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Articulo original
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Introduccién. Toxoplasma gondii es un parasito con gran potencial zoonético que puede
infectar un amplio rango de huéspedes de sangre caliente, incluidos los animales del sector
pecuario, lo que causa pérdidas a la industria. En el humano, es patédgeno en personas
inmunosuprimidas y afecta el desarrollo del feto en infecciones congénitas. Ademas, se
asocia con diversos trastornos del comportamiento en personas sanas. El humano puede
adquirir T gondii al consumir carnes contaminadas mal cocidas.

Objetivo. Determinar la positividad de T gondii en carnes de consumo humano (res, pollo y
cerdo) en Ibagué, Colombia.

Materiales y métodos. Se utilizé la PCR convencional anidada y la secuencia del

gen B1 de T gondii como blanco de amplificacion. Se tomaron 186 muestras de carne
comercializada en la zona urbana de Ibagué (62 de res, 62 de pollo y 62 de cerdo) y se
obtuvo el porcentaje de positividad en cada tipo de carne evaluada.

Resultados. Se encontré un porcentaje de positividad de 18,8 % en las muestras, siendo
la carne de cerdo la del mayor porcentaje (22,5 %; 14/62), seguida por las muestras de
carne de res (19,3 %; 12/62) y de pollo (14,5 %; 9/62). Los mejores productos amplificados
fueron secuenciados en Macrogen, y alineados con las secuencias del gen B7 depositadas
en el GenBank, con lo que se confirmé su identidad.

Conclusiones. Este es el primer estudio sobre prevalencia de T gondii en carnes para
consumo humano en Ibagué y el departamento del Tolima. Se demostré que los tres tipos
de carne representan un riesgo para la infeccion en humanos a nivel local.

Palabras clave: Toxoplasma gondii; toxoplasmosis; carne; reaccidon en cadena de la
polimerasa; prevalencia.

Molecular detection of Toxoplasma gondii in meat for human consumption in Ibague,
Colombia

Introduction: Toxoplasma gondii is a parasite with great zoonotic potential. It can infect

a broad range of warm-blooded hosts (including livestock) and causes significant losses

in the industry. In humans, it has been described as a pathogen in immunosuppressed
people, it affects the fetus development in congenital infections, and is associated with
various behavioral disorders in healthy people. Humans can acquire T. gondii by consuming
undercooked, contaminated meat.

Objective: To determine T. gondii positivity (currently unknown) in meat for human
consumption (i.e., beef, chicken, and pork) in the city of Ibague, Colombia.

Materials and methods: We used conventional nested PCR and the T gondii B1 gene
sequence as amplification target. We collected samples of meat (N=186) sold in the urban
area of Ibagué (62 beef, 62 chicken, and 62 pork samples) and determined the T gondii
positivity percentage for each type of meat.

Results: The study found an average of 18.8% positivity for all meat samples, pork having
the highest percentage (22.5%; 14/62), followed by beef (19.3%; 12/62) and chicken (14.5%;
9/62). The best-amplified products were sequenced by macrogen and aligned with the B7
gene sequences in GenBank, thereby confirming their identity.

Conclusions: This is the first study of T. gondii prevalence in meat for human consumption
carried out in the city of Ibagué and the department of Tolima. All three types of meat
sampled represent a risk for local human infection.

Keywords: Toxoplasma gondii; toxoplasmosis; meat; polymerase chain reaction; prevalence.
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Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado de distribucién
mundial perteneciente al filo Apicomplexa (1). Fue descrito por primera vez
en 1908 por Nicolle y Manceaux, quienes lo encontraron cuando trabajaban
en el norte de Africa, y por Splendore en Brasil (2,3). Presenta una amplia
distribucidn geografica y los felinos tienen un papel importante en el ciclo
de vida y la epidemiologia de la toxoplasmosis, ya que son los huéspedes
definitivos que expulsan en sus heces ooquistes resistentes al ambiente (4-7).
La principal via de infeccion para los animales de produccidn es la ingestion
de alimentos o agua contaminados con ooquistes esporulados liberados en
las heces de felinos infectados (8-11).

