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1. RESUMEN

La toxoplasmosis es una de las zoonosis parasitarias de importancia para el hombre, en
la cual la carne de cerdo tiene especial relevancia en la transmision del agente infeccioso. El
objetivo fue determinar la prevalencia de Toxoplasma gondii y aportar antecedentes
epidemioldgicos de la enfermedad en cerdos beneficiados en tres plantas faenadoras de
carnes: Faenadora de carnes Victoria S.A. (IX region), Frigorifico Imperial Ltda.(IX Region)
y Planta faenadora Rio Bueno (XIV Region de Chile).

Se determiné la presencia de anticuerpos a T. gondii en 340 muestras de sangre. Las
muestras se transportaron y analizaron en el Instituto de Medicina Preventiva de la
Universidad Austral de Chile, Valdivia. La deteccion de anticuerpos contra T. gondii, se
realiz6 mediante la prueba de ELISA (Enzyme linked inmunosorbent assay). Los datos se
analizaron usando el programa GraphPad Prism, usando el test de Chi-cuadrado con un
intervalo de confianza del 95% y considerando significativo un P < 0,05. Las variables
estudiadas fueron: resultados de la prueba de ELISA, edad, sexo, peso y lugar de faenamiento.

Los resultados sefialan que 30/340 (8,8 %) de los sueros presentaron anticuerpos anti T.
gondii. La distribucion de los cerdos seglin sexo determino que el 9,9 % (14/141) de los sueros
analizados correspondian a machos y el 8,0% (16/199) a hembras (P> 0,05). Segin edad, en
animales menores o igual a 1 afio, la prevalencia fue de 8,3 % (26/314) y de 15,4% (4/26) en
individuos mayores de 12 meses (P>0,05). En cuanto a la variable peso la mayor prevalencia
14,9 % (7/47), se presentd en individuos mayores o igual a 100 kilos de peso vivo y la menor
7,8 % (23/293) en individuos menores a 100 kg (P> 0,05). Con respecto a la variable lugar de
faenamiento, fueron los sueros provenientes de la planta Faenadora de Carnes Victoria en los

que se obtuvo un mayor porcentaje de reaccionantes positivos al T. gondii con un 19,5% (P<
0,05).

El estudio hace evidente la presencia del T. gondii en los cerdos destinados al consumo,

siendo de suma importancia tomar medidas preventivas tendientes a disminuir el riesgo de
contraer la enfermedad tanto en animales como en humanos.

Palabras claves: Toxoplasma gondii, prevalencia, ELISA, Chile.



2. SUMMARY

SEROLOGIC EVALUATION OF TOXOPLASMA GONDII

IN SWINE BY MEANS OF THE TEST OF ELISA
IN SLAUGHTERHOUSES FROM THE IX AND XIV REGIONS OF CHILE

Toxoplasmosis is a parasitic zoonoses of importance for men, where pigs meat has special
relevance in the transmission of the infectious agent. The aim of the study was to determine
the prevalence of Toxoplasma gondii and to contribute with epidemiological data of the
disease in pigs slaughtered at three slaughterhouses: Faenadora de carnes Victoria S.A. (IX
region), Frigorifico Imperial Ltda. (IX Region) and Rio Bueno (XIV Region of Chile).

The presence of antibodies to T. gondii was determined in 340 blood samples. The samples
were transported and analysed in the Preventive Medicine Institute of the Universidad Austral
de Chile, Valdivia. The detection of antibodies against T. gondii, was done by applying ELISA
assay (Enzyme linked inmunosorbent assay). Data was analyzed using the statistical program
GraphPad Prism, chi-squared test was used with a confidence interval of 95% and setting the
significance level at P < 0.05. The studied variables were: ELISA results, age, sex, weight and
slaughterhouse location.

The results indicate that 30/340 (8.8%) of serums presented/displayed antibodies anti T.
gondii. The distribution of the pigs according to sex determined that 9.9% (14/141) of the
serums analyzed corresponded to males and 8.0% (16/199) to females (P>0.05) . According to
age, animals of 1 year or less had a prevalence of 8.3% (26/314), for animals older than 12
months the prevalence was 15.4% (4/26), (P>0.05). According to live weight the greatest
prevalence (14.9%) was found in individuals of 100 kg or more, animal under 100 kg of live
weight had a prevalence of 7.8% (P>0.05). When the slaughterhouse location was analysed
these serums from Faenadora de carnes Victoria, obtained the highest amount of positive
serums (19.5%) against T. gondii ( P< 0.05).

The study puts in evidence the presence of T. gondii in pigs destined to human

consumption. It is of importance to take preventive measures, to decrease the risk of disease in
animals as in humans.

Key words: Toxoplasma gondii, Prevalence, ELISA, Chile.



3. INTRODUCCION

3.1 ANTECEDENTES

La toxoplasmosis es una zoonosis causada por Toxoplasma gondii, un protozoario coccidio
intracelular obligado. El estudio de la prevalencia de este parasito en cerdos es de suma
importancia por el factor econémico por ser causante de abortos, retardo en el crecimiento y
mortalidad perinatal en cerdos, como también es de gran interés en salud publica, por ser la
carne de cerdo una de las fuentes de infeccion mas importantes en el ser humano por parte de
este protozoario ( Pereira 2005).

Se estima que el 60% de personas son reaccionantes a esta parasitosis a nivel mundial
(Amato Neto y col 1995). La ocurrencia de toxoplasmosis ha estado mayormente ligada a
cuadros de caracter subclinico, y el interés de esta parasitosis estaba circunscrita a problemas
de mortalidad neonatal y abortos, siendo muy baja la frecuencia de casos clinicos (Frenkel
1971); sin embargo, con el advenimiento del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), esta protozoonosis se ha convertido en motivo de preocupacion por parte de las
autoridades sanitarias internacionales de salud. Estas instituciones recomiendan actualmente la
revision de los aspectos epidemioldgicos, patogenia, diagndstico y tratamiento de la
toxoplasmosis, por haberse constituido en una de las mdas importantes y frecuentes
enfermedades oportunistas asociadas con el SIDA. En este contexto, las especies de animales
domésticos de consumo humano han adquirido gran relevancia, dado que la principal forma de
transmision de la toxoplasmosis hacia el hombre, estd representada por el consumo de carne
infectada insuficientemente cocida (Sudrez y col 2004).

