Trabajo Fin de Grado

Toxoplasma gondii en carne de ganado ovino
Toxoplasma gondii in ovine meat

Autor/es

Amalia Xia Garcia Garcia

Director/es

Maria Jesus Gracia Salinas
Juan Antonio Castillo Hernandez

Facultad de Veterinaria
2020




Toxoplasma gondii en carne de ganado ovino

Indice

RESUMIEBIN ...t e et e e e st e e b e e e e e e e aanaas 1
a1 dgeTo [U1o/ol o] o FNRR T PP P PP PP PPPPPPPPPPNE 2
2.1, Toxoplasma goNndii.............cccouuiiiiiiiii 2
2.2, Ciclo biolOZICO cooiiiiiieiiecc 3
2.3, TrANSMUISION ...eeiiiiiieeetiee ettt ettt e et e s st e s s e e s e e e s s nreee e e 6
2.4, TOXOPIASMOSIS coiiiieiiiieeeeee e 7
2.5. Toxoplasma gondii en ganado OVINO .........ccceviiiiiiiiiii 10
Justificacion ¥ 0bJetiVOS ..ccceeeeeeeeeeeeeeeeeee 14
MeEtodolOgia...cccce e e, 14
4.1. ReVvision bibliografiCa.........uueeeee s 14
4.3. Deteccidn de T. gondii €N CAIMNE ........uuuuuuuuuuueeeee s 15

4.3.1. MUESTIAS ..euuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 15

4.3.2. DigeStiON PEPSICA .uuuuuuruuuuuuuiiiiiiiiit s 15

4.3.3. EXracCion de ADN .....ccooiuiiiiiiiiiee ettt ettt e st e s s 18

4.3.4, Optimizacién de la PCR a tiempo real (QPCR) ....uuuuueiiiiicccceccece e 20
Resultados ¥ diSCUSION.....cccoeeeeeeee e, 21
CONCIUSIONES ..eiiieeiee ettt ettt et e e sttt e e st e e s sabe e e e saabb et e s snreeeesnnes 24
Valoracion PEIrSONAL.........uueuuuueeeiieiii e aan 25

Bibliografia.....cccoeeeeeeee e 26



Toxoplasma gondii en carne de ganado ovino

1. Resumen

La toxoplasmosis es una enfermedad de caracter zoondtico provocada por Toxoplasma
gondii, un parasito intracelular con una amplia distribucién mundial pues, se estima que un 25-
30% de la poblacién humana es seropositiva. Puede diseminarse rdpidamente por el
organismo alcanzando lugares donde la respuesta inmune es limitada, como es el tejido
nervioso, muscular y cardiaco, provocando lesiones como coriorretinitis o meningoencefalitis,
ademas de posibles desdrdenes como la esquizofrenia o el trastorno bipolar. A su vez, es capaz
de transmitirse de madre a hijo y puede generar abortos durante el embarazo o lesiones

importantes en los fetos.

En el presente Trabajo de Fin de Grado se realiza una revision bibliografica de T. gondii y la
toxoplasmosis, haciendo hincapié en la presencia de T. gondii en carne de ganado ovino. Con
el fin de conocer la prevalencia en carne de esta especie en Espafia, se han analizado 56
muestras de tejido muscular y se ha empleado la técnica qPCR para determinar la presencia de
ADN del parasito. El 21'4% de las muestras analizadas estaban parasitadas, lo que demuestra

gue el consumo de carne contaminada puede suponer un riesgo para la salud.

Abstract

Toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by Toxoplasma gondii, an intracellular
parasite which presents a worldwide spread, since it is estimated that 25-30% of human
population is seropositive to T. gondii. It is able to spread through its host, reaching some
places where the immune response is limited, such as nerve, muscle and cardiac muscle
tissues. Because of this, it can produce chorioretinitis or meningoencephalitis, apart from
some possible psychiatric disturbances like schizophrenia or bipolar disorder. Furthermore, it is
possible a vertical transmission, in other words: infection can be passed to a developing baby if
the mother becomes infected while pregnant. It can cause abortion or serious lesions to the

foetus.

In this Final Degree Project general approach of T. gondii and toxoplasmosis is carried out,
emphasizing the presence of T. gondii in ovine meat. In order to know the prevalence in meat
of this species in Spain, 56 samples of muscle tissue have been analyzed and the qPCR
technique has been used to determine the T. gondii DNA. The 21'4% of the analyzed samples
were parasited, which shows that consumption of contaminated meat can be an important risk

for human health.
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2. Introduccién

2.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es el parasito responsable de la toxoplasmosis, aunque raramente
produce el desarrollo de enfermedad severa en personas inmunocompetentes. No obstante,
existen situaciones en las que si puede generar una patologia grave en fetos y recién nacidos
infectados congénitamente; y en pacientes inmunocomprometidos (Robert-Gangneux et al.,
2015; Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019). Este pardsito presenta una amplia distribucién a
nivel mundial, pues se conoce que un 25-30% de la poblacion estd infectada (Robert-

Gangneux, 2014).

T. gondii fue descrito por primera vez en 1908 por Seplendore en Brasil, y por Nicolle y
Manceaux en Africa (Pérez et al., 2011). Estos Ultimos aislaron el agente de células
mononucleares del bazo e higado de Ctenodactylus gundi, un roedor africano, mientras que,
Seplendore, lo descubri6 en un conejo de laboratorio (Dubey, 2010). En cuanto a su
clasificacién taxondmica, en la actualidad se incluye en el reino Protista, subreino Protozoa,
Phylum Apicomplexa, clase Sporozoasida, sub-clase Coccidia, orden Eucoccidiorida, sub-orden
Eimeria, familia Sarcocystidae, género Toxoplasma, especie T. gondii (Artigas & Amores, 2012).
Inicialmente se diferenciaron nueve especies en funcién del tipo de hospedador: T. alencari, T.
bahiensis, T. brumpti, T. colubri, T. gondii, T. hammondi, T. pardalis, T. ranae y T. serpai. No
obstante, afios después se comprobé que todas estas especies compartian el mismo ciclo
biolégico y las mismas caracteristicas inmunoldgicas, por lo que se agruparon todas en una

misma especie: T. gondii (Weiss & Kim, 2013).