El humano se puede infectar de la misma forma que los animales de
produccién, a lo que se suma la manipulacién de las cajas de arena para
gatos sin la adecuada precaucién y la contaminacién de las areas de los
parques infantiles con heces de gatos y, por lo tanto, con ooquistes de T
gondii, los cuales pueden ser ingeridos de manera accidental (7,12). Lo mismo
puede ocurrir por el consumo de carne que contenga quistes tisulares y esté
mal cocida (11,13,14), y por el de frutas y verduras contaminadas durante
su manejo (15,16) o su preparacién con carne cruda y presentacion de
contaminacion cruzada (17). Se ha demostrado que mas del 60 % de algunas
poblaciones humanas se han infectado con este parasito, sobre todo en las
zonas del mundo de menor altitud, de climas calidos y humedos (6,18-20).

El parasito produce la zoonosis mas ampliamente distribuida a nivel
mundial, la cual produce sintomas clinicos leves e inespecificos en la mayoria
de los infectados, humanos y animales, o es asintomatica (6,10,19,21).

Se ha descrito que afecta la vision hasta en el 10 % de las personas
infectadas (22,23), asi como su alta morbilidad en fetos de madres infectadas
durante la gestacion y su incidencia en lesiones cerebrales en pacientes
inmunosuprimidos (24-28).

Aunque la infeccion crénica solo se desarrolla en un pequefo grupo de
personas, en la mayoria se mantiene en estado latente sin aparente riesgo
directo para la salud fisica, aunque se ha asociado al aumento en las tasas
de trastornos del comportamiento, incluido el homicidio, el suicidio y otras
formas de autoagresion fisica (29,30), la esquizofrenia y otras enfermedades
neuropsiquiatricas (31,32). Ademas, la infeccion ocasiona grandes pérdidas
econdmicas y productivas en el sector agropecuario, ya que puede ocasionar
aborto espontaneo, retencion placentaria, mortinatos o recién nacidos débiles
y demacrados en ovejas, cabras y cerdos (8,33-36).

A nivel mundial, los rangos de prevalencia de T. gondii varian ampliamente
dependiendo de la muestra, las condiciones biosanitarias, los habitos o
costumbres de la zona y la metodologia de deteccién empleada, entre otros
(9,37,38). Pérez-Grisales, et al. (6), sugieren que la distribucién de T. gondii no
estd restringida a ninguna ecorregién de Colombia; por ejemplo, en el estudio
de Trivino-Valencia, et al. (39), se reportd una prevalencia del 58,6 % del
paréasito en fuentes de aguas de Armenia; en Sincelejo, se detectd Toxoplasma
en el 32 % de las carnes analizadas (40), y en plantas de sacrificio de Bogota,
una prevalencia del 43 %: 39 % en cerdo, 35 % en res 'y 29,7 % en pollo (41).

Dado que una de las principales formas en que las personas adquieren T.
gondii es al ingerir carnes mal cocidas, el presente trabajo tuvo como objetivo
estimar la prevalencia en carnes destinadas al consumo humano en Ibagué
(Tolima, Colombia) como aporte al conocimiento de la epidemiologia de la
toxoplasmosis a nivel regional y nacional.
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Materiales y métodos
Area de estudio y tamafo de la muestra

Ibagué es la capital del departamento del Tolima, departamento ubicado en
la parte central del pais. Se encuentra a 1.285 metros sobre el nivel del mary
su temperatura media es de 21 °C; el municipio tiene un area de 1.450,61 km?
y esta conformado por 13 comunas y 445 barrios, y 17 corregimientos y 133
veredas segun el Plan de Ordenamiento Territorial (POT) (42).

La muestra se calculd utilizando el programa Epi-Info (CDC, version
7.2.0.1) a partir de los datos recomendados en estudios realizados en otras
regiones de Colombia (40,41,43). Se aplicé un margen de error del 5 % y un
nivel de confianza del 95 %, para una proporcion de la poblacion esperada
del 40 %, en tanto que el efecto del disefio muestral se estimd en 0,5 para un
tamafo de poblacién infinita, lo que arrojé 186 muestras de carne distribuidas
en 62 de res, 62 de pollo y 62 de cerdo.

Las muestras se obtuvieron de comercializadoras de carne (tiendas de
barrio, plazas o almacenes de cadena). Se recolectaron aproximadamente
100 g de cada tejido, los cuales se almacenaron refrigerados a 4 °C hasta su
posterior analisis en el laboratorio (40,44).