3.2EL AGENTE

La clasificacion del T. gondii ha sido modificada en numerosas ocasiones. En la actualidad
prevalece el criterio: T. gondii forma parte del Reino Protozoa, Phylum Apicomplexa, Clase
Sporozoea, Sub-clase Coccidia, Orden Eucoccidia, sub-orden Eimeria, familia Sarcosistidae,
género Toxoplasma (Atias y Thiermann 1994 ).

Es un parésito intracelular obligatorio, movil, gram negativo, sin hospedero especifico
(eurixeno). El parésito tiene forma arqueada, semilunar y carece de flagelos, pese a lo cual
tiene autonomia de movimientos de rotacion helicoidales, en los que participa toda la célula
gracias a las fibrillas dispuestas sobre su superficie. Su tamafo varia segiin el 6rgano de donde
procedan, entre 2-12 x 1,5-4 micras (Gomez 2002).



3.3 CICLO DE VIDA DEL TOXOPLASMA GONDII

T. gondii presenta un ciclo de multiplicacion sexuada o esporogoénico en el intestino del
gato y de otros felinos salvajes; y un ciclo de multiplicaciéon asexuada o esquizogdnico en
tejidos de una gran variedad de mamiferos y aves. Los felinos ocupan un rol importante en la
epidemiologia de la enfermedad, ya que ademés de ser huéspedes definitivos, al poseer la fase
sexual del ciclo, son a su vez huéspedes intermediarios con un ciclo parasitario tisular, que
ocurre simultdineamente con la fase enteroepitelial (Dubey y col 1970).

La fase sexual del ciclo tiene lugar en las células epiteliales del intestino delgado del gato,
con la produccién de ooquistes. Los gatos infectados, liberan un gran nimero de estos
ooquistes por material fecal (Dubey y col 1970), inicidndose el ciclo extraintestinal cuando el
hombre u otro huésped intermediario ingieren ooquistes esporulados o carne de animales con
quistes que tienen bradizoitos (Frenkel y col 1970). Cuando el musculo o la viscera que se
encuentra enquistado es ingerido por un huésped susceptible, se reinicia el ciclo en el huésped
intermediario o definitivo. Los gatos se infectan al ingerir carne cruda, aves o ratones con
quistes que contienen bradizoitos. Las materias fecales de éste son la principal fuente de
infeccion para muchos mamiferos y aves, siendo el mecanismo de infeccion mas comun en
los herbivoros la ingesta de pasto o forraje contaminados con ooquistes esporulados (Frenkel y
col 1970). Otras formas de transmision posibles descritas son por inhalacion (Teutsch y col
1979), transfusion sanguinea (Frenkel y col 1970); sefialandose también el arrastre de material
fecal de gatos con ooquistes al alimento del hombre y animales por serpientes o gusanos, e
ingesta de leche contaminada ( Dubey y col 1970).

3.4 EPIDEMIOLOGIA Y PREVALENCIA

En diversas partes del mundo como en los Estados Unidos de Norteamérica (EEUU),
Costa Rica, Argentina y Japon, entre otras, se ha considerado al cerdo, (productos y carne
fresca) como fuente de infeccion de T. gondii para el humano; es decir, esta especie es factor
de riesgo epidemiologico en la transmision de esta zoonosis parasitaria. El modo de
transmision es la contaminacion del agua o alimentos por parte de felinos con ooquistes
infectivos, e ingestion de quistes en carne u otros tejidos derivados de la canal porcina (Weigel
y col 1995).

Al respecto, Damriyasa y col (2004) y Hill y Dubey (2002) indican que la manipulacion
de carne fresca y consumo de carne insuficientemente cocida son factores de riesgo
epidemioldgico en el ambito de la salud publica. Anteriormente, Dubey (1995), reportaron
que entre el 40-50% de los casos de toxoplasmosis en humanos son provocados por la
ingestion de carne fresca, o productos carnicos que contengan quistes tisulares. En porcinos, la
cadena epidemiologica esta influenciada por factores demograficos, de produccién y
biologicos, incidiendo en las altas tasas de prevalencia de T. gondii reportadas, de hasta un
90,4 en Brasil (Guimaraes y col 1992); 40% en EEUU (Dubey y Beattie 1988); de 43,8% en
Costa Rica (Arias y col 1996); Chile 28,1% a 30,1% (Tamayo y col 1990); mientras Dubey
(1995) sefialan una prevalencia promedio de 23,9% para cerdos a la edad de beneficio (180
dias de edad o 90 kg PV).



3.5 TRANSMISION

La transmision de T. gondii para los animales, incluido el gato y el hombre, puede
producirse de varias formas:

3.5.1 Infeccion horizontal — por ingesta

La relativa importancia en la epidemiologia de las fuentes de infeccion todavia
son oscuros. Por un lado, el consumo de carne cruda o mal cocida se identifica
como factor de riesgo principal en varios estudios de casos de infeccion por T. gondii o
seropositividad en los seres humanos. Por otra parte, mas de 47% de las personas con hébitos
estrictamente vegetarianos han demostrado tener anticuerpos para T. gondii (Rawal 1959).
Sabiendo que los taquizoitos sobreviven por un corto periodo de tiempo fuera del huésped, se
acepta que la infeccion post-natal se adquiere por la ingestion de una de las dos etapas de la
persistencia de T. gondii: quiste del tejido contenida en las carnes, y los ooquistes eliminados
al medio ambiente por felinos (Tenter y col 2000). La ingesta de tejidos animales infectados
que contengan quistes sin coccidon adecuada, es la principal fuente de infeccion primaria en los
gatos, debido principalmente a la ingestion de presas o carne cruda (Dubey 1994). Segin
Dubey y Beattie (1988), la ingesta de alimentos, principalmente hortalizas y verduras, o agua
contaminados con los ooquistes provenientes de heces de gatos, y lo que es mas importante, la
ingestion de tejidos animales infectados que contienen quistes, sin una adecuada coccion son
las dos principales fuentes de infeccion en la transmision post-natal de T. gondii a los seres
humanos. En los paises industrializados, la fuente mas comun de transmision de
toxoplasmosis, también parece estar en relacion con el consumo de carne cruda que contenga
quistes de T. gondii (Pereira 2005).

