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1 Resumen

Los alimentos son una fuente de infeccion por parasitos que pueden provocar
diferentes enfermedades y sintomas. Entre los més peligrosos podemos
encontrar al Toxoplasma gondii. El propésito de este trabajo fue asociar la
exposicion de la poblacién infantil al Toxoplasma gondii con factores higiénico—
sanitarios y alimentos consumidos restaurantes escolares en la ciudad de
Armenia, Quindio. Para esto se determin6 un tamafio de muestra de 170 nifios
de 10 colegios diferentes en la ciudad de Armenia. Se realizaron dos
actividades de evaluacién: a) Evaluacién de condiciones higiénico-sanitarias
de los restaurantes escolares y la presencia de ADN del parasito por PCR en
213 muestras (alimentos, agua y superficies) y b) se realizaron exdmenes de
serologia para T. gondii en los nifios y a través de encuesta una evaluacion de
las condiciones y practicas de consumo de alimentos en el hogar. De manera
llamativa se encontré que cuando la prueba fue positiva para T. gondii en el
agua de grifo, en el mismo establecimiento se encontré presencia en el agua
para el jugo y en superficies vivas. Este trabajo permitié evidenciar rutas de
transmision para T. gondii por agua hacia los alimentos en restaurantes
escolares. Se encontro que los factores asociados a mayor presencia en agua
y alimentos de T. gondii en los restaurantes fueron las condiciones higiénico-
sanitarias. De estas las mas relevantes son: instalaciones fisicas (OR: 1,8),
limpieza y desinfeccién (OR: 1,8) y personal manipulador de alimentos (OR:
2,0).

De otro lado, en esta tesis se desarroll6 un modelo matematico para indicar
recomendaciones practicas al preparar la carne y asi tener un bajo riesgo de
infeccion por Toxoplasma gondii. Se encontro que el factor critico es el grosor
de la pieza y el tiempo de coccion. Ademas, se hicieron analisis de escenarios
y se encontré6 que, al mejorar las condiciones higiénico-sanitarias de los

restaurantes escolares, se puede reducir la prevalencia en un 13,0%, lo cual



equivale a 3.646 casos menos de nifios infectados. La probabilidad de
consumir carnes con quistes viables depende del tipo de preparacion. Cuando
se prepara bien cocida, se puede reducir la probabilidad de infeccién en un

13,5% en comparacion cuando se prepara jugosa 0 menos cocida.



2 Abstract

Food is a source of infection of parasites that can cause different diseases and
symptoms. Among the most dangerous foodborne parasites, we can find
Toxoplasma gondii. The purpose of this work was to associate the exposure of
the child population to Toxoplasma gondii with the hygienic-sanitary factors and

food consumed in school restaurants in the city of Armenia, Quindio.

A sample size was determined of 170 children from 10 schools. Two evaluation
activities were carried out: a) Evaluation of hygienic-sanitary conditions of
school restaurants and presence of parasite DNA by PCR method in 213
samples (food, water and surfaces) and b) serological tests were performed for
T. gondii in children and one questionnaires was applied to evaluate the
conditions and practices of food consumption at home. The total humber of
children evaluated with a serological test was 117. Strikingly, it was found that
when the test was positive for T. gondii in tap water, in the same establishment,
water for the juice and living surfaces were also positive. When home habits
were analyzed, it was found that the consumption of undercooked meat is
significant (OR of 36). This work allowed to show transmission routes for T.
gondii by water to food in school restaurants. The factors associated with
greater presence in water and food of T. gondii in restaurants were the
hygienic-sanitary conditions, from these, the most relevant were: conditions of
infrastructure of restaurants (OR: 1.8), cleaning and disinfection (OR: 1.8) and

food handling personnel (OR: 2.0).