T. gondii ha sido descrito en mds de 350 especies y su prevalencia esta ligada a la
proporcién de felinos existentes en un determinado territorio (Robert-Gangneux, 2014). Esto
le otorga una amplia distribucién a nivel mundial (Alcaino y Gorman, 2013), ya que se estima
gue un tercio de la poblacién se encuentra infectada con T. gondii, cuya prevalencia varia
segln la edad de la poblacién, los habitos culturales y la localizacion geografica pues, en las
areas con climas mas calidos existe un menor niumero de casos por toxoplasmosis (Kim &

Kasper, 2015; Bayani et al., 2019).
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2.2. Ciclo bioldgico

En el ciclo bioldgico de T. gondii hay tres estadios (Grandia, Entrena y Cruz, 2013; Jones

& Dubey, 2010):

Taquizoito: Del griego “Tachos”, que significa “velocidad”, haciendo referencia a la
rapidez con la que se multiplica en las células del hospedador (Frenkel, 1973).
Tiene forma arqueada, semilunar, cuyas dimensiones abarcan los 2-3 um de ancho
y los 5-7 um de largo (Fig. 1A) (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019). Presenta un
nucleo verdadero, mitocondria, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y una
serie de organulos particulares necesarios para la penetracién celular, tales como:
el conoide, las micronemas, las roptrias y los microtubulos. Para su reproduccién
necesita un medio intracelular, por lo que invaden las células de su huésped
(Artigas & Amores, 2012; Botero y Restrepo, 2012; Hill, Chirukandoth & Dubey,
2005; Dubey, Lindsay & Speer, 1998). Los taquizoitos se caracterizan por formar

rosetas (Figura 2) y lisar la célula (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019).

Figura 2: Tincion de Giemsa de dos rosetas formadas por taquizoitos en un macréfago.
Extraido de: (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019).

Esporozoito: Se encuentran en los ooquistes esporulados (Figura 1B). Cada uno de
éstos contiene dos esporoquistes, que a su vez presentan cuatro esporozoitos en

su interior (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019).

Bradizoito: Del griego “Brady”, que significa “lento”, haciendo referencia a que se
multiplican a menor velocidad que los taquizoitos (Frenkel, 1973). Presentan una
forma de media luna y miden 7 x 1.5um aproximadamente. Forman quistes
tisulares (Figura 1C), que pueden contener mas de 1000 bradizoitos, y tienden a
desarrollarse en el tejido nervioso, donde alcanza un diametro de 50-70um, y en
tejido muscular, llegando a medir 100um de longitud. También se han visto quistes
tisulares en pulmones, higado y rifiones (Dubey, Lindsay & Speer, 1998; Sinai, Knoll

& Weiss, 2020).
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Figura 1. Los tres estadios de T. gondii. A) Taquizoito. B) Ooquiste esporulado. Se observan cuatro
esporozoitos dentro de uno de los esporoquiste. C) Quiste tisular con varios bradizoitos en su interior.
Extraido de: Dubey, Lindsay & Speer, 1998.

T. gondii presenta un ciclo heteroxeno, es decir, en él intervienen varios hospedadores
(Palmezano, Plazas & Rojas, 2015), y cuenta con dos fases diferenciadas que incluyen una
sexual en el gato, el hospedador definitivo, y otra asexual que tiene lugar en animales de

sangre caliente (Yan et al., 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Esquematizacion de la transmision y el ciclo de T. gondii. Extraido de: (Montoya, Boothroyd &
Kovacs. 2019).
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El hospedador definitivo ingiere alimentos contaminados con ooquiste o quistes
tisulares que contienen bradizoitos, cuya pared es disuelta por la accién de las enzimas
proteoliticas digestivas. Los esporozoitos y bradizoitos son liberados y penetran en el epitelio
intestinal, donde desarrollan numerosas generaciones mediante esquizogonias o merogonias y
se diferencian a formas sexuadas (Botero y Restrepo, 2012). Como resultado, se liberan
merozoitos que inician la formacién de los gametos a partir de los 3 dias posinfeccion (p.i.),
aunque puede variar e iniciarse hasta 15 dias p.i. Los microgametos masculinos penetran los
macrogametos femeninos y forman cigotos que, posteriormente, se transforman en ooquistes
no esporulados. Estos salen al lumen intestinal y son expulsados al exterior a través de las
heces de gato (Kaye, 2011; Sullivan & Jeffers, 2012; Grandia, Entrena y Cruz, 2013) en un
periodo de prepatencia que varia segun la forma infectante que ingiere pues, en el caso de la
ingestion de quistes tisulares o bradizoitos, el periodo es de 3-10 dias; mientras que, si ingiere

ooquistes, el periodo de prepatencia es de, al menos, 18 dias (Dubey, 2006).

Cabe decir que, en el caso del gato, existe la posibilidad de que el parasito se disemine
por todo el organismo, es decir, que se produzca una fase extraintestinal (Botero y Restrepo,

2012).

Una vez en el medio ambiente, los ooquistes esporulan en los cinco primeros dias y
adquieren capacidad infectante para los hospedadores intermediarios, en los que ocurre la
fase asexual (Grandia, Entrena y Cruz, 2013). Tras la ingesta de alimentos contaminados con
estos ooquistes, los esporozoitos son liberados e invaden tejidos tales como el endotelio
vascular, los fibroblastos, las células mononucleadas y los leucocitos segmentados. Es alli
donde se transforman en taquizoitos y sufren una multiplicacién por endodiogenia, es decir, a
partir de una célula original, se originan dos células hijas (Sullivan & lJeffers, 2012). Este
proceso finaliza cuando la célula se lisa, liberando de esta manera entre 64 y 128 taquizoitos
por cada célula (Black & Boothroyd, 2000) al torrente sanguineo, diseminandose asi por todo
el organismo y desencadenando la fase de parasitemia. Al iniciarse la respuesta inmune, los
taquizoitos se transforman en bradizoitos, que se multiplican lentamente hasta dar lugar a
quistes tisulares durante la fase crénica de la enfermedad (Diaz et al, 2010), también
denominado ciclo quistico (Botero y Restrepo, 2012). Estos quistes se localizan
mayoritariamente en tejido nervioso, éseo, cardiaco y muscular dado que la respuesta inmune
es limitada en esos sitios; y son importantes porque hacen posible la transmision del parasito

entre animales carnivoros ya que, al ingerir carne infectada, los bradizoitos penetran en el
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intestino de los hospedadores y evolucionan nuevamente a taquizoitos (Diaz et al., 2010;

Weilhammer et al., 2012; Palmezano, Plazas & Rojas, 2015; Dubey, 2020;).

Cabe destacar que, en este tipo de hospedadores, nunca tiene lugar la fase sexuada en
el intestino, ergo, no se desarrollan ooquistes ni son expulsados al medio ambiente (Botero y
Restrepo, 2012). Por tanto, este ciclo presenta tres fases: enteroepitelial, en el hospedador
definitivo; extraintestinal, tanto en los seres humanos como en las aves y otros mamiferos de
sangre caliente tales como los felinos; y esporogdnica, que se produce en el medio ambiente

(Grandia, Entrena y Cruz, 2013; Palmezano, Plazas & Rojas, 2015).

2.3. Transmision

La ingestién de carne de mamifero o de ave cruda o insuficientemente cocinada que
contiene quistes con bradizoitos, y la ingestién de comida y agua contaminadas con ooquistes
esporulados, constituyen las principales fuentes de infeccién para el ser humano por el
parasito T. gondii (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019). La carne es el modo de transmision
qgue predomina en los paises desarrollados, por ejemplo, en Europa supone el 30-63% de los
casos y en Francia, el consumo de carne de cordero es un factor de riesgo considerable (Dardé

& Peyron, 2013).

