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    RESUMEN


    Introducción: Los cerdos domésticos son considerados uno de los principales hospedadores intermediarios en la transmisión zoonótica de Toxoplasma gondii en muchos países. A la fecha, la información seroepidemiológica de T. gondii en cerdos domésticos en Cuba es muy escasa y no existe información sobre los genotipos de T. gondii que circulan en este país. Objetivos: Estimar la seroprevalencia de T. gondii y factores de riesgo asociados, así como proporcionar la caracterización genética de las cepas de T. gondii que circulan en cerdos domésticos en Villa Clara, Cuba. Métodos: Se detectaron anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en 870 cerdos (420 de granjas de cría y 450 de granjas de ceba) usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima comercial (ELISA). Los métodos multilocus PCR-RFLP y tipado multilocus de secuencias permitieron la caracterización genética de muestras de ADN de T. gondii detectadas por PCR convencional del marcador 529-pb en muestras de corazón y diafragma de cerdos de ceba positivos al ELISA. Resultados: La seroprevalencia individual de Toxoplasma gondii: global, en granjas de crías y cerdos de ceba sacrificados fue 17,9 % (156/870); 13,3 % (56/420) y 22,2 % (100/450) respectivamente. Los factores de riesgo asociados a una mayor seropositividad de T. gondii en las granjas de cría fueron la altitud y la edad. El análisis molecular reveló 4 perfiles genéticos diferentes que sugieren la circulación de genotipos no clonales de T. gondii en cerdos domésticos en Cuba. Conclusiones: Los resultados obtenidos indican una elevada exposición del cerdo doméstico a T. gondii así como una alta diversidad genética de T. gondii en la región de estudio. Estos hallazgos son de relevancia para la sanidad animal y salud pública en Cuba.
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    Seroprevalence, risk factors and genetic characterization of Toxoplasma gondii in domestic pigs in Villa Clara, Cuba


    ABSTRACT


    Introduction: Domestic pigs are considered as one of the main intermediate hosts in the zoonotic transmission of Toxoplasma gondii in many countries. To date, seroepidemiological information on T. gondii in domestic pigs in Cuba is very scarce and there are no reports of T. gondii genotypes circulating in this country. Objective: To estimate the seroprevalence of T. gondii and associated risk factors, as well as to provide the genetic characterization of the T. gondii strains circulating in domestic pigs in Villa Clara, Cuba. Methods: Anti-Toxoplasma gondii IgG antibodies were detected in 870 pigs (420 from breeding farms and 450 from fattening farms) using a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The Multilocus PCR-RFLP and Multilocus Sequence Typing methods allowed the genetic characterization of T. gondii DNA samples detected by conventional PCR of the 529-bp marker in heart and diaphragm samples from ELISA positive fattening pigs. Results: The individual seroprevalence of Toxoplasma gondii: global, in breeding farms and slaughtered fattening pigs was 17.9% (156/870), 13.3% (56/420) and 22.2% (100/450) respectively. The risk factors associated with higher T. gondii seropositivity in breeding farms were altitude and age. Molecular analysis revealed four different genetic profiles that suggest the circulation of non-clonal T. gondii genotypes in domestic pigs in Cuba. Conclusions: The results obtained indicate a high exposure of the domestic pig to T. gondii as well as a high genetic diversity of T. gondii in the study region. These findings are relevant for animal and public health in Cuba.
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    INTRODUCCIÓN


    La toxoplasmosis es una importante enfermedad zoonótica de distribución mundial, causada por el parásito protozoario Toxoplasma gondii, que infecta a la mayoría de los animales homeotérmicos, incluidos los humanos. (1) Aproximadamente el 30 % de la población humana mundial está infectada con este parásito intracelular obligado. (2) Aunque la infección por T. gondii es típicamente asintomática en individuos inmunocompetentes, el parásito puede causar enfermedades neurológicas y oftalmológicas cuando se adquiere posnatalmente, y casos graves, incluso fatales, en niños infectados congénitamente. (2) Además, la evidencia acumulada sugiere que la infección latente con T. gondii podría estar asociada con una variedad de condiciones neuropsiquiátricas y conductuales en los seres humanos. (3)