Also, in this thesis we developed a mathematical model that was
experimentally and theoretically evaluated. This model indicated important
practical recommendations for preparing meat with a low risk for Toxoplasma

gondii infection. We found that one critical component of obtaining safe cooking



W

temperatures at the center of the piece (65 °C) is the thickness of the piece.
This model indicates an important practical recommendation to obtaining a low
risk for Toxoplasma gondii infection when cooking meat. Also, simulation of the
effect of preventive measures were done and it was found that improving the
hygienic-sanitary conditions of school restaurants can reduce the prevalence
by 13,0%, that it is equivalent to a reduction in 3,646 new cases of infected
children. When well-cooked meat was prepared, the probability of infection can
be reduced by 13,5%.
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T. gondii | Toxoplasma gondii

CDC Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (Center
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WHO OMS organizacion Mundial de la Salud (World Health
Organization)

FAO Organizacion de las Naciones Unidad para la Alimentacion y
Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United

Nations)

UERIA | Unidad de Evaluacion de Riesgo de Inocuidad de Alimentos,

Ministerio de Proteccién Social, Instituto Nacional de Salud,

USDA Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (United
States Department of Agriculture)

QMRA | Evaluacion Cuantitativa de Riesgo Microbiano (Quantitative

Microbial Risk Assessment)

PCR técnica de diagnéstico directo es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa
ADN Acido desoxirribonucleico

ELISA | Sigla en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo

por inmunoabsorcion ligado a enzimas

IgG Nivel inmunoglobulinas, o anticuerpos en la sangre, moléculas
gue interviene en el proceso de defensa. La IgG brinda proteccion
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microorganismo
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IgM Es la primer Inmunoglobulina o anticuerpo que se produce
cuando es la primera vez que entra en contacto con un tipo
determinado de microorganismo

IgA Inmunoglobilinas que estan relacionada con defensa local

IFI Inmunoflorescencia indirecta, técnica de inmuno reaccion que
hace uso de anticuerpos unido quimicamente a sustancias
fluorescente para mostrar la presencia de una determinada
molécula

SNC Sistema Nervioso Central

Cop capacidad calorifica

K conductividad térmica

p Densidad

o difusividad térmica.
fracciones de los componentes, los macro-nutrientes de los
alimentos utilizados para estos calculos son: agua,
carbohidratos, proteinas, grasa y cenizas

Valor D | tiempo de destruccion térmica o tiempo necesario para destruir
el 90% de los parasitos presentes

Valorz |indica el incremento en la temperatura, medida en niumero de
grados necesario para que el valor D se reduzca a la décima
parte del inicial

ROC Curva de operacion del receptor

OR La razon de probabilidad u Odds Ratio

HPP Procesamiento a Altas presiones (Hihgt Pressure Processing)
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9 Introduccion

9.1 Toxoplasma y toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad ampliamente distribuida en todo el
mundo, siendo una de las zoonosis parasitarias mas comunes, ya que se cree
que un tercio de la poblaciéon humana del mundo esta infectada (Galvan et al,
2017, Hill et al, 2009). Afecta a practicamente todos los vertebrados de sangre
caliente (homotermos), mamiferos y aves, en todos los continentes. La
toxoplasmosis se debe al Toxoplasma gondii, descubierto en su forma de
taquizoito en los tejidos de un roedor (Ctenodactylus gondii), en Tunez, por
Nicolle y Manceaux en 1908 y simultdneamente en Brasil en un conejo de
laboratorio por Splendore. (Blaga et al, 2015).

La toxoplasmosis es una enfermedad compleja que cubre un amplio rango de
manifestaciones clinicas que van desde una forma asintomética a infecciones
diseminadas en el paciente inmunosuprimido. Recientemente el uso de
bioterapias aumentd el numero de pacientes que pueden presentar
manifestaciones cerebrales y oculares. En ocasiones se pueden observar
casos de miositis, miocarditis 0 neumonitis en personas inmunocompetentes
llegando incluso a ser fatales o requerir de soporte ventilatorio en unidades de

cuidado intensivo (Gémez et al, 2017).

Existen tres manifestaciones de la toxoplasmosis clinica (Despommier et al,
2016):

a) Toxoplasmosis congénita: La infeccibn congénita varia de
asintomatica a grave dafio al sistema nervioso central (SNC) y muerte
del feto. La transmision generalmente ocurre cuando una mujer
embarazada adquiere una infeccidén primaria durante el embarazo. La

transmision al feto es mas baja cuando se produce una infeccién aguda



b)
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durante el primer trimestre. Esta transmision aumenta con la edad
gestacional del feto. El dafio fetal es mas grave y es mas probable
cuando se produce una infeccion al inicio del embarazo. Cuando se
presenta mas adelante en el embarazo constituye la mayoria de las
toxoplasmosis congénitas y la mayoria de los nifios afectados se
encuentran asintomaticos. Sin embargo, pueden mostrar las
consecuencias patologicas menos graves de la infeccidon varios meses
o afnos después. El 10% de los casos presentan la triada clasica de
coriorretinitis, hidrocefalia y calcificaciones intracraneales (Montoya
2008). También, en este estadio de infeccion puede manifestarse como
subclinica o como una enfermedad neonatal grave o una enfermedad
en los primeros meses de vida 0 mas tarde como una recaida (estas
recaidas ocurren como manifestaciones oculares como coriorretinitis
que puede llegar a cegueras). Otras manifestaciones son las
calcificaciones cerebrales, hidrocefalia o convulsiones (Wilson et al,
1980, Despommier et al, 2016).