Otra via de transmision es la vertical, que implica que los taquizoitos son capaces de
atravesar la barrera placentaria (Pérez et al., 2011). La transmisidn congénita tiene lugar
cuando una mujer seronegativa se infecta durante el embarazo, aunque también es posible en
el caso de que una mujer seropositiva gestante esté inmunodeprimida, pues en dicha situacion
se puede reactivar la toxoplasmosis, ya que los bradizoitos contenidos en quistes pasan a tener
las caracteristicas invasivas de los taquizoitos (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019). Esta via

de transmisidn vertical también se produce en ratones y pequefios rumiantes (Hide, 2016).

A su vez, existe la transmisidn a través del trasplante de un érgano infectado o de la
transfusion de sangre contaminada (Montoya, Boothroyd & Kovacs. 2019). Si la persona que
recibe el érgano trasplantado infectado no ha tenido previamente contacto con el parasito,
existe una mayor probabilidad de que se reactiven los bradizoitos contenidos en éste y que,
por tanto, desarrolle la enfermedad. Cabe decir que estos pacientes estan inmunodeprimidos,

ergo, son mas susceptibles a las consecuencias de la toxoplasmosis (Pérez et al., 2011).
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Por ultimo, aunque menos estudiadas, estdn la transmisién sexual, la transmisién
mediante transmisores mecdanicos (perros, moluscos y artrépodos) y la transmisién por

inhalacion de ooquistes aerosolizados (Pérez et al, 2011).

2.4. Toxoplasmosis

En funcion de las manifestaciones clinicas, se puede distinguir tres situaciones:
1. INFECCION PRIMARIA EN LA PERSONA CON BUENA RESPUESTA INMUNITARIA

La mayoria de las infecciones agudas son asintomaticas. El 10-20% presentan sintomas
después de un periodo de incubacion de 1-2 semanas, los cuales comprenden fiebre leve,
cefalea, malestar, irritacion faringea, mialgia, exantema, hepatoesplenomegalia o
linfadenopatia, que es la manifestacion mas frecuente, pues en el 20-30% de los casos los
pacientes la muestran, y puede persistir durante semanas o meses. Asimismo, en menor
medida puede manifestarse con retinocoroiditis, ceguera, neumonitis, polimiositis,
meningoencefalitis, hepatitis o miocarditis. También se ha observado que los quistes tisulares
pueden provocar una reaccion de hipersensibilidad cuando se rompen (Botero y Restrepo,
2012). A su vez, se ha sefialado la posible relacidn entre la toxoplasmosis y el desarrollo de
trastornos psiquidtricos como pueden ser la esquizofrenia y el trastorno bipolar. En la mayoria
de los pacientes no inmunocomprometidos se produce la recuperaciéon espontdanea en unos

meses (Mondragén y Muiiiz, 2009; Carod, 2014; Kim & Kasper, 2015; Rosenthal, 2017).

2. INFECCION CONGENITA

La infeccidon congénita ocurre como resultado de la transmisién de T. gondii durante el
embarazo en una mujer que carece de inmunidad frente al parasito. La infeccién fetal se
genera en el 30-50% de los casos, aunque el riesgo varia segun la edad gestacional en la que se

encuentra la madre cuando se produce la infeccion (Tabla 1).

‘ Trimestre Riesgo de infeccidn fetal

Primero 10-25%
Segundo 30-50%
Tercero > 60%

Tabla 1. Correlacién entre el trimestre de embarazo y el riesgo de infeccion fetal. Extraido de:

(Rosenthal, 2017).
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No obstante, la intensidad clinica del trastorno que puede afectar al feto disminuye
conforme avanza el embarazo por lo que, si la infeccién se produce al principio, lo que puede
provocar es un aborto espontdneo, mortinatos o enfermedad neonatal grave que implica
sintomas neuroldgicos, que incluyen convulsiones, retraso psicomotor, sordera e hidrocefalia o
microcefalia, y calcificaciones intracraneales. A su vez, puede haber retinocoroiditis y otras
lesiones oculares que comprometen la visidn. Las manifestaciones sistémicas son las mismas
gue en la infeccion aguda de pacientes inmunocompetentes, aunque puede producir ictericia,
vomitos, diarreas e hipotermia, en vez de fiebre. Por otro lado, si la infeccidon sucede cuando la
gestacion esta en estado avanzado, es menos frecuente que produzca afecciones graves, pues
la mayoria de los lactantes nacen sin presentar manifestaciones clinicas, aunque cabe la
posibilidad de que desarrollen ciertas anomalias con el transcurso del tiempo, entre ellas, la
mas comun es la retinocoroiditis. Esta manifestacion de la toxoplasmosis congénita se
caracteriza por mostrar dolor, fotofobia y alteraciones visuales, aunque raramente evoluciona
a glaucoma o produce ceguera. También puede ir acompainada de uveitis. Se presenta con
mayor frecuencia en adolescentes o adultos jévenes, aunque también se desarrolla en
personas que adquieren la infeccion muy al inicio de la vida (Kim & Kasper, 2015; Rosenthal,
2017; Cunningham et al., 2019). En Francia y en Austria, el examen rutinario en embarazadas
ha contribuido a la disminuciéon de la incidencia de la toxoplasmosis congénita (Cunningham et

al., 2019).

3. ENFERMEDAD EN INDIVIDUOS CON INMUNODEPRESION

Los individuos con sida, cancer o que reciben farmacos inmunodepresores, son los mas
susceptibles a sufrir esta enfermedad, pues su condicidn favorece a la reactivacion de una
infeccidn latente o a la infeccién a través de una transfusién de sangre o un trasplante de
organos. En enfermos con sida, la toxoplasmosis supone la enfermedad oportunista mas
habitual del sistema nervioso central. El cuadro clinico mas frecuente es el de una encefalitis,
cuya presentacién, por lo general, es en forma subaguda acompafiada de fiebre, cefalea,
alteracion del estado mental, manifestaciones neuroldgicas focales y lesiones cerebrales
necrosantes. Por otra parte, las manifestaciones menos habituales de toxoplasmosis en estos
pacientes son la coriorretinitis, con dolor ocular y alteraciones visuales; y la neumonitis, con
fiebre, tos y disnea. Los sujetos con neoplasias malignas hematoldgicas o que reciben

tratamiento con inmunodepresores, padecen una toxoplasmosis similar a la de las personas
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con sida, pero con la diferencia de que los sintomas mas frecuentes son la neumonitis y la

miocarditis (Tierney, Saint & Whooley, 2011; Kim & Kasper, 2015; Rosenthal, 2017).