    El consumo de carne cruda o poco cocida de animales de granja (principalmente carne de cerdo) infectada con quistes tisulares de Toxoplasma gondii, se considera la principal vía de infección por T. gondii en humanos en muchos países. (4,5) La carne de cerdo es la más consumida en Cuba; sin embargo, los estudios epidemiológicos sobre T. gondii son muy escasos en este país, y hasta la fecha no se han realizado encuestas serológicas en cerdos destinados al consumo humano. (6,7,8) A pesar de que las fuentes de infección para el ser humano no han sido atribuidas, en este país se han reportado casos clínicos, incluida la toxoplasmosis ocular en personas inmunocompetentes. (9,10)


    Actualmente, la población de T. gondii se considera compleja y diversa, constituida por 16haplogrupos clasificados en 6 clados principales; de hecho, se han identificado más de 300genotipos distintos (ToxoDB.org). (11) Estudios previos realizados en el área del Caribe reportaron una alta frecuencia de cepas no canónicas y una proporción notable de cepas de T. gondii tipo III. (12) Si bien se ha reportado toxoplasmosis clínica en humanos en Cuba, hasta la fecha, no existen investigaciones sobre la determinación de factores de riesgo asociados a la seropositividad de T. gondii en cerdos domésticos en Cuba; realización de encuestas serológicas sobre T. gondii en cerdos de ceba sacrificados y destinados al consumo humano en Cuba; y caracterización genética de T. gondii en este país. (9,10,13) Por tanto, nuestros objetivos fueron estimar la seroprevalencia de T. gondii y factores de riesgo asociados, así como proporcionar la caracterización genética de las cepas de T. gondii que circulan en cerdos domésticos en Villa Clara, Cuba.


    



    MÉTODOS


    Se diseñó un estudio transversal para determinar la seroprevalencia de anticuerpos IgG contra T. gondii y factores de riesgo asociados en cerdos domésticos de todas las granjas de cría de la provincia de Villa Clara (figura 1), así como la seroprevalencia de T. gondii en cerdos de ceba sacrificados destinados al consumo humano (figura 2). La provincia de Villa Clara cuenta con el número más alto de cerdos domésticos y es la mayor productora de carne de cerdo en Cuba, registrando en 2017 un record de producción anual de 49 332 toneladas. (6) El sistema de producción porcina en Cuba se caracteriza por un sistema de gestión bajo convenio entre el sector especializado (sector estatal) y el sector no especializado (sector privado). Donde el sector no especializado se encarga fundamentalmente de la ceba de los híbridos comerciales (Yorkshire/Landrace X CC21 como raza paterna) que produce y expende el sector especializado. (7) Debido a lo planteado previamente calculamos el tamaño de muestra individualmente para cada sector asumiendo una prevalencia esperada de 50 %, 95 % de Intervalo de Confianza (IC 95 %) y una precisión absoluta deseada de 5 %. Además, tuvimos en cuenta que la población porcina total de cada sector era superior a 10 000 cerdos, (14) resultando en 384 cerdos a ser muestreados en cada sector de producción.


    En el sector especializado el tamaño de las granjas o centros de crías muestreados osciló entre 500 y 1600 reproductoras. Fueron aleatoriamente seleccionados en cada granja 60 cerdos, incluyendo 30 reproductoras y 30 precebas, para lo cual se asumió una seroprevalencia dentro de la granja del 6 %. Finalmente, un total de 420 muestras de sangre (10 mL) fueron obtenidas por punción del seno venoso oftálmico de cerdos procedentes de las 7 granjas porcinas de cría (A-G) de Villa Clara. Todas las granjas muestreadas presentaron estándares de bioseguridad muy similares incluyendo sistema de manejo todo dentro todo fuera, cerca perimetral, filtro sanitario, delimitación entre el área sucia y limpia, vado sanitario, ausencia de gatos y de otras especies de animales domésticos, control de roedores, cloración del agua de bebida, entre otros. Las granjas A, B, F y G estaban localizadas a una altitud menor que 250 m sobre el nivel del mar (msnm), mientras que las granjas C, D y E estaban localizadas a altitudes mayor e igual que 250 m snm.


    En el sector no especializado un total de 450 muestras de sangre pareadas con corazón y diafragma fueron finalmente obtenidas de cerdos sacrificados aleatoriamente seleccionados (animales de 6 meses de edad y 90 kg de peso promedio) en el principal matadero porcino de Villa Clara. Las muestras fueron colectadas de enero a marzo de 2019 durante 9 días de muestreo, tomando 50 muestras por día. Por cada cerdo muestreado, al menos 100 g de diafragma y corazón fueron obtenidas e introducidas en bolsas plásticas individuales que fueron refrigeradas a 4 ºC durante su transportación hasta el laboratorio donde fueron congeladas a –20 ºC hasta su análisis. Además, se tomaron aproximadamente 10 mL de sangre en el momento del sangrado en la línea de sacrificio. Asimismo, se registraron datos sobre sexo y municipio de origen para cada cerdo muestreado.