Toxoplasmosis adquirida aguda en el paciente
inmunocompetente: la mayoria de las infecciones adquiridas son
asintomaticas. La toxoplasmosis aguda sintomatica en el individuo
inmunocompetente a menudo se caracteriza por una linfadenopatia
generalizada, con un agrandamiento predominante de los ganglios
cervicales, a veces asociado con una fiebre de bajo grado. La
enfermedad imita la mononucleosis infecciosa. En raras ocasiones, la
toxoplasmosis adquirida en adultos es grave e involucra 6rganos y
sistemas vitales importantes. Estos pacientes pueden sufrir miocarditis
y encefalitis. La coriorretinitis en la toxoplasmosis adquirida es rara,
pero T. gondii es uno de los patdgenos mas comunes que causan esta
uveitis posterior en huéspedes inmunocompetentes (Despommie et al,
2016).
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c) Toxoplasmosis en el paciente inmunocomprometido: la encefalitis
debida a T. gondii es una de las causas de la enfermedad del SNC en
pacientes con SIDA. La toxoplasmosis en este contexto se debe a la
reactivacion de T. gondii latente adquirida previamente. Los pacientes
con VIH que presentan recuentos de linfocitos CD4 + <100 mm? tienen
un riesgo significativo. Puede presentar dafios cerebrales visualizando
en imagenes como multiples lesiones. Pero también ocurrir
manifestacion extracerebral como en pulmén (se manifiesta como una
neumonitis intersticial), el tracto gastrointestinal, el higado o el corazon,
La toxoplasmosis cutanea se presenta como una erupcion macular en
las palmas y plantas de los pies. También se ha descrito una forma
inusual de toxoplasmosis adquirida en receptores de trasplantes de
organos de donantes infectados con T. gondii. Asi como toxoplasmosis
recurrente severa en pacientes sometidos a supresion inmunitaria

durante el trasplante de médula ésea (Despommie et al, 2016).

9.1.1 Biologiay Taxonomia

Clasificacion Taxondémica

La clasificacion inicial del género Toxoplasma se basé en el tipo de hospedero.
Asi se reportaron nueve especies: T. alencari, T. bahiensis, T. brumpti, T.
colubri, T. gondii, T. hammondi, T. pardalis, T. ranae y T. serpai.
Posteriormente, en los afios 30 se observd que los ciclos biolégicos y las
caracteristicas inmunolégicas de todas estas especies eran idénticos, por lo
que se les agrupo bajo una misma especie: T. gondii (Gomez et al, 2004). T.
gondii se incluye dentro del Phylum Apicomplexa, Clase Sporozoea, Subclase
Coccidia, Orden Eucoccidida, Suborden Eimeriina, Familia Sarcocystidae y

Subfamilia Toxoplasmatinae (Grandia et al. 2013)



22

Segun Adl en 2012, en la clasificacion revisada de los eucariotas seria:
Protisto, Alveolata, Apicomplexa, Conoidasida, Cocicidia, Eimerionina (Adl| et
al, 2012)

Tabla 1. Clasificacién Taxondmica Toxoplasma gondii (Adl et al, 2012).

Clasificacion taxondmica
Reino Protista
Supergrupo Sar
Primer Rango Alveolata
Segundo grupo Apicomplexa
Clase Conoidasida
Orden Coccidia
Familia Eimeriorina
Genero Toxoplasma
Especie gondii (Unico)

Morfologia

Existen tres estadios infecciosos de T. gondii para todos los hospederos:
taquizoitos (individualmente o en grupos y con multiplicacién rapida),
bradizoitos (en quistes tisulares y con multiplicacion lenta) y esporozoitos (en
ooquistes esporulados como forma resistente al medio ambiente) (Gémez C
et al, 2017 y Grandia et al, 2013).