Obtencion del ADN genomico

A partir de 100 g de carne, se hicieron cortes al azar con una hoja de bisturi
estéril hasta obtener 5 g; para la digestion, se empled soluciéon tampon de
lisis (Tris pH 8,5, 100 mM; NaCl 100 mM; EDTA50 mM; SDS 1 %) y proteinasa
K (solucion de trabajo: 200 pg/ml) a 56 °C durante una hora. La extraccion y
purificacion del ADN a partir de la muestra digerida se efectud con el método
de mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico propuesto por Sambrook, et
al., y la digestion con ARNasa en una concentracion de 50 pg/ml (45).

Amplificacion del gen B1 por PCR anidada

Para la deteccién se emple6 una PCR anidada (n-PCR), con el fin de
aumentar la especificidad y la sensibilidad, la cual consistié en dos rondas
con dos pares de los cebadores empleados por Jones, et al. (46), los cuales
son un poco mas cortos que los del estudio original del gen B7 llevado a
cabo por Burg, et al. (47).

La mezcla de amplificacion para la primera reaccién consistié en 2 pl de
solucién tampon 10X: 1,2 pl de MgCl, 1,5 mM, 1,6 pl de dNTP, 2,5 mM, 0,8 pll
de cebador F, 1 uM; 0,8 pl de cebador R, 1 pM; 1 pl de Taqg polimerasa; 2 pl de
muestra de ADN, y agua de tipo 1 hasta completar 20 pl de mezcla de reaccion.

La primera ronda de PCR consistié en la amplificacion de un fragmento
de 127 pb con los cebadores F 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3'y R
5-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3, desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
cinco minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante un minuto,
anillado a 53 °C durante un minuto, una extension a 72 °C durante un minuto
y, por ultimo, una extension a 72 °C durante diez minutos.

La segunda mezcla de amplificacion se hizo con las mismas
concentraciones de la primera reaccion, pero en esta ocasién la muestra
consistio en 2 pl del producto de amplificacién de la primera ronda. La
segunda ronda de PCR consistié en la amplificacién de un fragmento
de 97 pb con los cebadores F 5’-TGCATAGGTTGCCAGTCACTG-3'y R
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5-GGCGACCAATCTGCGAATACA-3; usando como plantilla el producto de la
primera amplificacion.

Se llevé a cabo una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante cinco
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante un
minuto, anillado a 53 °C durante 30 s y una extension a 72 °C durante 30 s y
otra final a 72 °C durante diez minutos. Con el fin de evitar falsos negativos,
se empleé como control positivo ADN de la cepa RH de T gondii y, como
control negativo, agua de grado Milli-Q estéril (43,46,48).

Visualizacion de los productos

Los productos de la segunda reaccion de PCR fueron separados por
medio de electroforesis en gel de acrilamida al 6 % en una solucién tampodn al
1X de tris, acido bdrico y EDTA (TBE) a 80 voltios durante aproximadamente
40 minutos. La tincién se hizo con nitrato de plata y, posteriormente, se
tomé la imagen de gel para el analisis. En cada electroforesis se utilizaron
un control positivo, uno negativo y un marcador de peso molecular de 7Kb
plus DNA Ladder™ (Invitrogen), con el fin de determinar el tamafio de los
fragmentos amplificados.

Secuenciacion de los productos e identificacion

Los productos que resultaron positivos fueron enviados a secuenciacién
usando el servicio automatico normal de Macrogen™ (Corea), bajo las
condiciones de un termociclador BigDye™ en el secuenciador de ADN
3730XL y utilizando los mismos cebadores de amplificacién. Las secuencias
fueron editadas y alineadas con secuencias de referencia del gen B
(AF179871.1 y KX270388.1), usando Chromas 2.6.6 y BioEdit 7.2.5. (49).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se almacenaron en una base de datos de
Microsoft Excel y se determind la frecuencia de infeccion de cada uno de
los tipos de carne, estableciendo la prevalencia y los intervalos de confianza
con el programa estadistico InfoStat, version 2016e. Dado que los datos
evaluados fueron de tipo categérico (positivo o negativo), se empled una
prueba de estimacion paramétrica basada en una proporcion.