    Análisis serológico


    Las muestras de suero fueron centrifugadas a 4800 rpm durante 10 minutos, separadas y almacenadas a –20 ºC hasta su posterior análisis. Para determinar la presencia de anticuerpos IgG contra T. gondii, las muestras de suero fueron analizadas usando un ELISA comercial indirecto (PrioCHECK® Toxoplasma Ab porcine, Thermo Fisher Scientific Prionics Lelystad BV) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. (15) La sensibilidad y especificidad de este ELISA de acuerdo con el fabricante fue del 98 % y 99,6 % respectivamente.


    Caracterización genética de Toxoplasma gondii


    La caracterización genética de Toxoplasma gondii se realizó únicamente a las muestras de ADN de Toxoplasma gondii obtenidas de muestras de corazón y diafragma de los cerdos de ceba sacrificados procedentes del sector no especializado.


    Extracción de ácido desoxirribonucleico genómico


    Se sometió a la extracción de ADN genómico solo las muestras de tejido de corazón y diafragma de los cerdos de ceba positivos al ELISA. El ADN genómico se extrajo de cada muestra de tejido utilizando el kit comercial QIAamp® Fast DNA Tissue (Qiagen®) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se incubaron 25 mg de cada tejido con proteinasa K a 56 °C durante 10 min en un termomezclador. Las muestras de ADN se obtuvieron después de la purificación mediante cromatografía en columna de gel de sílice y se eluyeron en 100 μl de tampón de elución.


    Detección de ácido desoxirribonucleico


    La detección de ADN de T. gondii en las muestras de ADN extraídas de tejidos de los cerdos de ceba se llevó a cabo mediante una amplificación por PCR convencional del marcador molecular elemento repetitivo 529-pb. (16) En resumen, la reacción de PCR se realizó en 25μl utilizando ADN polimerasa HotStar Plus y un termociclador Bio-Rad T100. Los productos de PCR se evaluaron en geles de agarosa al 2 % en tampón TBE 0,5X, se tiñeron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz ultravioleta.


    Caracterización genética por reacción en cadena de la polimerasa-polimorfismo de longitudes de fragmentos de restricción-multilocus anidado


    Las cepas de Toxoplasma gondii detectadas fueron caracterizadas por Mn-PCR-RFLP método basado en la detección de 10 marcadores genéticos multilocus SAG1, SAG2 (3′-SAG2 y 5′-SAG2), SAG3, GRA6, C22-8, L358, BTUB, C29-2, PK1 y Apico. (17) Básicamente, la reacción de PCR múltiple se realizó en 50 µL conteniendo 0,15 µM de cada uno de los cebadores externos, 200 μM de dNTPs (Eurogentec, Bélgica), 2 mM de MgCl2, solución Q 1X, Buffer de PCR 1X, 1 unidad de polimerasa ADN HotStart Plus y 10 µL de ADN de la muestra.


    Como controles positivos fueron usados 2 µL del ADN extraído de cepas RH (tipo I, toxoDB#10), Wil (tipo II, haplogrupo 2), y PRU (tipo II variante, ToxoDB#3). Agua libre de nucleasa fue usada como control negativo. Reacciones de PCR anidadas (nPCR) individuales posteriores fueron realizadas en 25 µL conteniendo 0,3 µM de cada par de cebadores internos correspondientes, 200 μM de dNTPs; 2 mM de MgCl2; 1X de solución Q, 1X de Buffer de PCR, 1 unidad de polimerasa de ADN HotStart Plus y 4 μL del producto de PCR múltiple obtenido previamente. Cada producto de nPCR positivo (7 μL) fue digerido con endonucleasas de restricción en un volumen de 10 μL, luego se analizaron en gel de agarosa al 3 % para revelar los patrones de banda de ADN. Los patrones de restricción de ADN obtenidos fueron comparados con los perfiles depositados en ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/).