Para llevar a cabo el diagndstico, se utilizan pruebas que incluyen cultivos, asi como su
aislamiento en sangre o liquidos corporales, ya sea a través de la identificacién del parasito en
muestras de tejido, de quistes en la placenta o tejidos fetales. También se hace uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite amplificar in vitro selectivamente un
segmento especifico de acido desoxirribonucleico (ADN) del parasito. Es importante tener en
cuenta que la presencia del parasito en liquidos corporales indica una infeccion aguda,
mientras que su aislamiento en muestras de tejido refleja la presencia de quistes tisulares,
indicando un proceso cronico (Dominguez, Winberg & Levin, 2010; Tierney, Saint & Whooley,
2011; Tamay de Dios, Ibarra y Velasquillo, 2013; Kim & Kasper, 2015; Rosenthal, 2017). Por
otra parte, el diagndstico seroldgico es el mas utilizado. Los anticuerpos IgG, medidos con la
prueba de pigmento de Sabin-Feldman, inmunofluorescencia indirecta, enzimoinmunoanalisis
de adsorcion (ELISA) o aglutinacidn de particulas, se vuelven detectables 1-3 semanas después
de la infeccidn, y alcanzan su nivel maximo 1-2 meses después, tras el cual sufren una caida
hasta un nivel basal que persiste toda la vida. En cuanto a los anticuerpos IgM, aparecen antes,
pero disminuyen con mayor rapidez, por lo que es necesario medir sus niveles junto con el
valor IgG para determinar cuando se produjo la infeccién. Por ultimo, el diagndstico de la
infeccion congénita requiere una combinacién de ecografia y PCR de liquido amnidtico o
prueba seroldgica de la sangre del corddn, aunque la segunda es muy sensible y conlleva
menos riesgos que la puncion del cordén (Dominguez, Winberg & Levin, 2010; Kim & Kasper,

2015).

Generalmente las personas inmunocompetentes se recuperan sin la necesidad de
tratamiento, pero cuando la infeccion es grave, se opta por administrar pirimetamina,
sulfadiazina y leucovorina (acido félico) durante 12 meses, en el caso de los recién nacidos con
toxoplasmosis congénita, y al menos durante 4-6 semanas en pacientes
inmunocomprometidos. Para embarazadas se recomienda el uso de espiramicina, un
antibidtico, cuando la infeccién es adquirida, diagnosticada antes de la semana 18 de
embarazo y no hay sospechas de que el feto la haya adquirido. En el caso de que se adquiera a
partir de la semana 18 o existan sospechas de que el feto tiene la infeccidn, se utilizan los otros
medicamentos mencionados anteriormente (Centers for Disease Control and Prevention,

2018).

Para la prevencion, es importante tener en cuenta que el parasito es susceptible de

morir a 65 °C, por lo que la correcta coccion de los alimentos, y la pasteurizacion en el caso de
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la leche, es un buen método para prevenir la infeccién (Lundén & Uggla, 1992). Los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) recomiendan utilizar un termémetro para alimentos con
el fin de asegurarse de que la carne esta bien cocinada, asi como pelar y lavar bien la frutay la
verdura antes de consumirlas. Para trozos de carne enteros (excepto aves de corral), se debe
cocinar al menos a 63 °C, asegurandose de que se alcanza esa temperatura en el centro de la
pieza, y hay que dejarlas reposar al menos 3 minutos antes de cortarla y consumirla para
garantizar la destruccion del parasito. Para carne picada (excepto aves de corral), se debe
cocinar al menos a 71 °C y no necesita tiempos de reposo. En cuanto a la carne de ave, debe
cocinarse a mds de 74 °C y debe dejarse reposar durante 3 minutos también; en el caso del
mulso, debe alcanzarse una temperatura de 82 °C. Por otra parte, la congelacidén de la carne a
una temperatura inferior a -20 °C durante al menos 3 dias ayuda a disminuir el riesgo de
infeccidn. La refrigeracidn normal no es un método eficaz, al igual que el microondas, puesto

gue calienta el alimento de manera irregular (CDC, 2018; Mirza et al., 2018).

2.5. Toxoplasma gondii en ganado ovino

T. gondii en ganado ovino se caracteriza por producir problemas reproductivos y
abortos, asi como la reduccidn total o parcial de la produccién de leche, lo que conlleva a
grandes pérdidas econdmicas (Dubey, 2020) pues, se calcula que el 10-25% de los abortos en
Europa y Estados Unidos, y el 3-54% en Sudamérica, se deben a esta patologia. A su vez,
existen otros dos factores que ocasionan costes econdmicos: las medidas de prevencidn, a
través de la vacunacion (Carson, 2018), y los servicios veterinarios, en los que se incluyen el
tratamiento de los animales afectados, el diagndstico laboratorial, la extraccion de los
corderos momificados, el tratamiento para los problemas de fertilidad, etc. (Stelzera et al.,
2019). Por ejemplo, Freyre et al. (1997) observan en su estudio que se produce una pérdida
anual de 1’4-4’68M USS en Uruguay mientras que, por su parte, Bennett & ljpelaar (2005)
determinan que en Gran Bretafia se pierden 12'3M £ al afio por la toxoplasmosis. A su vez,
Ryan O’Handley realiza un estudio en Australia Meridional que estima una pérdida de 70M
AUS en 2017 (Fowler, 2017). En el caso de la Unidn Europea, se estima que la toxoplasmosis
ovina produce aborto en 680000-1360000 ovejas. Para cuantificar el impacto econémico que
puede conllevar, en el afio 2017 se realiza un estudio en una explotacidn lechera situada en
Palencia y se llega a la conclusién de que se pueden perder mas de 100€ por aborto, por lo que

las pérdidas econdmicas son considerables (Gutiérrez-Expdsito et al., 2018).
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Cuando la toxoplasmosis es adquirida a través de la ingesta de ooquistes esporulados,
se observa fiebre y pérdida de apetito a los 3-6 dias p.i., mientras que, en la toxoplasmosis
congénita, la gravedad de la clinica depende del momento de la gestacién en el que se

encuentra la madre cuando se produce la infeccion (Stelzera et al., 2019).

Se han encontrado anticuerpos para T. gondii en ovejas de todo el mundo, mds en
adultas que en corderos. Se utilizan pruebas seroldgicas que incluyen el test ELISA, el test de
diagndstico indirecto por inmunofluorescencia (IFAT) y la prueba de hemaglutinacion indirecta
(IHA) (Glor et al., 2013; Wyrosdick & Schaefer, 2015), aunque la que ha demostrado tener

mayor sensibilidad es el test de aglutinacion modificada (MAT) (Satbige, 2016).