Ooquiste y esporozoito

Los ooquistes sin esporular son subesféricos a esféricos y miden de 10 a 12
pm de diametro, mientras que los esporulados son subesféricos a elipsoidales
y miden de 11 a 13 ym de diametro. Cada ooquiste esporulado contiene dos
esporoquistes elipsoidales de 6 a 8 um y cada uno de estos contiene cuatro
esporozoitos en su interior. Los esporozoitos miden 2 x 6-8 um con un nucleo
subterminal y presentan abundantes micronemas, roptrias, granulos de
amilopectina y lipidos. El nimero de lipidos es superior al presente en los
taquizoitos y bradizoitos (Jones et al, 2010 y Grandia et al, 2013).
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La etapa de ooquistes contiene los esporozoitos infecciosos. La ingestion de
esta etapa conduce a la infeccion en mamiferos y aves. Los esporozoitos se
liberan mediante la exposicion del oocisto a enzimas digestivas en el intestino
delgado. Los parasitos liberados penetran en la pared intestinal y son captados
por macrofagos. T. gondii ahora puede seguir la via extraintestinal. Una vez
dentro de una célula, los organismos se denominan taquizoitos. (Despommie
et al, 2016)

Taquizoito

Miden aproximadamente 2 x 6 ym y tienen forma de media luna, con un
extremo anterior conoidal y un extremo posterior redondeado. En su estructura
contienen diversas organelas como mitocondrias, complejo de Golgi,
ribosomas, roptrias, reticulo endoplasmatico rugoso y liso, cuerpos de
inclusion, pelicula protectora, microtibulos subpeliculares, anillos apicales,
anillos polares, conoide, micronemas, microporo, granulos densos, granulos
de amilopectina (a veces ausentes) y apicoplasto. El nacleo esta situado hacia
el area central de la célula y contiene agregados de cromatina y un nucleolo
central (Dubey et al, 2010).

En esta etapa reside en su propia vacuola parasitéfora. Las células infectadas
no pueden destruir los taquizoitos, debido al hecho de que T. gondii inhibe el
proceso de fusién entre los vasos lisosomales y este nicho intracelular
especializado. La replicacion ocurre dentro de los macréfagos y los parasitos
se transportan pasivamente a todas las partes del cuerpo. Se producen
aproximadamente de 8 a 20 taquizoitos dentro de cada célula infectada. Los
macroéfagos finalmente sucumben a la infeccion, liberando taquizoitos en los
tejidos circundantes. Las células absorben los parasitos liberados adyacentes
al sitio de liberacion. T. gondii se puede replicar hasta que se presenta la
respuesta inmune protectora. Una respuesta inmune efectiva, mediada por IL-

12 e IFN-y, e involucra monocitos, células dendriticas, neutrdfilos, células Ty
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células NK, limita la tasa de division del parasito. Se cree que los anticuerpos
no desempefian un papel en el control de esta fase de la infeccién. Al parecer,
la inmunidad protectora no provoca la muerte del parasito. Mas bien, en
respuesta a los mecanismos de defensa del huésped, los taquizoitos se ven
obligados a diferenciarse en una segunda etapa asexual conocida como
bradizoito (Despommie et al, 2016)

Bradizoito

Esta forma se divide por endodogenia y luego se organiza en un quiste tisular.
Los mecanismos efectores de IFN-y dependientes del 6xido nitrico mantienen
este estado de latencia (Despommie et al, 2016). Estas formas se encuentran
dentro de los quistes tisulares de diverso tamafio. Los quistes pequefios
(jovenes) miden 5 ym de diametro y contienen soélo dos bradizoitos, y los
quistes grandes (viejos) contienen cientos de organismos en su interior. Los
quistes tisulares en cerebro son esferoidales, de hasta 70 uym de diametro,
mientras que los intramusculares son elongados y de hasta 100 um de largo.
La pared elastica y delgada encierra cientos de bradizoitos con forma de media
luna, cada uno de aproximadamente 7 x 1,5 ym de tamarfo (Jones y Dubey,
2010).