Se estima que la prevalencia de T. gondii en las aves es baja y su peligro potencial es
pequefio, por lo general debido a que su carne se congela y es bien cocida antes del consumo
(Sherding 1998).

Otra forma de infeccion es a través de la ingestion de ooquistes eliminados en las heces
de gatos, después de su esporulacion, cuando éstos son conducidos directamente a la boca
(comun en los nifios), o cuando se contaminan el agua o los alimentos. Baratas, moscas y
gusanos pueden transportar el agente a los alimentos (Chinchilla y col 1994). A pesar de que
los felinos son los unicos huéspedes definitivos del parasito y los ooquistes son importantes en
la transmision de la enfermedad para los seres humanos, no existe una correlacion directa
entre la incidencia de la toxoplasmosis humana y tenencia de gatos (Pereira 2005).

3.5.2 Infeccién vertical

La infeccion congénita o de transmision vertical, es donde el agente en fase de
taquizoito, atraviesa la barrera placentaria para el feto. Esto se produce unicamente en las
madres que sufren una infeccion primaria durante el embarazo (Sherding 1998).



3.5.3 Otras vias de infeccion

Puede existir la infeccion a través de la piel (o percutdnea), a través de carne cruda
contaminada, que puede ser el consumo mas alla de la fuente de la infeccion a través de su
manipulacion, asi como cuchillos y otros utensilios, y las areas donde se preparan los
alimentos. Esta forma de infeccion se produce, sobre todo cuando existe una lesion cutanea, o
en las mucosas nasales y los ojos intactos. También hay informes de transmision por
transfusion de sangre, transplante de drganos, accidentes de laboratorio y la ingestion de
huevos y taquizoitos en la leche cruda (Pereira 2005).

3.6 FACTORES DE RIESGO PARA LA INFECCION

Hay varios factores que tienen un impacto sobre la epidemiologia de la infeccion por
T. gondii: como el tipo de gestion y produccion de los animales; criterios de higiene en los
mataderos, procesamiento de los alimentos; densidad de poblacion de especies salvajes, perros
o gatos, las condiciones ambientales que tienen influencia en la esporulacion de ooquistes
(como temperatura, humedad, viento), la ubicacién geografica (sobre todo teniendo en cuenta
la latitud), asi como los diferentes hdbitos alimentarios de las personas (Tenter y col 2000).La
presencia de los gatos y el historial de ocurrencia de abortos en propiedades agricolas, se
conocen como factores correlacionados con la toxoplasmosis (Pereira 2005).

Algunos autores consideran la profesion como un factor de riesgo para la infeccion por
T. gondii (Pereira 2005). Esto no es confirmado en estudios como ¢l de Araujo y col (2000),
quienes no encontraron un mayor riesgo de infeccion en los estudiantes de Medicina
Veterinaria en comparacion con la poblacién en general y Behymer y col (1973) quienes
tampoco encontraron diferencias significativas entre la seroprevalencia en los Médicos
Veterinarios (43,7%) y no Veterinarios (44,0%).

3.7 INMUNIDAD

Los taquizoitos de T. gondii son buenos antigenos, y aproximadamente dos semanas
después de la infeccion, en huespedes inmunocompetentes estimulan la respuesta inmune
reduciendo su tasa de incremento (Swango y col 1992). El estado de quiste puede permanecer
en modo de espera en el hospedador (la fase cronica de la enfermedad) y en los casos de una
inmunodepresion por agentes quimioterapicos o de enfermedades como la del moquillo (en
perros) y el SIDA (en humanos) se puede reagudizar la enfermedad (Dubey 1987). En
individuos inmunocompetentes, T. gondii causa una respuesta que generalmente permanece
inmune para toda la vida (Pereira 2005). La destruccion del Toxoplasma, en forma de
taquizoito, se produce posiblemente por una euglobulina de suero. Segin Rey (1991) esta
proteina se llama properdina y representa el 0,02% de las proteinas séricas. Puede resistir a la
fagocitosis por los macréfagos mecanismo aun no claro, sin embargo, se sabe que impide la
fusién de la pared del lisosoma con la vacuola de fagocitosis, y, por tanto, la penetracion de las
enzimas digestivas en este Ultimo. Hay poca informacion sobre la duracion de los anticuerpos
contra T. gondii en infecciones naturales en los cerdos (Pereira 2005).



3.8 RESISTENCIA DE PARASITO

Los ooquistes en el medio ambiente, son pequeiios, flotantes, y pueden resistir meses
hasta dos afios, resisten la mayoria de los desinfectantes habituales, y pueden sobrevivir,
seguir siendo viables, incluso en condiciones adversas del medio ambiente, como las altas
temperaturas y la salinidad (Pereira 2005). Ademés los ooquistes sobreviven mejor en pisos
himedos y calidos, con temperaturas alrededor de 25°C y suficiente oxigeno, alcanzando su
estado infectante en un lapso de uno a tres dias, siendo éstos los factores que ayudan a explicar
la alta prevalencia de la enfermedad en climas templados y tropicales. Los esporulados
sobreviven en el suelo por 18 meses o mas, en especial si estan cubiertos y lejos de la luz solar
directa. Resisten casi todos los desinfectantes, pero mueren con el calor y a una temperatura de
45°C se destruyen; so6lo el amoniaco al 10% es efectivo cuando contacta las superficies
contaminadas por largos periodos (Dubey y col 1970). El hecho de que los gatos cubren las
heces, aumenta la supervivencia de ooquistes (Araujo y col 2000). En la etapa de quiste en el
musculo puede sobrevivir en los tejidos durante unos dias después de la muerte del huésped,
pero se destruye por congelacion a -12 © C durante 24 horas o cocidos a 58 ° C durante 10 min
(Hartley y Munday 1974).