Los estudios de seroprevalencia realizados en ganado ovino en diversos paises indican
una alta presencia del pardsito. Por ejemplo, en Europa se ha observado una alta
seroprevalencia de T. gondii en ganado ovino: 48'6% (729/1501) en Grecia (Tzanidakis et al.,
2012); 59'3% en el norte de Italia (Gazzonis et al., 2015); 33'6% en el norte de Portugal (Lopes
et al., 2013); 28’6% segun un estudio realizado en Italia (Gazzonis et al., 2020), que determind
la presencia de anticuerpos frente a Toxoplasma en muestras de jugo de carne procedentes de
227 ovejas mediante la técnica ELISA; 47% en Polonia (Moskwa et al., 2018); 74% (2619/3539)
en Reino Unido (Hutchinson et al., 2011); 23% en los paises nérdicos y del mar baltico (Olsen et
al., 2019); 84’5% en Serbia (Klun et al., 2006); y 41'71% (667/1599) en Estonia (Tagel et al.,
2019). En el caso de Espafia, un estudio realizado por Garcia-Bocanegra et al. (2013) reveld una
prevalencia del 49'3% (248/503) en el sur del pais, aunque en un estudio mas reciente
realizado en la misma zona, se determind un 41'2% (Almeria et al., 2018). Por otro lado, en el

noroeste de Espafia se vio una prevalencia que alcanzaba el 48% (Diaz et al., 2016).

El consumo de carne de ovino y caprino infectada es importante desde el punto de
vista sanitario porque constituye una de las rutas de transmisién mds comunes para el ser
humano. En Europa, se estima que el 17°6% de las enfermedades provocadas por la ingesta de

comida contaminada son debidas a T. gondii (Havelaar et. Al, 2015).

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas moleculares, tales como la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) o PCR cuantiativa, un procedimiento rapido
y con alta sensibilidad que permite cuantificar y detectar de manera especifica a T. gondii en el
tejido (Stelzera et al.,, 2019). La gPCR sigue los mismos principios bdsicos de la PCR, la
diferencia radica en que la deteccién de los productos amplificados ocurre en cada ciclo de Ia
reaccién y, por tanto, no es necesario el uso de gel de agarosa. Asimismo, se puede cuantificar

la cantidad de ADN de la muestra (Tamay de Dios, Ibarra y Velasquillo, 2013). Aunque el
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bioensayo en ratdn o en gato es la prueba de oro para el diagndstico de T. gondii en tejidos, es

un procedimiento caro, requiere mas tiempo que la PCR y conlleva implicaciones éticas

(Opsteegh et al., 2020).

En una investigacidon realizada por Belluco et al. (2016) se recopilaron datos

procedentes de varios estudios sobre la prevalencia en carne de ovino a nivel mundial. Los

continentes con mayores prevalencias son Asia y Africa, con un 33'3% y un 30'7%

respectivamente, seguidos de América (25'8%), Europa (181%) y Oceania (0%). En general se

observa una mayor prevalencia en adultos. Cabe decir que en la actualidad no existen estudios

en Espafia sobre la presencia de T. gondii en carne de ovino.

A continuacién, se exponen datos sobre las prevalencias en tejidos ovinos en varios

paises (Tabla 2):

Prevalencia

Referencia

Continente Pais Edad*
 Adulto
Suiza
Cordero
Irlanda NS
Cordero
Inglaterra  Cordero
Europa Cordero
Escocia NS
Adulto
Francia
Cordero
Portugal NS
Italia NS
Marruecos NS
Adulto
Africa Tunez NS
Adulto
Etiopia NS

3'3% (5/150)

0% (0/100)
3'6% (3/83)
66'67% (6/9)
6'2% (14/226)
10'2% (24/236)
24'9% (80/321)
42% (34/82)
2% (14/315)
17'6% (6/34)
23'1% (15/65)
30% (15/50)
50% (17/34)
20'3% (36/177)
5'7% (4/70)

57'4% (27/47)

(Berger-Schoch et al., 2011)

(Halova et al., 2012)

(Aspinall et al., 2002)

(Mason, Quinnell & Smith, 2010)

(Jackson, Hutchison & Sim, 1987)

(Halos et al., 2010)

(Lopes et al., 2015)
(Gazzonis et al., 2020)
(Belbacha et al., 2004)

(Boughattas et al., 2014)

(Gharbi et al., 2013)

(Khayeche et al., 2013)

(Gebremedhin et al., 2014)




Egipto

Jordania

Irdn

Asia

Turquia

Brasil

Ameérica
México

Estados

Unidos

Oceania Australia

NS

NS

Adulto

Cordero

1-2 anos

> 2 afos

Cordero

2 anos

3 anos

4 afos

NS

NS

NS

NS

NS

Cordero

Cordero
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20'9% (28/134)

32'3% (43/133)

37'5% (21/56)
28% (14/50)
35'29% (6/17)
52'94% (9/17)
25% (4/16)
20% (4/20)
55'5% (35/63)
30% (7/21)
25% (3/12)
25% (1/4)
33% (22/66)
19'5% (16/82)
7'7% (3/39)
7'5% (23/305)
9'2% (8/86)
77'9% (53/68)

0% (0/30)

(Hassanain et al., 2011)
(Abu-Dalbouh et al., 2011)
(Asgari et al., 2010)

(Mahami-Oskouei et al., 2017)

(Azizi et al., 2014)

(Ergin et al., 2009)

(Yildiz et al., 2014)

(da Silva et al., 2011)
(Ragozo et al., 2008)

(da Silva & Langoni, 2001)
(Martinez et al., 2017)
(Jacobs, Remington & Melton, 1960)
(Dubey et al., 2008)

(Rothe, McDonald & Johnson, 1985)

Tabla 2. Prevalencias de T. gondii en carne de ovino en distintos paises.
* Cordero: < 12 meses; Adulto: > 12 meses; NS: edad desconocida

Como método de prevencidn, se debe evitar el acceso de gatos a los sitios donde se

almacena la comida y el agua que se le suministra al ganado, y evitar que transiten zonas en las

gue se encuentran las ovejas, sobre todo si hay hembras gestantes. Asimismo, es

recomendable llevar a cabo el control de roedores. No obstante, estas medidas no son

efectivas para controlar la toxoplasmosis, por lo que habria que combinarlas con la

vacunacion, cuyo objetivo es prevenir la transmisién horizontal. En la actualidad se utiliza una

vacuna atenuada que contiene taquizoitos viables de T. gondii de la cepa S48 (Toxovax™) y
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que aporta proteccion frente a los abortos inducidos por este parasito, asi como una reduccion
en el desarrollo de los quistes tisulares. Sin embargo, existen inconvenientes a la hora de usar
este método puesto que se trata de una vacuna viva, por lo que es susceptible de provocar
enfermedad al ser humano. Los operarios deben ir protegidos y se debe evitar que mujeres
gestantes y personas inmunodeficientes la manejen (Ministerio de Sanidad, Consumo vy
Bienestar Social, 2014; Sanchez-Sanchez et al., 2018). Por otro lado, los farmacos también
parecen ser una buena alternativa para controlar esta infeccién. El tratamiento deberia
centrarse en 3 aspectos: quimioterapia o quimioprofilaxis en las ovejas adultas, tratamiento en

corderos que nacen con toxoplasmosis congénita y tratamiento en el hospedador definitivo.