    Caracterización genética por tipado multilocus de secuencias


    Debido al interés en el genotipado basado en secuencias y con el objetivo de realizar análisis filogenéticos, los amplicones de los marcadores SAG1 y SAG3 se secuenciaron utilizando un secuenciador automático 3730XL de Applied Biosystems (ABI; Microsynth Seqlab, Maschmühlenweg). (18) Estas secuencias fueron curadas manualmente cuando fue necesario y se analizaron utilizando el software BioEdit, versión 7.0.5.3. (19) Las secuencias SAG1 y SAG3 también se concatenaron y alinearon utilizando el software MEGA X para generar un árbol filogenético y evaluar la estructura de la población de las cepas de T. gondii cubanas descritas aquí; se incluyeron cepas de referencia tipo I y II (RH, Tg51, Wil y PRU) para la comparación. (20) Por otro lado, las secuencias SAG3 generadas también se alinearon con secuencias similares disponibles originadas en América recuperadas del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI, siglas en inglés) a través de la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), utilizando MEGA X software. (20) La historia evolutiva se infirió mediante el método Neighbour-Joining y se llevó a cabo en el software MEGA X. (21) El porcentaje de árboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestra junto a las ramas de cada árbol. (22) Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud compuesta. (23) Las secuencias obtenidas en el presente estudio han sido depositadas en GenBank (SAG3: OM836491-OM836494; SAG1: OM648096-OM648099).


    Análisis estadístico


    La seroprevalencia individual contra T. gondii fue calculada como la razón de animales seropositivos entre el número total de animales examinados, usando un intervalo de confianza de 95 % binomial de 2 colas. Se usó un análisis de medias aplicado a proporciones (ANOM) específicamente en el sector especializado para identificar granjas de cría con valores de seroprevalencia dentro de la granja significativamente diferentes. El análisis fue realizado usando el paquete “ANOM” (24) del software estadístico R (R v. 3.5.2). Si diferencias estadísticamente significativas entre granjas eran encontradas por ANOM se creaba una variable Dummy (“Granja significativamente diferente” versus “otras granjas”) que entonces era incluida en el análisis bivariante.


    La determinación de factores de riesgo asociados a la seropositividad de Toxoplasma gondii se realizó únicamente en el sector especializado. Para realizar esta determinación se obtuvo información epidemiológica de cada animal muestreado que incluyó edad, sexo, granja (A-G), altitud, y tamaño de la granja. Para las reproductoras también fueron registrado datos tales como: crías por parto, paridad, cerdos destetados y mortinatos. Para determinar la asociación entre las variables independientes con respecto al estatus individual de T. gondii (variable dependiente) se realizaron pruebas bivariantes de chi cuadrado y exacta de Fisher. Las variables con valor de p < 0,20 en el análisis bivariado fueron seleccionadas como factores de riesgo potenciales. La colinealidad entre variables se determinó con el coeficiente V de Cramer. Finalmente, se realizó una ecuación de estimación generalizada (GEE, siglas en inglés) para determinar el efecto de las variables seleccionadas sobre la base de las pruebas bivariantes y de colinealidad. (14)


    En el sector no especializado solo se estimó la asociación entre los resultados serológicos y las variables independientes (sexo y municipio) mediante las pruebas chi cuadrado de Pearson o prueba exacta de Fisher, según correspondiera. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando el valor de p < 0,05. Además, las pruebas bivariantes recién mencionadas se emplearon para estimar asociación entre la variable explicativa “sector de producción” y la variable respuesta “seropositividad a T. gondii”, considerando el sector de producción un factor de riesgo potencial si p < 0,05. Los análisis estadísticos fueron realizados usando el software SPSS v25.0 (Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, IL, USA).


    



    RESULTADOS


    Se detectaron anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii en (156 de 870) cerdos (17,9 %, IC95%: 15,4-20,5). Los valores de seroprevalencia individual de T. gondii en las granjas de crías (sector especializado) y en los cerdos ceba (sector no especializado) fueron del 13,3 % (56/420; IC 95%: 10,1-16,6) y 22,2 % (100/450; IC 95 %: 18,5-26,2) respectivamente. El análisis bivariante mostró diferencias significativas entre los valores de seroprevalencia de ambos sectores, así como que las granjas de cría constituyen un factor de protección potencial a la infección por T. gondii (OR = 0,539; IC 95 %: 0,376-0,771; p = 0,0006).


    Se encontró seropositividad en 6 de 7 (85,7 %) granjas de crías analizadas, y la seroprevalencia dentro de la granja osciló entre 5,0 % y 25,0 %, con la seroprevalencia más alta observada en cerdos de la granja B y los valores más bajos en cerdos de la granja D. Cabe destacar que no se detectaron anticuerpos contra T. gondii en cerdos procedentes de la granja C (ver figura 1). El análisis ANOM mostró una seroprevalencia significativamente más baja en la granja C, que fue negativa a la presencia de anticuerpos anti-T. gondii, en relación a la media general de las otras granjas analizadas (figura 3).