La estructura del bradizoitos difiere levemente del taquizoito; sin embargo, a
diferencia del esporozoito y del taquizoito, carece de lipidos y el nUmero de
roptrias y granulos densos es inferior, mientras que el nimero de micronemas
y granulos de amilopectina es superior. Los bradizoitos son mas delgados,
tienen un ndcleo posterior y son menos susceptibles a la destruccion por

enzimas proteoliticas (Dubey et al, 2010).

Ciclo Biolégico
El ciclo biolégico comprende tres fases: la enteroepitelial (en hospederos

definitivos), la extraintestinal (en hospederos intermediarios y definitivos) y la



25

esporogobnica, que ocurre en el medio ambiente (Dubey et al, 2010). Después
de la ingestion de ooquistes o quistes tisulares por los hospederos definitivos,
la pared de estos es disuelta por las enzimas proteoliticas durante la digestion.
Los esporozoitos y bradizoitos son liberados y penetran el epitelio intestinal,
donde desarrollan numerosas generaciones en los cinco tipos o estadios
asexuales de la fase enteroepitelial (A, B, C, D y E). El ciclo sexual
(gametogonia) se inicia dos dias después de la ingestion de los quistes y los
merozoitos inician la formacion de los gametos de 3 a 15 dias de la infeccion.
Los microgametos masculinos penetran los macrogametos femeninos para
formar los cigotos, los que mas tarde se trasforman en ooquistes y salen al
lumen intestinal y al ambiente con las heces del felino (Dubey et al, 2006;
2010).

En la fase extraintestinal, tanto de hospederos definitivos como intermediarios,
estas formas infectivas llegan simultaneamente a la ldmina propia del intestino,
multiplicandose en el endotelio vascular, fibroblastos, células mononucleares
y leucocitos segmentados, y como resultado se forman los taquizoitos, y a
partir de estos los bradizoitos. Estos ultimos permanecen dentro de quistes
tisulares en diferentes Organos, estableciéndose la fase cronica de la
enfermedad (Dubey, 2006; 2010). Para algunos autores, los taquizoitos
ingeridos por via oral pueden morir debido a su baja resistencia al jugo
gastrico; sin embargo, es probable que algunos de ellos penetren en la mucosa
bucofaringea y desencadenen las fases mencionadas anteriormente (Dubey
et al, 2005).

En la fase esporogodnica, los ooquistes no esporulados, bajo condiciones
adecuadas, se transforman en ooquistes esporulados entre 1 a 5 dias,
formandose cuatro esporozoitos a partir de los dos presentes inicialmente,

convirtiéndose en un estadio totalmente infeccioso (Dubey et al, 2010).
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En hospedero definitivo (2, 3, 4 de la llustracion 1)

Los gatos domésticos y otras especies felinas pueden infectarse con T. gondii
ya sea ingiriendo ooquistes infecciosos del ambiente o ingiriendo quistes de
tejidos de huéspedes intermedios. Por ejemplo, los gatos pueden ingerir
quistes de tejidos cuando se alimentan de restos de comida que contienen
carne o visceras de ganado o animales de caza. Los gatos que pueden cazar
pequefios mamiferos o aves infectadas con T. gondii y al alimentarse se
pueden infectarse. Dependiendo de la especie hospedadora, el area
geografica y la estacion del afio, hasta el 73% de los roedores pequefios y
hasta el 71% de las aves silvestres pueden infectarse con T. gondii (Tenter et
al, 2001), (Despommie et al, 2016)

El ciclo suele implicar gatos y roedores o aves. Estas especies adquieren la
etapa del quiste del tejido asexual del parasito al ingerir alimentos o agua
contaminada con heces de gato que contienen ooquistes. Aunque las heces
son probablemente la principal fuente de ooquistes infecciosos. Los felinos
pueden adquirir la infeccion de formas diferentes:

a) ingerir ooquistes heces de gato contaminadas,

b) ingerir los quistes de tejido albergados por presas infectadas cuando
Los gatos que pueden cazar pequefios mamiferos o aves infectadas
con T. gondii y al alimentarse se pueden infectarse (por ejemplo,
ratones, ratas, conejos, ardillas, pajaros),

c) ingerir quistes de tejidos cuando son alimentados sus propietarios en
forma de trozos de carnes picadas (especialmente de cerdo y cordero).

d) los gatos pueden ingerir quistes de tejidos cuando se alimentan de
restos de comida que contienen carne o visceras de ganado o animales

de caza (Despommie et al, 2016)

