and their detergent effect (Ventanas,
2001), may alter the membrane of cysts and protozoan brady-
zoites resulting in a loss of infectivity. The dehydration, the dry
environment and the buildup of free fatty acids reach their
maximum levels after around 14—15 months in the drying shed
(Gomez-Samblas et al., 2015). This could explain the need of
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curing for times longer than 12 months to ensure the inactivation
of T. gondii.

Bayarri et al. (2010) evaluated cured ham made in the traditional
manner, and indicated that the final curing salt concentration of
3.9% NaCl, 25 mg/kg nitrate, and 3 mg/kg nitrite as well as the
duration of the curing period (14 months) inactivate T. gondii.
Recently, Gomez-Samblas et al. (2016) studied different ham curing
treatments, and observed that the parasite was still viable after 5
months in the samples with the lowest NaCl content. Neumayerova
etal.(2014) analyzed vacuum packed goat meat and concluded that
2.5% initial amount of sodium nitrite was effective in killing T. gondii
cysts in 14 days; this time is much shorter than the usual curing
time. These authors also report that the following physical and
chemical parameters are lethal for the parasite: 0.960 + 0.002 meat
aw, 1.856% + 0.70% salt content and 5.825 + 0.008 pH. However, in
our study we detected viable parasites in a final product with a
lower ay (0.903—0.942) and a higher salt concentration (NaCl
2.7-2.9), and no relation was found between viability of T. gondii
and water activity and content of salt (NaCl, nitrate, nitrite). Neither
relation was found between viability and pH. During curing, the pH
usually falls, while dehydration is achieved by keeping the product
under controlled temperature and humidity, this drop in pH is
unlikely to have an impact on the viability of the tissue cyst, which
has been reported to be resistant at pH < 1.0 (Dubey, 1998).
Apparently, this product’s high salt content, pH and low water ac-
tivity is not completely amenable for T. gondii bradyzoite survival.
When the hams are rubbed with the salting mix we assume that
salt is able to penetrate the raw meat effectively and results in a
homogeneous concentration lethal to T. gondii bradyzoites. How-
ever, there may be areas where lethal concentrations of salts have
not been distributed evenly or were unable to exert its effect on the
bradyzoites because they are protected by the cyst wall. An
important function of the cyst wall and matrix is to protect bra-
dyzoites from harsh environmental conditions such as dehydration
(Weiss and Kim, 2007). In addition, fat may protect tissue cysts
from the effects of salt, and in this sense, it should be noted that in
cured hams an association between loss of viability of T. gondii and
lower fat content was found. To date no investigation of this specific
issue has been published.

A possible limitation of our study is that although we use both
hind legs, we cannot guarantee that both pieces are identical in
parasite load. In fact, detection of the parasite in a leg does not
ensure its detection in the other and, reciprocally no parasite
detection in the fresh ham does not ensure that the cured ham will
be free of the parasite. This is especially important in studies, such
as ours, in which naturally infected animals are used and, partic-
ularly, when parasitism levels are low.

In conclusion, a high number of seropositive pigs had Toxo-
plasma tissues cysts in the raw ham although the parasite burden
was low. We observe that time of curing significantly contributed
to T. gondii cyst survival; nevertheless curing during 12 months
resulted in the reduction but not in a complete elimination of the
risk. Thus, from a public health point of view, under the condi-
tions of this study it is safer to consume dry-cured ham
with times of curing higher than 12 months. Furthermore, we did
not identify any variable with significant influence on the pres-
ence and viability of T. gondii in cured ham and further research
is required to validate combinations of salt concentration, and
time of curing as a critical control points. We can also
conclude that there is urgent need for further development and
standardization of methods for the testing of the pathogen sur-
vival in dry-cured meat products. It is desirable to avoid animal
experimentation and development of sensitive viability assays
that are not based on the use of experimental animals would be
valuable.
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