3.9 TOXOPLASMOSIS HUMANA

En humanos la infeccion es muy frecuente, pero la enfermedad clinica no es habitual,
en la mayoria de los casos es asintomatica o subclinica, y cuando la enfermedad es sintomética
muchas veces el diagnostico no se hace. La intensidad de los sintomas clinicos de infeccion
varia de acuerdo la virulencia de la cepa y la capacidad de respuesta inmune de la persona
(Dubey 1990). De vez en cuando, varios sintomas leves se pueden observar y la
manifestacion clinica mas importante es una linfoadenopatia (Dubey y Beattie 1988). Los
sintomas y signos que pueden encontrarse también son hipertermia, artralgia, mialgia, dolor de
cabeza y adenomegalia. Otros signos, menos frecuentes en individuos inmunocompetentes
son: hepatomegalia, esplenomegalia, erupcion cutdnea y coriorretinitis (Bonametti y col
1997).

En la especie humana, la toxoplasmosis representa el mayor riesgo en mujeres
embarazadas y pacientes inmunocomprometidos, como el VIH positivos, en tratamiento con
esteroides o quimioterapia y transplantados, por lo tanto, recibe una caracterizacion de
infeccion oportunista (Cesbron y col 1993). En los casos de infecciones oportunistas en los
individuos inmunocomprometidos, que representan la principal causa de los sintomas debido a
los cuadros neurologicos graves de encefalitis, puede evolucionar a muerte ( Frenkel 1992).
En tales personas, y en los nifios expuestos durante la vida intrauterina, la infeccion puede
causar dafio neurologico y oftalmico. Probablemente existen tres formas de toxoplasmosis
ocular: la congénita temprana, la aparicion tardia congénita (que es la mas comun) y la
adquirida (Pereira 2005).



3.10 TOXOPLASMOSIS EN CERDOS

T. gondii causa muerte embrionaria, muerte fetal y momificacion o aborto, mortinatos
y muerte neonatal en ovejas y cabras y, raramente, en cerdos y otros animales. El aborto
inducido por la toxoplasmosis ocurre en hembras de todas las edades, que adquieren la
infeccion durante el embarazo (Dubey 1998).

La infeccion de suinos tiene importancia, sobretodo por su repercusion en salud
publica. Se han realizado estudios en cerdos criados en sistemas extensivos y en granjas
industriales. Dubey y col,( 1995) en un estudio realizado en granjas porcinas de Illinois,
encontraron que la mayor seroprevalencia se asociaba con el acceso de los gatos a las cerdas.
La cria al aire libre no se asociaba con una seroprevalencia mayor (Dubey y col 1995; Weigel
y col 1995). La infeccidén en ganado bovino y caballar es menos comun que en otros animales
para carne y, aunque se han encontrado animales infectados por T. gondii, no se han realizado
estudios de toxoplasmosis clinica en estas especies animales, permaneciendo la mayoria
asintomadticos (Dubey 1998).

En general, la mayoria de las infecciones de los cerdos adultos, en buenas condiciones
fisicas, transcurren en forma subclinica, o con escasos sintomas no especificos, que escapan al
diagnodstico durante la fase aguda. Los portadores, aparentemente sanos, de estas infecciones
latentes, albergan quistes en sus tejidos, convirtiéndose en portadores cronicos. El aislamiento
de T. gondii a partir de diafragma o musculatura de cerdos aparentemente sanos fue logrado
por Jacobs y col, (1960) en USA en el 24% de una muestra de 50 cerdos. La prevalencia de la
infeccion por T. gondii en cerdos aparentemente sanos se ha establecido de preferencia por
estudios seroldgicos. Esta tasa varia de un lugar a otro, debido a factores epidemioldgicos,
como serian la crianza, tipo de alimentacion, estado sanitario, etc., de los cerdos; asi como
también, de acuerdo a los métodos utilizados para demostrar la infeccion. La mayoria de los
estudios serologicos practicados en el extranjero indican una prevalencia alta ( Ramsay
1981).

Los mecanismos conocidos hasta el momento, por los cuales este animal se puede
infectar son tres: el fecalismo, el carnivorismo y la transmision congénita. Las infecciones por
fecalismo ocurren en los cerdos por ingestion de ooquistes esporulados provenientes de
contaminacion fecal de gatos que pueden estar contenidos en los alimentos, aguas de bebidas o
en el suelo. Las infecciones por carnivorismo en cerdos , se deben al consumo de visceras y
carnes crudas infectadas con quistes de T. gondii, asi como al canibalismo, por ingestion de
roedores con infeccion aguda o cronica (Ramsay 1981).

3.11 DIAGNOSTICO

El diagnostico del T. gondii en los animales no es sencillo, debido a que la enfermedad
es mayormente subclinica; de alli la importancia de los monitoreos serologicos a nivel de
plantas faenadoras para estimar la frecuencia de infeccion toxoplasmica en cerdos y otras
especies productoras de carne para consumo humano, con el fin de evaluar el riesgo de
infeccion a que estd expuesta la poblacion (Romero y col 2007).



Entre las pruebas seroldgicas disponibles para el diagnostico de toxoplasmosis se
tienen las pruebas de fijacion de complemento (Nicolaus y Ravelo 1937), Sabin-Feldman,
(Sabin y Feldman 1948), Hemoaglutinacion (Jacobs y Lunde 1957), Inmunofluorescencia
(Goldman 1957) y ELISA (Venkatesan y Wakelin 1993).