    No se encontró asociación entre la seropositividad a T. gondii y las variables independientes sexo, cerdos destetados, y mortinatos en el análisis bivariante. Se seleccionaron para el análisis multivariante las variables independientes granja, altitud, tamaño de la granja, edad, crías por parto y número de partos. El modelo GEE final mostró que los principales factores de riesgo asociados con la seropositividad de T. gondii en cerdos del sector especializado en la provincia de Villa Clara, Cuba, fueron la altitud y la edad. La seroprevalencia de anticuerpos de T. gondii fue significativamente más alta en las granjas localizadas a menor que 250 m snm (19,6 %; IC 96 %: 14,6-24,6) comparada con las granjas localizadas a una altitud mayor e igual que 250 m snm (5,0 %; IC 95 %: 1,8-8,2) (OR = 5,28; p = 0,001; IC95%: 1,91-14,57). También se observó una seropositividad significativamente más elevada en reproductoras (21,9 %; IC 95%: 16,3–27,5) comparada con cerdos postdestete (4,8%; IC 95 %: 1,8-7,6) (OR = 6,05; p < 0,001; IC 95 %: 2,53-14,60).


    En el sector no especializado se detectaron cerdos de ceba positivos al ELISA en todos los municipios muestreados, y la seroprevalencia dentro del municipio osciló entre 13,6 % y 36,8%. (ver figura 2). No se encontraron diferencias estadísticas significativas entre la seroprevalencia y las variables sexo (p = 0,545) y municipio (p = 0,572).


    Se detectó ADN de Toxoplasma gondii en muestras de corazón de 4 de los 100 cerdos de ceba positivos al ELISA (4 %; cerdos 77, 97, 129 y 143) mediante PCR convencional. También se encontró ADN de T. gondii en diafragma del cerdo 97 (1 %).


    Solo las 4 muestras positivas de ADN de T. gondii extraídas de corazón se pudieron caracterizar con éxito para al menos 5 marcadores genéticos (SAG1, SAG2, SAG3, c22-8 y L358); la muestra del cerdo 77 también pudo genotiparse para el marcador GRA6. La caracterización genética por Mn-PCR-RFLP reveló 4 perfiles genéticos diferentes que eran combinaciones de alelos tipo I, II, III y u-1. Se demostró que los cerdos 97 y 129 estaban infectados por genotipos potencialmente atípicos no descritos, los otros 2 animales PCR positivos resultaron en combinaciones de alelos que podrían estar relacionadas con ToxoDB#138 (cerdo 143) u otros genotipos recombinantes (cerdo 77) (tabla 1).


    En cuanto a los resultados de la secuenciación los datos obtenidos respaldaron un cierto grado de heterogeneidad dentro de la población de T. gondii que infecta a los cerdos en Cuba. La concatenación de los marcadores SAG1+SAG3 (figura 4A) nos permitió observar cómo las muestras de cerdos cubanos se dividían en 2 ramas; la muestra 129 se agrupó claramente con la cepa RH, de acuerdo con su perfil RFLP tipo I, mientras que las muestras 77; 97 y 143 se agruparon condicionadas por el alelo u-1 presente en el marcador SAG1. Por otro lado, los polimorfismos de nucleótidos únicos (SNP, siglas en inglés) detectados G1593T, G1594A y A1614G permitieron la discriminación en una rama separada de la muestra 143. Los SNP G1593T y G1594A provocan un cambio de aminoácido de glicina a tirosina, mientras que A1614G provoca un cambio de serina a glicina.


    Los análisis filogenéticos basados en secuencias de marcadores SAG3 obtenidas aquí, además de las recuperadas de NCBI relacionadas con cepas originadas en América (territorios de América del Norte, Central y del Sur) se muestran en la figura 4B. El árbol mostró una clara agrupación de muestras de cerdos 77 (número de acceso de GenBank: OM836491) y 97 (OM836492). La muestra del animal 143 (OM836494) mostró 100 % de homología con el aislado MH744787 del oso negro americano (Ursus americanus), entre otros. Finalmente, la muestra del cerdo 129 (OM836493) se agrupó con cepas relacionadas con el tipo I. Además, esta muestra se agrupó cerca de las secuencias MK127861, MH744785 y MK875303 de aislados recombinantes que se identificaron como variantes atípicas en la región SAG3.