Resultados
Positividad para Toxoplasma gondii en las muestras de carne

Los resultados obtenidos para cada tipo de carne por barrio se muestran
en el cuadro suplementario 1. Con ayuda del programa ArcGIS (versién 10.5),
se ubic6 en un mapa de la ciudad de Ibagué el total de las muestras con
los resultados obtenidos (figura 1). Los calculos de prevalencia (estimacion
de proporcion) para cada tipo de carne y los intervalos de confianza se
presentan en el cuadro 1.

Se encontrd una prevalencia de T gondii del 18,8 % en las muestras de
carne (35/186), siendo la prevalencia mas alta la de la carne de cerdo (22,5
%) y, la mas baja, la de las muestras de carne de pollo (14,5 %) (cuadro
1). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre las prevalencias
de las muestras evaluadas. De las 35 muestras positivas, 11 se enviaron
a secuenciar debido a que reflejaban una banda fuerte, y cinco de ellas
tuvieron una calidad de secuencia aceptable; estas se alinearon (figura 2) y
se confirmé que el ADN detectado correspondia a T. gondii.
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Figura 1. Ubicacién de las muestras tomadas en la ciudad de Ibagué

Cuadro 1. Estimaciones e intervalos de confianza de las muestras evaluadas

Tipo de Numero de Total de muestras _ ,. .. Intervalos de confianza (95 %)
- . Estimacion ————— " - -
carne muestras positivas examinadas Limite inferior Limite superior
Res 12 62 0,19 0,1042 0,3137
Pollo 9 62 0,14 0,0686 0,2578
Cerdo 14 62 0,22 0,1293 0,3497
Total 35 186 0,18 0,1320 0,2443

Figura 2. Identidad de las cinco secuencias enviadas a secuenciacion, incluidas las de referencia AF179871.1 (2214 pb)
y KX270388.1 (803 pb) de T gondii alineadas entre la posiciéon 806 y la 853 de la secuencia de referencia AF179871.1

Discusion

En los estudios a nivel mundial, se reflejan amplios rangos de prevalencia
de T gondii en diferentes animales (salvajes, criados para el consumo
humano o mascotas) (6,50-55), los cuales fluctian desde 0 % hasta 97 %
(34,56,57). En Colombia, también la prevalencia varia entre los diferentes
estudios, incluso en ciudades que se encuentren en una misma zona. En
el estudio de Lora-Suarez, et al., por ejemplo, se puede observar que en
tres ciudades del eje cafetero las prevalencias en el mismo tipo de carnes
fluctuaron entre 33 % en Manizales (20 % en res, 0 % en pollo y 80 % en
cerdo), 65 % en Pereira (45 % en res, 70 % en pollo y 60 % en cerdo) y 60 %
en Armenia (80 % en res, 25 % en pollo y 70 % en cerdo) (43).
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Los resultados del presente trabajo registraron una prevalencia general
del 18,8 %, sin diferencia significativa entre los tres tipos de carne, lo que
indica, al igual que en otros estudios, que cualquier tipo de carne de animal
de sangre caliente puede considerarse una fuente importante de infeccion por
T gondii y que el riesgo asociado con el tipo de carne (pollo, cordero, cerdo
o ternera, etc.) varia entre los paises segun los habitos alimentarios locales
y la tasa de infeccion en los animales productores (9,37). Los porcentajes de
deteccion del parasito también pueden variar porque la carga parasitaria es
un factor importante para detectar con métodos moleculares los protozoos
en muestras de tejido (38). En Colombia, se ha encontrado que la carne
contaminada puede ser la fuente de infeccién en el 25 % de los casos de
toxoplasmosis durante el embarazo (58).