La prueba inmunoenzimatica ELISA, ha mostrado claras ventajas sobre otras pruebas.
Se pueden analizar muchas muestras en forma simultanea con poco equipo sofisticado,
comparado con la prueba de inmunofluorescencia, y los resultados obtenidos ofrecen mayor
consistencia y son mas confiables que las obtenidas con la hemoaglutinacion (Waltman y col
1984). Ademas, la prueba de ELISA tiene alta sensibilidad y especificidad y puede detectar
tanto infecciones recientes como latentes de toxoplasmosis, detectando simultineamente
anticuerpos IgM e IgG. Las técnicas de enzimoinmunoanalisis (ELISA) son muy utilizadas
para la deteccion de IgG antitoxoplasma. Existen numerosos sistemas de ELISA, algunos de
los cuales estan comercializados y otros han sido puestos a punto en diversos laboratorios, por
lo que es dificil establecer comparacién entre los resultados obtenidos. Las principales
variaciones se basan en el antigeno utilizado y la enzima conjugada en el método de deteccion

(Corripio 1999).

En la mayoria de las pruebas, tanto propias de los laboratorios como comerciales, el
antigeno utilizado es un antigeno poco purificado obtenido de la lisis de taquizoitos de la cepa
RH. Otro tipo de antigeno empleado es el compuesto por taquizoitos completos, obtenidos a
partir de cultivos celulares libres de suero, adsorbidos a la placa . Actualmente se estdn
utilizando antigenos recombinantes como los H4/GST y H11/GST, con buenos resultados de
especificidad y sensibilidad . Las enzimas mas empleadas son la peroxidasa y la fosfatasa
alcalina, sin diferencias apreciables entre ellas (Corripio 1999).

Una técnica que esta siendo considerada de gran interés para la determinacion de la
fase de infeccion en la que se encuentra el paciente, es la determinacion de la avidez de IgG.
La afinidad funcional o avidez es la fuerza de enlace entre los puntos de unién del anticuerpo
y el antigeno. La técnica consiste en desestabilizar el enlace de hidrogeno entre el antigeno y
el anticuerpo, consiguiendo que los anticuerpos de baja avidez se disocien del antigeno cuando
los anticuerpos de alta avidez permanecen todavia unidos. Se ha demostrado que la fuerza de
unioén entre el anticuerpo y los epitopes del antigeno incrementan a lo largo de la infeccion,
determinando que los anticuerpos de baja avidez se originen en un estadio temprano de
infeccion y los de alta avidez en una fase posterior. Hedman y col ( 1991) introdujeron la
técnica para la deteccion de avidez en T. gondii utilizando un ELISA cuantitativo, aplicado a
una unica muestra de suero, usando como eluyente y agente desnaturalizante la urea (Hedman
y col 1991). Las pruebas de IFI y ELISA adaptadas a la deteccion de IgM han sido
ampliamente utilizadas, pero los falsos positivos originados por reacciones cruzadas llevaron a
desarrollar una prueba de ELISA-IgM Doble Sandwich (Hofgertner y col 1997). E1 ELISA de
captura es mas sensible que los ELISAs convencionales y el FI. Varia segun los métodos
usados pero el fundamento se basa en la captura de IgM del suero problema por una
antiglobulina anticadena-i.t humana absorbida en la placa de microtitulacion y seguida de una
segunda etapa en la que el antigeno toxopldsmico es afiadido, observandose la reaccion
antigeno-anticuerpo mediante una reaccion enzimatica (Wilson y col 1997).
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3.12 PREVENCIONY TRATAMIENTO:

Tanto en huespedes intermediarios como en gatos, el tratamiento es poco practico. El
control debe estar orientado fundamentalmente a prevenir el acceso de gatos y felinos
silvestres a carne y visceras crudas de cualquier especie doméstica o silvestre. Los gatos de
preferencia deben ingerir solamente alimentos comerciales no asi la carne cruda (Leguia y col
1998). Asimismo extremar las medidas higiénicas, al manipular los animales abortados,
especialmente las membranas fetales. Hay evidencias de titulos seroldgicos elevados en
personas que han manipulado materiales de aborto. En humanos se debe evitar el consumo de
cualquier tipo de carne insuficientemente cocida, lavarse las manos después de Ia
manipulacion de carnes crudas o el contacto con gatos. Antes de la gestacion es conveniente
que la mujer realice pruebas diagnoésticas y durante la gestacion debe extremar las medidas
preventivas (Spalding y col 1999). Los farmacos disponibles, por lo general impiden la
replicacion de T. gondii y no son por completo efectivos para matar al parasito. La
clindamicina es de primera eleccion para la toxoplasmosis clinica en perros y gatos, por su
buena absorcion intestinal. En el hombre se utiliza la sulfadiazina con la pirimetamina. Este
tratamiento puede producir una depresion toxica reversible, de la médula 6sea, que puede
evitarse administrando vitaminas B y acido félico (Soulsby 1987).

3.13 OBJETIVOS DEL TRABAJO
1-Determinar la prevalencia de T. gondii en cerdos faenados en tres plantas faenadoras
de carnes: Faenadora de carnes Victoria S.A. (IX region), Frigorifico Imperial (IX Region) y

Rio Bueno (XIV Region de Chile).

2- Relacionar la prevalencia encontrada con algunas variables epidemioldgicas como
sexo, edad, peso de canal, matadero de origen.

3- Aportar antecedentes epidemiologicos de la enfermedad en esta zona.
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4. MATERIAL Y METODOS

Durante los meses de febrero a marzo del afio 2008 se seleccioné una muestra de la poblacion
para estudiar la prevalencia de toxoplasmosis en cerdos de tres mataderos de la zona sur de
Chile: Faenadora de carnes Victoria S.A. (IX region), Frigorifico Imperial Ltda.(IX Region) y
Planta faenadora Rio Bueno (XIV Region de Chile).
4.1 MATERIAL

- Lector microplaca ELISA

- Kit Safepath T. Gondii, Microwell ELISA. Marca SafePath Laboratories (numero de
catalogo: TXP-96).