3. Justificacidn y objetivos

Debido a la importancia que supone la transmisién de T. gondii a través del consumo
de carne y la falta de estudios en Espafia en los que se analice la presencia de dicho parasito en
tejidos ovinos, el objetivo de este TFG ha sido estudiar la prevalencia de T. gondii en tejidos de

ganado ovino mediante qPCR.

4. Metodologia

4.1. Revision bibliografica

Para la realizaciéon de la revision bibliografica de este TFG se ha utilizado como
principal motor de busqueda “Web of Science”, cuyo acceso ha sido proporcionado por la
biblioteca de la Universidad de Zaragoza. Este ha permitido buscar articulos de revistas y
publicaciones de cardcter cientifico en varias bases de datos, tales como SciELO y Pubmed
(éste ultimo, es un recurso de “National Center for Biotechnology Information”). Asimismo, se
ha hecho uso de Google Academic y ScienceDirect para completar la informacién contenida en
el trabajo y contrastar las diferentes fuentes bibliogréficas. También se ha consultado el
manual proporcionado por la OIE sobre animales terrestres, con el fin de extraer datos de
interés sobre la toxoplasmosis. Para estas busquedas, se han empleado términos como
“Toxoplasma gondii”, “Toxoplasma gondii in ovine”, “Toxoplasma gondii in ovine meat” o
“Toxoplasma gondii real time PCR". Se ha llevado a cabo una seleccién de articulos en funcion
del afio en el que se publicaron, dando preferencia a los que han sido publicados mas

recientemente para obtener informacion actualizada sobre el tema. Por otro lado, para el
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apartado de toxoplasmosis en humana, se han utilizado los recursos electrénicos
proporcionados también por la Universidad de Zaragoza, accediendo de esta manera a
AccessMedicina, un recurso médico online de la editorial McGraw-Hill que pone bibliografia

médica a disposicién del alumno.

4.3. Deteccidn de T. gondii en carne

En cuanto a la parte practica de este TFG, ésta se ha llevado a cabo en el laboratorio de
Parasitologia y Enfermedades parasitarias de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza. Las muestras han sido sometidas a una digestion pépsica con el objetivo de liberar al
parasito de los quistes tisulares contenidos en el tejido fresco. Posteriormente se ha procedido
a la extraccidon de ADN vy, a partir de esta muestra, se ha determinado la posible presencia de T.
gondii mediante la técnica gPCR. Por ultimo, se ha utilizado la hoja de cdlculo Excel para el
tratamiento de los datos y se ha realizado una comparacién de los resultados obtenidos con
otros estudios de seroprevalencia realizados en otros paises que evallan la presencia del

parasito en tejidos de ovino.

43.1. Muestras

Se han procesado muestras de tejido muscular procedentes de 56 ovejas sacrificadas
en un matadero de Tomelloso, situado en Ciudad Real, decomisadas por “parasitosis”
(Sarcocystis spp). Los tejidos se reciben en botes (uno por cada animal sacrificado) que estan
en refrigeracion y que corresponden a abdomen, axila y tercio posterior. Se pesan 10 gr de
muestra de cada bote, incluyendo trozos de los tres tipos de musculo mencionados
anteriormente. Se les quita la fascia y la grasa, para evitar que intervengan en la actividad de la
pepsina y se cortan en trozos pequefios. En cada jornada se procesan 8 botes, por lo que se

trabaja con 8 muestras

4.3.2. Digestion pépsica

Este procedimiento tiene como objetivo simular las condiciones fisioldgicas de
digestion de la carne fresca que se producen en el organismo de un animal vivo. Este proceso

provoca la rotura de la pared de los quistes tisulares de T. gondii y la liberacién de los
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bradizoitos de su interior, asi como concentrar la muestra y con ello permitir analizar una

mayor cantidad de tejido.

Los materiales empleados fueron:

Espatula de metal

Morteros

Pipetas de 5 mLy 10 mL
Pipeta de Pasteur
Pipeteador automatico
Pinzas de diseccion y tijeras
Micropipetas

Tubos de Falcon de 50 mL
Tubos de Eppendorf con tapa
Matraces de 500 mLy 1000 mL
Papel Parafilm

Embudos de diametro medio

Gradillas para tubos de 50 mLy para Eppendorf

Los reactivos utilizados fueron:

Solucién de NaCl al 0’85%.
Solucién pépsica
Solucién tampdn fosfato salino (PBS)

Solucidn de Bicarbonato sédico al 1'2%

Los equipos que se usaron fueron:

Bascula

Agitador magnético con y sin calefaccion
Vortex

pHmetro

Centrifuga para tubos de 50 mL
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PROCEDIMIENTO

Se preparan 250 mL de una solucién de NaCl al 0’'85% en un matraz. Para ello se
utilizan 250 mL de agua destilada y se le afiaden 2’1 gr de NaCl. Por otro lado, se preparan 250
mL de solucién pépsica en un matraz aparte. En este caso se emplean 250 mL de agua
destilada, 1’3 gr de pepsina, 2’5 gr de NaCl y 3’5 mL de HCI. Es importante controlar dos
parametros en concreto a la hora de elaborar esta solucién: el pH, pues el éptimo es 1'1-1'2; y
la temperatura, la cual ha de ser de 37 °C, dado que la pepsina es una enzima sensible a

temperaturas mas bajas.

En cuanto a las muestras de tejido muscular, se reciben en botes y se procesan como
se ha comentado anteriormente. Se deposita cada muestra en un mortero y se corta en trozos
de menor tamafio con ayuda de unas pinzas de diseccidon y unas tijeras con el objetivo de
simular la masticacion. Se le afladen 20 mL de NaCl a cada uno y se machaca, vertiendo cada
mezcla resultante en un matraz. Posteriormente se le afiade a acada matraz 20 mL de soluciéon
pépsica y un iman, y se cierra con parafilm y papel de aluminio. Por ultimo, los matraces se

introducen en una estufa a 37 °C sobre agitadores magnéticos durante 30 minutos.

Mientras tanto, se prepara el material para el filtrado: se coloca en una gradilla un
tubo de Falcon de 50 mL por cada muestra y se pone un embudo con filtro por cada tubo. A su
vez, se prepara la solucion de bicarbonato sédico al 1'2%, para la cual se usan 200 mL de agua

destilada y 2’4 gr de NaHCOs. Se mide el pH ya que éste debe ser pH 8’3.