    



    DISCUSIÓN


    La importancia de T. gondii en salud pública asociada al consumo de carne de animales de granja contaminada con quistes tisulares de este protozoo pone de manifiesto la necesidad de realizar investigaciones epidemiológicas en animales destinados al consumo humano. En este sentido, el consumo de carne de cerdo cruda o semicocida es considerado como una de las principales fuentes de infección de T. gondii en los seres humanos en muchos países. (5) El presente trabajo supone el primer reporte de factores de riesgo asociados a la seropositividad de T. gondii en cerdos domésticos procedentes del sector especializado en Cuba; la primera encuesta serológica sobre T. gondii conducida en cerdos de ceba destinados al consumo humano (sector no especializado) y el primer estudio de caracterización genética de este parásito en este país. En el presente trabajo proporcionamos información epidemiológica sobre T. gondii en cerdos domésticos de granjas de cría y ceba de la provincia de Villa Clara, Cuba.


    La seroprevalencia general obtenida (17,9 %) es similar a la reportada globalmente (19 %). (25) Se observaron diferencias estadísticas significativas entre los valores de seroprevalencia individual detectada en cerdos domésticos de granjas de cría (13,3 %) versus cerdos de ceba sacrificados (22,2 %). Estos resultados indican una prevalencia de infección de T. gondii moderada en cerdos domésticos en Villa Clara. Las diferencias encontradas entre los valores de seroprevalencia pueden explicarse por el mayor estándar de bioseguridad de las granjas de cría (sector especializado) comparado con las granjas de ceba (sector no especializado). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Dubey et al., quienes plantean que la seroprevalencia de T. gondii varia significativamente entre las clases de cerdos encuestados (cerdos de ceba versus reproductoras, cerdos criados en confinamiento con excelentes estándares de bioseguridad versus cerdos criados en libertad u orgánicos). (5)


    En nuestro trabajo pudimos confirmar que la seroprevalencia individual detectada en cerdos criados en granjas de cría de la provincia Villa Clara (13,3 %) es de similar magnitud que la encontrada previamente en Cuba (14 %), y en otros países latinoamericanos como Brasil (13%), Colombia (15 %), y México (13 %-17 %). (8,26,27,28,29) Sin embargo, los valores medios de seroprevalencia fueron superiores en cerdos domésticos criados en traspatio y en extensivo en Argentina (48 %), Brasil (33 %-52 %), Costa Rica (44 %), Hawai (49 %), México (45 %-97 %), Panamá (32 %) y Perú (30 %). (5,25)


    Se detectó al menos un cerdo seropositivo en 6 de las 7 granjas de cría analizadas (85,7%), con valores de seroprevalencia dentro de la granja que oscilaron entre 5,0 % y 25,0%. Aunque una de las granjas estudiadas fue negativa a la presencia de anticuerpos anti-T. gondii, el número de muestras recogidas en cada granja se calculó asumiendo una prevalencia mínima dentro de cada granja del 6 % y, por tanto, no se puede descartar la posibilidad de que esa granja en particular tuviera una seroprevalencia inferior al 5 %. Los resultados indicaron que la infección por T. gondii está muy extendida entre las granjas porcinas de cría de Villa Clara. Dado que todas las granjas muestreadas se manejan bajo un sistema de producción similar, las características ambientales pueden explicar las diferencias entre las seroprevalencias en cerdos dentro de la región de estudio. Al respecto, las granjas ubicadas a menor que 250 m snm mostraron una seropositividad significativamente mayor en comparación con las criadas a mayor altitud. Nuestros resultados concuerdan con los informados por Villari et al., quienes consideraron la mayor altitud (mayor que 200 m snm) de las granjas como un factor protector ante la exposición a T. gondii; esta observación probablemente esté asociada a una viabilidad ambiental reducida de los ooquistes con la disminución de la temperatura ambiente y, quizás, también de la humedad. (30) También se encontraron niveles de seroprevalencia más altos en jabalíes (Sus scrofa) muestreados en cotos de caza ubicados a menor que 600 m snm en comparación con los muestreados a mayor altitud. (31) En contraste, otros estudios observaron una mayor seropositividad a T. gondii en cerdos criados en regiones montañosas. (28,32) La razón de estas diferencias no están claras; sin embargo, las condiciones ambientales y climáticas pueden afectar la supervivencia de los ooquistes en el suelo, los alimentos y el agua contaminados con heces felinas, que son las fuentes probables de infección para los cerdos. (33) En este sentido, consideramos que se necesitan más estudios para abordar este problema.