- Reactivos Test 96 TXP-96:
=  Microwells con antigenos de T. gondii.

» Enzima: IgG anti —cerdo conjugada con peroxidada (HRP) preservada
en buffer.

= Control positivo: suero de cerdo con el anticuerpo anti T. gondii.
= Control negativo: Suero de cerdo negativo para anti T. gondii.
* Cromoforo: tetrametilbenzidina (TMB).
* Solucién de lavado concentrada 20X.
= Buffer de dilucion.
* Solucién de Stop: acido fosforico 1M
- 350 Vacutainer sin anticoagulante
- 350 tubos Eppendorf de 1.5 ml
- 350 pipetas Pasteur desechables de 3ml

- 500 Tips puntas de 0 a 200 pl
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4.2 METODOS

4.2.1 Célculo del tamafio de la muestra.

Para calcular el tamafio de muestra se utiliz6 la formula para estimar una proporcion, basada
en la distribucion normal (Miguel 1982) mostrada a seguir:

Z’pq
n= , donde:

2
€

n: Tamafio minimo de muestra.

Z: Nivel de confianza (95%).

p: Proporcion de animales afectados (estudios anteriores).
q: Proporcion de animales no afectados.

e: Precision (5%).

1,96 x 0,30 x 0,70
n= =323
0,052

Para el estudio, el valor P = 0,30 se calcul6 considerando el ltimo trabajo realizado en
la misma zona relacionado con prevalencia de toxoplasmosis suina (Tamayo y col 1990).
Seglin esta formula el tamafio minimo de la muestra es de 323 cerdos. El trabajo se realizo con
340 muestras de sangre de cerdo por la disponibilidad de kits comerciales de ELISA.

4.2.2 Tipo de estudio y recoleccion de las muestras.

Se realiz6 un estudio de tipo transversal. Se selecciond una muestra de la poblacion
para estudiar la prevalencia de toxoplasmosis en cerdos de tres mataderos de la zona sur de
Chile. Entre los meses de febrero a marzo del afio 2008 se recolectaron 340 muestras de
sangre de cerdo. El muestreo se realizd en el momento del sacrificio de los cerdos, se tomaron
como muestra el total de cerdos a faenar durante el dia, a excepcion de lotes de gran tamafio
de caracteristicas homogéneas y provenientes de un mismo productor en los cuales se tomd
como muestra una cantidad representativa de cada lote, siendo éstos escogidos al azar. La
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muestra de sangre se recogid en frascos de vidrio que fueron identificados con numeracion,
sexo, edad, peso estimado, procedencia y lugar de faenamiento del animal.

4.2.3 Analisis de laboratorio

Las muestras se transportaron y analizaron en el Instituto de Medicina Preventiva de
la Universidad Austral de Chile, Valdivia. El suero fue obtenido mediante proceso de
centrifugacion que fue almacenado a -20° hasta la realizacion de las pruebas.

La deteccion de anticuerpos contra T. gondil, se realizéo mediante la prueba de ELISA
(Enzyme linked inmunosorbent assay). Cada muestra de suero se analizé por duplicado y las
lecturas de las absobancias de cada pozo se realizaron en un lector automatico de ELISA con
filtro entre 450 a 620 nm.

4.2.4 Principio del procedimiento

Durante la primera incubacion, los anticuerpos contra T. gondii presentes en la muestra
se unen a los antigenos que estan inmovilizados en la placa o presentes en solucion. La
siguiente incubacion permite que el complejo IgG anti-cerdo-peroxidasa se una al complejo
antigeno-anticuerpo formado previamente. Después de lavar para remover el exceso de
reactivos se agrega un cromoéforo, que en presencia de peroxidasa da un producto coloreado
azul que es detectado espectofotométricamente en un lector de ELISA.

4.2.5 Protocolo
Preparacion de reactivos:

- Se diluyo el buffer de lavado 20X con agua hasta una concentracion 1X.
- Los controles se diluyeron en una proporcion 1:10 usando el buffer de dilucion.

Preparacion de muestras:

- Se removio el suero (en el caso de muestras coaguladas) o plasma de la muestra de
sangre. Se congeld la muestra a -20°C.

- En la placa de ELISA se agregd 100 ul de cada muestra en cada posillo, se incubo a
temperatura ambiente por 10 minutos.

- Se lavo tres veces con la solucion de lavado diluida.

- Seagrego6 100 ul de enzima, se incub6 10 minutos a temperatura ambiente.

- Se lavo tres veces con la solucion de lavado diluida.

- Posteriormente se agregd el cromoforo en cada pocillo.

- Después de 10 minutos de incubacion se agreg6 100 pl de acido fosforico para detener
la reaccion.

- Seleyo6 la placa en el lector de ELISA a 450/620 nm.

4.2.6 Interpretacion de datos
Para interpretar los datos arrojados por el lector de ELISA se uso el siguiente criterio:
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- Positivo: valor de absorbancia mayor o igual a 0,3 OD.
- Negativo: valor de absorbancia menor a 0,3 OD.

4.2.7 Analisis estadistico

Los resultados fueron ordenados en tablas diferenciando positivos de negativos para luego
ser analizados en el programa estadistico GraphPad Prism , usando el test de chi-cuadrado con
un intervalo de confianza del 95% y considerando significativo un P < 0,05.