Una vez trascurrido el tiempo en la estufa, se sacan los matraces y se vuelca cada uno
en un embudo con el fin de filtrar el contenido y recogerlo en los tubos de Falcon. Una vez
realizado este paso, se afiaden 25 mL de solucidon de bicarbonato a cada tubo, se centrifugan
sin tape durante 10 minutos a 2800 revoluciones por minuto (rpm) y se retira el sobrante,
puesto que lo que interesa es el pellet que queda. Ahora se afiaden 50 mL de solucién de PBS y
se centrifuga con los mismos pardmetros previamente citados. Este ultimo paso se repite una

vez mas.

Cuando se obtiene el pellet final, se le aflade 1’5 mL de PBS, se homogeniza con ayuda
de una pipeta de Pasteur y se suspende la muestra en un tubo de Eppendorf. Finalmente se

identifica la muestra y se guarda en el congelador.
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4.3.3. Extraccion de ADN

Para este procedimiento se ha utilizado el SpeedTools Tissue DNA extraction kit,

fabricado por BIOTOOLS B&M Labs, S.A. Este kit incluye el siguiente material:

Buffer BT1

- Buffer BB3

- Buffer BB5 (concentrado)

- Buffer BBW

- Buffer BBE

- Proteinase K (liofilizafo)

- Proteinase Buffer (PB)

- Columnas para union del ADN

- Collecting tubes

En cuando al protocolo, se ha seguido el expuesto a continuacion (Tabla 3):

Paso Descripcion

LISIS DE LA MUESTRA
200 pL de muestra

Se sacan X muestras del congelador y se

200 puL BUFFER BB3
suspende 200 uL de cada una en diferentes
1 tubos de Eppendorf. Se le afiaden 180 pL de 25 [15 PLHOEIASIE 1S
Buffer BB3 y 25 plL de Proteinase K a cada uno, Mix
se mezcla con el vértex y se incuban a 70 °C Incubar a 70 °C
durante 30 minutos. Asimismo, se mete el
30 minutos
Buffer BBE en la incubadora para pre-calentarlo.
ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES PARA
LA UNION DE ADN A LA COLUMNA 210 pL de etanol
2
Se afaden 210 pL de etanol (96-100%) y se Mix

homogeniza con el vortex.
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UNION DEL ADN
Utilizar una columna para cada muestra hﬁ_

(colocamos cada una en un Collecting tube de 2 el iszes e ke

mL) y se carga el lisado. Centrifugar durante 1 el

minuto a 11000 x g y descartar el filtrado que se 1 minuto, 11000 x g

obtiene. Colocar la columna nuevamente en el f

Collecting tube.

LAVADOS DE MEMBRANA DE SiLICA

Anadir

1° LAVADO

Afadir 500 pL Buffer BBW y centrifugar durante

1 minuto a 11000 x g. Descartar el filtrado que 500 uL BUFFER BBW

//.:"*:‘) l:.:\»:\/
se obtiene y colocar la columna nuevamente en — 1 minuto, 11000 x g
el Collecting tuve

2% LAVADO
Afadir 600 pL Buffer BB5 y centrifugar durante e 600 uL BUFFER BB5
1 minuto a 11000 x g. Descartar el filtrado que —
1 minuto, 11000 x g

se obtiene y colocar la columna nuevamente en
el Collecting tuve
SECADO DE LA MEMBRANA DE SiLICA

:;k B, X
Centrifugar la columna durante 1 minuto a o - 1 minuto, 11000 x g

11000 x g para eliminar el etanol residual

ELUCION DE ADN PURO

200 pL BUFFER BBE
Transferir la columna a un tubo de Eppendorf y

afiadir 200 pL Buffer BBE (70 °C) directamente 1 minuto, 11000 x g
en la columna. Homogenizar y centrifugar

durante un minuto a 11000 x g.
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Tirar la columna y guardar en el congelador la
7 Marcar muestra
muestra que queda en el tubo de Eppendorf.

Tabla 3. Protocolo de extraccion de ADN.

4.3.4. Optimizacion de la PCR a tiempo real (QPCR)

Se han utilizado 2 cebadores para la amplificacion de ADN dirigida a la secuencia
especifica del elemento repetitivo de 529-pb, una secuencia que presenta 300 copias en el

genoma de T. gondii:

- ToxoRoc F: TAGACGAGACGACGCTTTCC y ToxoRoc R: TCGCCCTCTTCTCCACTCT.
- ToxoRepeat 500 F: CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG, y ToxoRepeat 500 R:
CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT

Para la realizacion de la qPCR se ha utilizado un termociclador en tiempo real CFX
Connect™ de Bio-Rad Laboratories, con placas de 96 pocillos. En cada uno de éstos, se han
puesto 10 uL de agua libre de nucleasas, 10 uL de Gotaq Sybergreen Master Mix de Promega
(Tag DNA polimerasa, dNTPs, MgCl,, buffers para la reaccién, fluoréforo) y los cebadores
(ahadiendo 1 L de cada uno de los cebadores del par por cada 50 pL del volumen total de
agua y Master Mix utilizados). Finalmente, se afiaden 2’25 pyL de DNA de las mientras en la
mitad de los pocillos de la placa y en la otra mitad se realiza una diluciéon 1/10 de cada una de

las muestras. Se trabaja con un volumen de 20 pL de muestra y todas se hacen por triplicado.
El protocolo del termociclador que ha sido utilizado es el siguiente:
e Activacion de la polimerasa: 94 °C durante 7 minutos para la activacion enzimatica.

e Ciclos de amplificacion: 40 ciclos a 94 °C durante 5 segundos (desnaturalizacién); 55 °C

durante 30 segundos (alineacién) y 72 °C durante 10 segundos (extension).

e Para finalizar: curva de disociacién de 60 °C — 94 °C con un intervalo de aumento de

0’5°C.

En cada PCR se incluye un control positivo, un control negativo y una reaccién

separada para las copias de ADN de actina como control interno. Se consideran positivas
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aquellas muestras que dan positivo, al menos, 2 veces (cada muestra se hace por triplicado). El

valor umbral (Ct) debe ser inferior a 38 para que se considere positivo.

5. Resultados y discusiéon

Se han analizado un total de 56 muestras de tejido muscular de ovuno, de las cuales,

12 han presentado el parasito, lo que supone una prevalencia del 21'4%. Los resultados

(muestras positivas o negativas) de la qPCR para T. gondii han sido los expuestos en la tabla 4.

Muestras Ct Ct Media

=

3202 32’5 32’27
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

=
(=]

Negativo

=
=

Negativo

[
N

Negativo

29’16 30’32 29'74

[
=y

Negativo

29’64 2904 29'34

[
(<))

Negativo

[
~N

Negativo

(o]

Negativo

Muestras

w
-

H
[y

w
~N

Ct

3321

30'47

28’14

30'54

Ct

32’01

29’35

29’54

29'74

Media
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

32’61

29'91

28’84

30’14
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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- - Negativo - 30'12 29'34 29'73
n - - Negativo “ 31’64 3312 32'38
- - Negativo “ - - Negativo
n - - Negativo “ 3228 31’56 31'92
n 29’31 28'67 28’99 - - Negativo
n - - Negativo n - - Negativo
n - - Negativo “ - - Negativo
n - 5 Negativo " - - Negativo
30'02 29'34 29'68 ﬂ - - Negativo
" - - Negativo n - - Negativo

Tabla 4. Resultado y Ct obtenidos mediante qPCR.