Los animales herbivoros como el ganado bovino tienden a adquirir T
gondii al consumir heno, pasturas, forraje 0 agua contaminada con ooquistes
provenientes de heces de gatos (39,59). En el presente estudio, se determiné
una prevalencia del 19,35 % en las muestras de res analizadas, nivel que se
aproxima al reportado por Lora-Suarez, et al. (43), en Manizales utilizando
una PCR anidada en el gen B7 (20 % en res). Sin embargo, se han obtenido
tasas de infeccién con amplias diferencias entre ellas, incluso, en plantas de
sacrificio de una misma ciudad, como en el estudio de Franco-Hernandez,
et al. (41), en el cual se empleé la misma metodologia de deteccién y se
encontré 63 % de prevalencia del parasito en carnes de res en la planta de
tipo | (procesamiento de mas de 480 bovinos y mas de 400 cerdos cada 8 h)
y un 10 % en carnes de res en la planta de tipo Il (procesamiento de mas de
320 bovinos y mas de 240 cerdos cada 8 h).

En carnes de pollo hay una baja prevalencia de infeccion por T. gondii
debido, probablemente, a las practicas de manejo y condiciones de produccion
intensiva en que son criados; es decir, confinados en galpones y sin contacto
con heces de gatos, como si lo pueden estar aquellos animales que deambulan
abiertamente. Dado que los pollos se alimentan directamente de comederos
tubulares y no del suelo, que podria estar infectado con ooquistes, se reduce
su posibilidad de contraer la infeccién, aunque pueden contraerla al tomar
agua contaminada (39,40,60). En el presente estudio, se reporté la presencia
de Toxoplasma en el 14,52 % de las muestras evaluadas, porcentaje cercano
al reportado por Cardenas-Pérez, et al. (61), usando inmunofluorescencia
indirecta (IFl) en muestras de pollo en el departamento de Caldas (16 %).

Debido a que los pollos que se comercializan actualmente tienen
aproximadamente 60 dias de vida, su tiempo de exposiciéon es poco, por lo
que podria esperarse que este también sea un factor determinante para los
bajos niveles de prevalencia (62).

Los animales de habitos omnivoros, como el cerdo, pueden adquirir
Toxoplasma de la misma manera que los herbivoros, ademas de infectarse
por el consumo de ratones que llevan quistes tisulares o de insectos con
héabitos copréfagos (59). La carne de cerdo es una de las mas consumidas en
la actualidad (43), y en la que mas se ha aislado el parasito, por lo que sus
tejidos se han considerado como la fuente mas importante de transmision de T.
gondii para el hombre (63). En el presente estudio, se encontrd una prevalencia
del 22,58 % en las muestras evaluadas, porcentaje cercano al reportado en
lenguas de cerdo por Hernandez-Cortazar, et al., en México (23,2 %), usando
PCR anidada en la secuencia SAG1 (57). Sin embargo, en otros estudios a nivel
mundial, se han encontrado prevalencias hasta del 96,6 % en los cerdos (57,64).

141



Medina-Hernandez JD, Osorio-Delgado LA, Zabala-Gonzalez D, et al. Biomédica 2022;42:136-46

142

Hoy no se dispone de pruebas que puedan determinar la fuente de
infeccion, por lo cual la proporcion de la poblacion humana que adquiere la
infeccion por ingestion de ooquistes en el medio ambiente, o por el consumo
de carne contaminada, no se conoce (13,62). Es claro que la mejor forma de
prevencioén de la infeccion por Toxoplasma es la concientizacion y educacion
de la poblacién con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad, como las
mujeres embarazadas y los pacientes inmunocomprometidos (58,65).

Se sugiere revisar las practicas y la adecuada manipulacién de alimentos
con el fin de evitar la contaminacién cruzada en su preparacion, ya que se
ha detectado Toxoplasma en superficies empleadas para la preparacion de
alimentos (17). En la carne, T. gondii puede morir por exposicién al calor o
frio extremos, pues los quistes tisulares en la carne se eliminan calentando
la carne a 67 °C o enfriandola a -13 °C (66). Los diferentes métodos de
produccion de los animales, el tamafo de las granjas, las condiciones
sanitarias y de bioseguridad, asi como las fuentes de agua, las poblaciones
urbanas y el uso de productos concentrados fabricados con materias primas
de origen animal o vegetal contaminado, pueden tener relacion con la
prevalencia del parasito en las distintas especies estudiadas.

En conclusion, el presente estudio demostré la utilidad de la PCR
anidada para la deteccion directa de T gondii en carnes comercializadas
para el consumo humano, incluso cuando la carga parasitaria es baja. Este
constituye el primer trabajo de deteccién molecular del parasito en Ibagué.
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