La variable principal fue la prevalencia de toxoplasmosis en cerdos dividida en dos
categorias: positivo y negativo. Las otras variables estudiadas fueron sexo, edad, peso
estimado y lugar de faenamiento del animal. Las variables numéricas se categorizaron para su
andlisis: la edad fue categorizada en menor o igual a 12 meses y mayor a 12 meses; el peso fue
categorizado en menor a 100 kg y mayor o igual a 100 kg. El sexo fue analizado en dos
categorias: macho y hembra.
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5. RESULTADOS

Fueron tomadas un total de 340 muestras en los tres mataderos en estudio; 41 en
Victoria, 230 en Imperial y 69 en Rio Bueno (Tabla 1). Las proporciones macho/hembra de la
muestra en estudio en las plantas faenadoras de Victoria y Frigorifico Imperial presentan una
distribucion homogénea en cada categoria a diferencia del Frigorifico Rio Bueno el cual
presenta un mayor porcentaje de hembras con un 74,0%. En lo que respecta al peso, en las tres
plantas faenadoras de carnes se obtuvo una media cercana a los 80 kg. La edad también
expresada como media, es igual en dos mataderos; Imperial y Rio Bueno con nueve meses,
siendo inferior en Victoria con una media de 5 meses (Tabla 1).

En relacion con la prevalencia de toxoplasmosis encontrada por separado en cada
matadero se detectd un 19,5%( 8/41) de sueros positivos en el matadero de Victoria, 8,7%
(6/69) en el matadero de Rio Bueno y un 6,9% (16/230) en el matadero de Nueva Imperial
(Tabla 1). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia de
toxoplasmosis entre los tres mataderos(P< 0,05). Por separado fue la Planta Faenadora de
carnes Victoria la que marco diferencias significativas comparada con las otras, no asi entre
Imperial y Rio bueno las que no arrojaron diferencias estadisticas significativas entre si.

Tabla 1 Caracteristicas descriptivas de la muestra de cerdos estudiada en tres mataderos
de la zona sur de Chile.

PLANTA FAENADORA
Faenadora de Carnes | Frigorifico | Frigorifico Rio Bueno
Victoria S.A. Imperial
Sueros reaccionantes 19,5 6,9 8,7
positivos a T. gondii (%) (8/41) (16/230) (6/69)
Sexo (%)
Macho 57,0 44,0 26,0

Hembra 43,0 56,0 74,0
Media Peso estimado kg 80 76 77
Media Edad meses (DS*) 5(1) 9(9) 9(8)

* Desviacion Estandar
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En el presente estudio el 8,8% (30/340) del total de cerdos muestreados presentaron
anticuerpos anti- T. gondii, con un intervalo de confianza de 95% entre 5,6% y 11,9% (Tabla
2).

Tabla 2 Frecuencia de cerdos seropositivos al T. gondii en tres mataderos de la zona sur
de Chile, mediante prueba de Elisa.

Diagnostico Numero | Porcentaje
Positivo 30 8,8%
Negativo 310 91,2%
Total 340 100%

Al considerar la distribucion de los cerdos segun el sexo (tabla 3), se observa que en el
9,9% (14/141) de sueros de machos y 8,0% (16/199) de sueros de hembras, se detectaron
anticuerpos anti- T. gondii. Sin embargo, a pesar de que se notdé mayor frecuencia de reactores
en los animales de sexo macho, la diferencia no fue estadisticamente significativa a la prueba
de Chi cuadrado (P>0,05).

Tabla 3 Distribucion de cerdos seropositivos al T. gondii, mediante la prueba de ELISA,

segun sexo.

Sexo NUmero positivos Porcentaje Total
Macho 14 9,9 % 141
Hembra 16 8,0 % 199
Total 30 8,8 % 340

En la variable edad, se observé una mayor frecuencia de reaccionantes positivos al T.
gondii en la categoria mayor a 12 meses con un valor de 15,4% (4/26), mientras la categoria
menor o igual a 12 meses presentd un valor de 8,3% (26/314) sin embargo la diferencia entre
ambos grupos no fue estadisticamente significativa P>0,05(Tabla 4).
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Tabla 4 Comparacion de frecuencia de cerdos seropositivos al T. gondii, mediante la
prueba de ELISA, segun edad.

Edad NUmeros positivos Porcentaje Total
Menor o igual a 12 meses 26 8,3% 314
Mayor a 12 meses 4 15,4% 26
Total 30 8,8% 340

En relacion con la variable peso la mayor prevalencia se detectd en la categoria mayor
o igual a 100 kg. Encontrdndose un 7,8% de sueros positivos a toxoplasmosis en pesos
menores a 100 kg y un 14,9% de sueros positivos en la categoria mayor o igual a 100 kg. El
analisis estadistico no detecto diferencia significativa entre estas categorias de peso ( P>0,05).

Tabla 5 Comparacién de frecuencia de cerdos seropositivos al T. gondii segun peso,
mediante prueba de ELISA.

Peso NUmero positivo Porcentaje Total
Menor a 100 kg 23 7,8 % 293
Mayor o igual a 100 kg 7 14,9% 47

Total 30 8,8% 340
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6. DISCUSION

Si bien existen numerosos estudios en otros paises en relacion con la toxoplasmosis, con
una gran variedad de prevalencias, no siempre es posible hacer comparaciones validas, ya que
tanto en humanos como en animales las frecuencias de afectados varian segun las regiones,
por sus costumbres y habitos de alimentacién entre otros factores ( Sudrez y col 1999).
Ademéas las diferencias existentes pueden ser atribuidas a las distintas técnicas utilizadas, ya
que en su gran mayoria se han usado pruebas diferentes al ELISA, no existiendo en esos
estudios una estandarizacion de los antigenos empleados, ni existe uniformidad en las
diluciones usadas en las pruebas ni en la interpretacion de los resultados (D'Angelino 1983).
Los trabajos realizados en Chile son escasos y con bajo numero de observaciones. Ramsay
(1981) en la Region Metropolitana obtuvo una prevalencia de un 51,1% y en el ultimo estudio
realizado por Tamayo y col en el afio 1990 present6 una prevalencia de un 28,1% con la
prueba de Sabin-Feldman y un 30,1% con la prueba Hemaglutinacion Indirecta.