Tras calcular la media (X) de los resultados de este estudio, se determina que la

prevalencia de T. gondii en carne de ovino es de 21’4% (Tabla 5).

Numero %

Muestras positivas 12 21'4

Muestras negativas 44 78’6

Total 56 100

Tabla 5. Tabla de contingencia de las frecuencias de las muestras positivas y negativas a T. gondii.

En la actualidad, no existen estudios en Espafia que determinen la presencia de T.
gondii en carne de esta especie, por lo que este trabajo ha permitido conocer la prevalencia de
este parasito en una zona concreta del pais: Ciudad Real. El dato obtenido ha sido 21'4%, es
decir, un total de 12 muestras positivas. La prevalencia ha sido elevada, similar a la media
euorpea (18'1%) (Belluco et al. 2016), aunque el nimero de muestras analizadas es bajo, por lo

gue estos resultados se deben tomar con precaucion.

Los datos obtenidos en este estudio son superiores a otros estudios realizados en Suiza

(X= 1'65%) (Berger-Schoch et al., 2011), Irlanda (3'6%) (Halova et al., 2012), Portugal (17°'6%)
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(Lopes et al., 2015), México (7'5%) (Martinez et al., 2017) y Australia (0%) (Rothe, McDonald &
Johnson, 1985).

Por otro lado, son inferiores a otros estudios llevados a cabo en Inglaterra (X=27'7)
(Aspinall et al., 2002; Mason, Quinnell & Smith, 2010), Escocia (24’9%) (Jackson, Hutchison &
Sim, 1987), Italia (23'1%) (Gazzonis et al., 2020), Marruecos (30%) (Belbacha et al., 2004),
Tunez (X=25'3%) (Gharbi et al., 2013; Khayeche et al., 2013; Boughattas et al., 2014), Etiopia
(57°4%) (Gebremedhin et al., 2014), Jordania (32'3%) (Abu-Dalbouh et al., 2011), Iran
(X=35"7%) (Asgari et al., 2010; Azizi et al., 2014; Mahami-Oskouei et al., 2017), Turquia
(X=31"1%) (Ergin et al., 2009; Yildiz et al., 2014) y Estados Unidos (X=43’55%) (Jacobs,
Remington & Melton, 1960; Dubey et al., 2008).

Por ultimo, se aprecia que los datos son parecidos a los obtenidos en Francia (X=22%)
(Halos et al.,, 2010; Lopes et al.,, 2015), Egipto (20'9%) (Hassanain et al., 2011) y Brasil
(X=20"9%) (da Silva & Langoni, 2001; Ragozo et al., 2008; da Silva et al., 2011).

La alta prevalencia obtenida en este TFG puede deberse a que las muestras utilizadas
procedian de animales decomisados por tener Sarcocystis spp. Ambos parasitos comparten al

gato como hospedador, lo que puede facilitar que la prevalencia haya sido mas alta.

Los animales muestreados en este estudio han sido adultos y, en general, este grupo
de edad ha mostrado una mayor prevalencia que los corderos a este parasito. Esto puede
deberse a un factor ambiental y a la ruta de infeccion, puesto que los adultos estdn mas

expuestos al parasito y durante mas tiempo (Halos et al., 2010; Katzer et al., 2011).

Asimismo, se debe tener en cuenta el tipo de tejido analizado, ya que en este estudio
se han utilizado muestras de abdomen, axila y tercio posterior, mientras que, en Marruecos
(30%), Irdn (35'7%) y Turquia (31'1%) las prevalencias son, probablemente, superiores porque
se han utilizado muestras de cerebro, lugar predilecto de este pardsito en ganado ovino. En
Francia (42% en adultos), Tunez (25'3%) y Etiopia (57°4%) se han usado muestras de musculo

cardiaco, otro de los lugares predilectos (Esteban & Innes, 1998; Jurankova et al., 2015).

A su vez, se observa discrepancia entre estudios de un mismo pais. Por ejemplo, en
Tunez la mayor prevalencia alcanza el 50%, mientras que, la mas baja esta por debajo del 6%.
Esto puede deberse a que, aparte del tamafio de la muestra, en cada estudio se ha utilizado un
protocolo de PCR distinto y, ademas, cabe la posibilidad de que la prueba haya podido dar
falsos negativos, ya sea porque la muestra presentaba una carga parasitaria baja o que el
animal albergaba al pardsito en otros érganos como el cerebro o la lengua (Arwa & Wabhiba,

2015). Por tanto, la técnica de diagndstico empleada es otro factor a tener en cuenta.
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Por otra parte, Estados Unidos (43'55%) y Etiopia (57'4%) parten de muestras
procedentes de animales seropositivos a T. gondii, lo que podria constituir otro factor

implicado en la obtenciéon de resultados elevados.

Cabe recordar que los resultados de este TFG hay que tomarlos con precaucidn ya que
el numero de animales analizado no ha sido elevado. No obstante, esta investigacion respalda
la premisa de que el consumo de carne de ovino representa un factor de riesgo a considerar en
Espafia para el ser humano ya que mas de 1/5 de las muestras han dado positivo a T. gondii. En
matadero no hay control de este parasito, por lo que la responsabilidad recae sobre el
consumidor. Para que la carne sea segura para el consumo, se debe cocinar bien o congelar. Se
ha visto que los quistes tisulares permanecen viables a 52 °C durante 9’5 minutos, pero no
cuando son sometidos a 58 °C durante el mismo periodo de tiempo. Asimismo, a 61 °C durante
3’6 minutos, los quistes dejan de ser viables (Dubey et al., 1990). Por otro lado, la temperatura
de congelacién dptima para que se produzca la pérdida de infectividad de los quistes es por

debajo de los -20 °C durante al menos 3 dias (Mirza et al., 2018).

6. Conclusiones

e Este trabajo constituye el primer estudio en Espaifa para conocer la prevalencia de

Toxoplasma gondii en carne de ovino.
e La prevalencia obtenida ha sido elevada (21'4%).

e La presencia de T. gondii en carne de ovino puede suponer un riesgo para el

consumidor.

e Se debe continuar con los estudios, analizando un mayor nimero de muestras

procedente de distintas zonas de Espafia.
Conclusions

e This study is the first one in Spain which allows to know the prevalence of Toxoplasma

gondii in ovine meat.
e The prevalence obtained has been high (21'4%).
e Presence of T. gondii can be a risk for consumer.

e More studies should be carried out to determine the prevalence in ovine meat.
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