    Estudios previos han demostrado que el análisis serológico de T. gondii mediante ELISA es un buen método para la vigilancia del parásito en cerdos. (34,35) En el presente estudio, solo 4(4,0 %) de los 100 cerdos de ceba positivos al ELISA fueron positivos mediante PCR. Este hallazgo concuerda con los observados por Hill et al., quienes reportaron diferencias entre las sensibilidades de las técnicas de diagnóstico en el análisis de la infección por T. gondii en muestras de cerdos experimental y naturalmente infectados. Además, este hecho podría estar asociado a la distribución aleatoria de los quistes tisulares, el volumen limitado de muestra analizada, y la baja carga parasitaria habitual observada en los tejidos de animales crónicamente infectados. (34) Es de destacar que el ADN de T. gondii se detectó con más frecuencia en el corazón que en el diafragma. Este hallazgo concuerda con lo reportado por Gisbert Algaba et al., y Vergara et al., quienes señalan al corazón como órgano diana para la detección de la infección por T. gondii en cerdos. (36,37)


    La caracterización molecular es crucial ya que el genotipo puede determinar la presentación y severidad de la toxoplasmosis. (38) Aquí, caracterizamos molecularmente por primera vez las cepas de T. gondii que circulan en los cerdos de ceba destinados al consumo humano en Villa Clara, Cuba. Los resultados preliminares sugieren la existencia de una elevada diversidad genética de T. gondii en cerdos sacrificados en Villa Clara (tabla 1; figura 4). Las 4 muestras caracterizadas presentaron perfiles genéticos relacionados con genotipos no canónicos. Hasta la fecha, numerosos estudios han confirmado la alta diversidad genética y genotípica entre las cepas de T. gondii que circulan en Centro y Sur América, cuya estructura poblacional ha demostrado no ser homogénea en este subcontinente. (38,39)


    Los datos moleculares sobre T. gondii en Centroamérica y los territorios del Caribe aún son escasos. Estudios previos mostraron que el genotipo clonal tipo III (ToxoDB#2) es común y está generalizado en esta región. Asimismo, este genotipo se ha identificado en diferentes huéspedes domésticos, incluidos perros, gatos y pollos, pero no se observó en el presente estudio. (12,39,40,41) Desde nuestro conocimiento, los únicos estudios realizados en cerdos en el área del Caribe se llevaron a cabo en San Cristóbal y Nieves. (42) Los autores caracterizaron cepas de T. gondii mediante Mn-PCR-RFLP utilizando 4 marcadores moleculares (SAG2, SAG3, BTUB y GRA6) en muestras de tejido, y los patrones resultantes sugirieron la presencia de genotipos clonales tipo I (ToxoDB#10) y tipo III (ToxoDB#2). La compilación mundial de datos PCR-RFLP identificó ciertos patrones geográficos, pero aún existen muchas brechas en el área del Caribe. (43) El análisis mediante herramientas de tipificación de microsatélites podría ayudar en este análisis, ya que se espera una notoria divergencia de los organismos del Caribe en comparación con otros aislamientos/datos europeos o estadounidenses. (44)


    En cuanto a los resultados de la secuenciación los datos obtenidos sugieren un alto grado de heterogeneidad de la población de T. gondii que infecta a los cerdos sacrificados en Cuba. Nuestros resultados proporcionaron evidencia adicional de una rica diversidad genética de T. gondii en el área del Caribe. A pesar de su corta longitud, SAG3 se considera un marcador adecuado para análisis filogenéticos. (18,45) En la figura 4B, teniendo en cuenta las secuencias SAG3 disponibles en NCBI procedentes de ganado, animales salvajes y humanos en las Américas, se muestra un grupo claro formado por las muestras de 2 de los animales PCR positivos detectados en el presente trabajo (cerdos 77 y 97, ambos se originaron en el mismo municipio), apoyando la hipótesis de una nueva variante genética, presumiblemente un nuevo genotipo que infecta a los cerdos en Cuba. Por otro lado, la muestra del cerdo 143 mostró un 100 % de homología con el aislado MH744787 del oso negro americano (Ursus americanus). Las cepas de referencia de agrupamiento de ramas específicas Wil, Tg51 y PRU demostraron la baja ocurrencia de cepas relacionadas con el tipo II en general en las Américas a diferencia de Europa y específicamente en el área de estudio. (46) Además, la muestra del animal 129 se agrupó junto con las cepas relacionadas con el tipo I y, por lo tanto, podrían ser presumiblemente un aislado virulento en ratón.