En el presente estudio 30 de 340 muestras analizadas arrojaron una prevalencia de 8,8%
(Tabla 2). Este valor es inferior a los encontrados en estudios anteriores en Chile, lo que puede
ser atribuido al cambio experimentado en la produccion porcina de la Zona Sur de Chile en los
ultimos afos, produccion que se ha tecnificado para poder competir con grandes productores
de la Zona Central de Chile. Este factor marca diferencia segin estudios realizados en otros
paises, como Pereira y col el afno 2005 quienes compararon en Brasil ambos tipos de
produccion obteniendo un 33,9% de cerdos positivos en producciones artesanales comparado
con un 5,8% de las producciones industriales de ese pais.

Al analizar los resultados de los sueros reaccionantes positivos a toxoplasmosis por
matadero de origen (Tabla 1), fue la Planta Faenadora de Carnes Victoria la que arrojé una
mayor cantidad de muestras positivas con un 19,5% (8/41), comparado con las otras dos
plantas, en las cuales se obtuvo un 6,9% (16/230) y 8,7% (6/69), Imperial y Rio Bueno
respectivamente; encontrandose diferencias estadisticamente significativas al analisis
estadistico (P < 0,05). Al investigar los registros de procedencia de las muestras positivas al T.
gondii en la Planta Faenadora Victoria se encontr6é que las 8 muestras positivas correspondian
a un solo propietario, el cual es un pequefio productor de la zona y que la crianza de cerdos
que éste posee corresponde a una explotacion familiar. Esto puede explicar la mayor cantidad
de sueros positivos al T. gondii en la planta de la ciudad de Victoria ya que en las otras dos
plantas, las muestras positivas provienen de distintos productores, pudiendo ser productores
mas tecnificados y tener un mejor manejo sanitario.
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Al analizar la variable sexo (Tabla 1), se observaron diferencias en los porcentajes
hembra/macho de la muestra, siendo el Frigorifico de Rio Bueno el con mayores diferencias
entre la distribucion de hembras y machos con un total de 74% de hembras; en los otros dos
mataderos se obtuvo una proporcion mas cercana entre machos y hembras con 43% de
hembras en Victoria y un 56% de hembras en Imperial . En el andlisis de frecuencia de
reacionantes a T. gondii del total de la muestra, no se presentd asociacion estadistica (P >
0,05) entre la variable sexo y frecuencia de presentacion de reaccionantes positivos al ELISA
para toxoplasmosis (Tabla 3). Al respecto, diversos trabajos han encontrado tasas similares
para machos y hembras (Arambulo y col 1974, Garcia y col 1979, Ramsay 1981, Tamayo y
col 1990). Esto sugiere que en la distribucion de la infeccion en cerdos segun el sexo, tanto
hembras como machos se encuentran expuestos a los mismos factores de riesgo para contraer
la infeccion durante el ciclo de produccion. Sin embargo, Assadi-Rad y col (1995) sefialan que
las hembras en etapas reproductivas son el grupo de mayor riesgo en la diseminacién de T.
gondii, esto podria deberse al estrés post parto y a la lactancia, convirtiéndose en el principal
factor de diseminacion para lechones lactantes, lo que perpetua la infeccion en las granjas
porcinas. En este ultimo grupo de edad, se observan las consecuencias mas graves de la
infeccion clinica, sin diferencias en la susceptibilidad al agente (Dubey 1986).

La edad promedio de faenamiento de los cerdos en los tres mataderos es relativamente
baja siendo en dos de los tres mataderos inferior a nueve meses de edad expresada como
media (Tabla 1). Debe considerarse que la poblacion beneficiada en mataderos no representa
un buen indice de la distribucion etaria poblacional (Tamayo y col 1990). A pesar de esto se
subdividio las edades en dos categorias (Tabla 4), tomando en cuenta trabajos anteriores en
esta zona en Chile, para poder tener datos comparables. Al respecto, en cerdos mayores a 12
meses se encontrd un porcentaje mayor al de los menores de doce meses, sin embargo al
analisis estadistico no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Si bien estos
resultados concuerdan con varios trabajos anteriores las diferencias entre los porcentajes
pueden estar dadas por el hecho que los cerdos mayores tengan mayor probabilidad de estar
infectados debido a su mayor tiempo de exposicidon con los factores de riesgo involucrados en
esta zoonosis (Dubey 1986). Varios trabajos coinciden en senalar que las tasas de infeccion en
cerdos aumentan con la edad (Sibalic 1966, Ikegami y col 1970).

En la variable peso se encontrdé una mayor frecuencia de seropositivos en la categoria
mayor o igual a 100 kg (Tabla 5), con una frecuencia de un 14,9% (7/47) en comparacioén a un
7,8% (23/293) de la categoria menor a 100 kg. Considerando que 4 de las 7 muestras positivas
en la categoria mayor o igual a 100 kg son animales mayores de 12 meses, se podria relacionar
la variable peso con la edad y por lo tanto a mayor peso mayores posibilidades de estar
contagiados. Sin embargo no se encontraron estudios que relacionen la variable peso con un
aumento en la frecuencia de reacionantes positivos al ~ T. gondii y ademas al analisis
estadistico, esta variable no arrojo6 diferencias estadisticas significativas ( P>0,05 ).
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La eleccion de la prueba de ELISA para la deteccion de toxoplasmosis en suinos fue
basada en las ventajas sobre las pruebas de hemaglutinacion e inmunofluorescencia; asi, varias
muestras pueden analizarse con poco equipo sofisticado comparado con Ia
inmunofluorescencia y los resultados del ELISA ofrecen mayor consistencia y son mas
confiables que los ofrecidos por la hemaglutinacion (Waltman y col 1984).

Los hallazgos encontrados en el presente estudio confirman la importancia de la carne
de cerdo como fuente de diseminacion de la toxoplasmosis y resaltan lo imprescindible de
mantener un monitoreo a nivel de mataderos, siendo un hecho la presencia del T. gondii en
nuestros cerdos destinados al consumo. Como medidas preventivas se destaca el informar a la
poblacion sobre las caracteristicas de esta zoonosis y principalmente evitar el consumo de
carne de cerdo cruda sobre todo en mujeres embarazadas y personas inmunodepremidas.
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