    Cada vez hay más pruebas de que algunas cepas atípicas están vinculadas a una mayor probabilidad de toxoplasmosis congénita y ocular, así como a casos raros y graves de toxoplasmosis diseminada aguda en individuos inmunocompetentes. (38) En Cuba, desafortunadamente, ningún estudio ha relacionado casos clínicos de toxoplasmosis en humanos con genotipos específicos de T. gondii. Sin embargo, planteamos la hipótesis de que la circulación de genotipos atípicos en cerdos domésticos podría explicar la alta incidencia de toxoplasmosis ocular en este país. Al respecto, Bustillo et al., reportaron una tasa de incidencia de toxoplasmosis ocular activa de 58,5 por cada 100 000 habitantes en la vecina provincia de Sanctis Spíritus, la tasa de incidencia más alta reportada hasta la fecha en una región tropical de alto riesgo. (9) Con base en nuestros resultados, se requieren más estudios moleculares para analizar la población genética de T. gondii en cerdos y humanos en Cuba y tratar de desentrañar las interrogantes que aquí han surgido: 1) ¿Hay presencia de tipos canónicos en Cuba, y en qué proporción? 2) ¿Están circulando nuevos genotipos de T. gondii en cerdos en Cuba?, y finalmente, 3) ¿Qué tan divergente es la estructura poblacional de T. gondii de Cuba en comparación con otros territorios del Caribe y Centroamérica? Las preguntas anteriores abren una vía importante para formular hipótesis sobre si las cepas no canónicas observadas muestran fenotipos virulentos y en qué medida pueden representar un riesgo para los seres humanos.


    Conclusiones


    Los resultados obtenidos brindan una primera aproximación a los factores de riesgo asociados con la exposición a T. gondii en cerdos domésticos criados en granjas de cría en un país donde no había información reciente en esta especie animal. La seropositividad observada indica que este parásito zoonótico está muy extendido en las granjas de cría de cerdos en la provincia de Villa Clara, Cuba. Este hallazgo indica un problema de salud pública porque los cerdos seropositivos pueden albergar quistes tisulares en sus carnes, lo que representa un riesgo zoonótico para los consumidores de carne porcina o sus productos crudos o poco cocidos. Hasta donde sabemos, este es el primer reporte sobre caracterización genética de T. gondii en este país. Los resultados sugieren una alta diversidad genética de T. gondii en esta región. Se deben realizar más estudios basados en el aislamiento del parásito para tener una identificación completa de los genotipos circulantes, así como para caracterizar la virulencia de las cepas detectadas en cerdos en Cuba, y de esa manera evaluar el riesgo de transmisión zoonótica de los productos cárnicos porcinos en este país.


    El presente estudio contribuye al conocimiento de la epidemiología de T. gondii en el ganado porcino manejado en intensivo en Cuba. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de establecer programas de vigilancia a escala nacional que permitan esclarecer la situación epidemiológica de la toxoplasmosis en Cuba, y de esta manera desarrollar programas de lucha frente a este protozoo en el eslabón primario de la cadena alimentaria.
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    Fig. 1. Mapa de la provincia de Villa Clara (Cuba) que muestra la distribución y seroprevalencia de Toxoplasma gondii dentro de las granjas de cría muestreadas
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    Fig. 2 Distribución espacial de la seropositividad de Toxoplasma gondii en cerdos de ceba sacrificados en Villa Clara, Cuba
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    Fig. 3. Resultados del análisis de medias (ANOM) comparando los valores de seroprevalencia de las granjas de cría muestreadas


    


  


  
    Tabla 1. Genotipificación Mn-PCR-RFLP del ADN de Toxoplasma gondii de cerdos de ceba destinados al consumo humano en Cuba
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    Fig. 4. Posicionamiento filogenético de las variantes genéticas de Toxoplasma gondii detectadas en cerdos domésticos de Cuba con base en A) secuencias SAG1+SAG3 concatenadas generadas en este estudio, y B) secuencias SAG3 de cerdos cubanos junto con secuencias similares disponibles originadas en América (territorios de América del Norte, Central y del Sur) extraídos de la base de datos del NCBI. La historia evolutiva se infirió mediante el método Neighbour-Joining. (21) El porcentaje de árboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestra junto a las ramas de cada árbol. (22) Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de máxima verosimilitud compuesta. (23)
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