Ciclo de hospedero intermedio (1, 5, 6 de la llustracion 1)
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La etapa de ooquistes contiene los esporozoitos infecciosos. La ingestion de
esta etapa conduce a la infeccidbn en mamiferos y aves. Los esporozoitos se
liberan mediante la exposicion del oocisto a enzimas digestivas en el intestino
delgado. Los parasitos liberados penetran en la pared intestinal y siguen la via
extraintestinal. T. gondii a diferencia de torso parasitos entra a la célula de
manera activa y no por fagocitosis. Una vez dentro de una célula los
taquizoitos conforman su propia vacuola parasitofora, que lo aisla del resto de
la célula y le permite absorber nutrientes por difusion a través de la membrana
de la vacuola. Al ingresar de manera activa (y no por fagocitosis) las células
infectadas no pueden destruir los taquizoitos. La replicacion ocurre dentro de
las células y los paréasitos se transportan pasivamente a todas las partes del
cuerpo y posteriormente son liberados en los tejidos circundantes, los cuales
absorben los parasitos liberados adyacentes al sitio de. T. gondii se somete a
otra ronda de replicacion hasta que se obtienen las respuestas inmunitarias
protectoras. Una respuesta inmune efectiva limita la tasa de division del
parasito (respuesta mediada por IL-12, IFN-y, monocitos, células dendriticas,
neutrdfilos, células T y células NK). Al parecer, la inmunidad protectora no
provoca la muerte del parasito. Mas bien, en respuesta a los mecanismos de
defensa del huésped, los taquizoitos se ven obligados a diferenciarse en una
segunda etapa asexual conocida como bradizoito. El cual se organiza en un
quiste tisular donde los bradizoitos permanecen latentes en los tejidos

mientras las defensas del huésped permanezcan activas.

Aunque todos los tejidos pueden albergar quistes de tejidos, el cerebro, el
riidn, el corazon y el higado son sitios favorecidos para la supervivencia a
largo plazo de los quistes de tejidos. Los huéspedes intermedios pueden
infectarse con ooquistes como quistes tisulares contenidos en la carne de otra
especie que son huésped intermedio esta Ultima ruta de transmision es mas
comun entre carnivoros y carrofieros. Forma en la cual es mas comun de

adquisicion para los humanos cuando se consume carne insuficientemente
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cocida. El cordero, la carne de res y el cerdo son las carnes mas comunes
implicadas en la transmision en todo el mundo. La transmision congénita se
produce durante la infeccidon de la madre, cuando los taquizoitos atraviesan la
placenta. El papel de los anticuerpos especificos para limitar la infeccion de la
madre y no el feto aln no se ha definido, mientras que las células T, IFN-y y
CD8 + parecen ser necesarias para prevenir la infeccion congénita en modelos

de raton (Despommie et al, 2016).

A\ 7 Infective Stage
A = Diagnostic Stage

Tissue
Cysts

HIE®- PEOFLE

llustracién 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (CDC, 2017).



29

9.1.2 Prevalencia

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que causa la
toxoplasmosis, una infeccidén asintomatica y de resolucién espontédnea en la
mayoria de los casos, pero que también puede producir complicaciones serias
gue resultan en gran morbimortalidad en los fetos con infeccion congénita y en
individuos con compromiso inmunoldgico, ya sea por una infeccidon primaria o
por reactivacion de infecciones. Los mecanismos conocidos de transmision del
agente incluyen las vias clasicas, como la ingestiébn de carne cruda o mal
cocida y la de agua o alimentos contaminados con el parasito, asi como la
transmision transplacentaria y las vias alternas, como el trasplante de érganos

y la transfusién sanguinea. (Ramirez et al, 2019)

Esta zoonosis de amplia distribucidén geografica se considera un riesgo para la
salud global. Se estima que aproximadamente el 25 %, de la poblacién mundial
estaria infectada con el parésito y, aunque las prevalencias varian
ampliamente de region a region, las mas altas se han encontrado en
Latinoamérica y en los paises del Africa tropical, hecho que se relaciona con
factores climaticos como la humedad y la temperatura calida, los cuales
favorecen la supervivencia del parasito en el ambiente. La gran variabilidad de
la prevalencia entre las poblaciones también se asocia con factores
antropogénicos, como los habitos de alimentacion, los aspectos

socioeconémicos y los sistemas sanitarios.
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llustracién 2. Estado global de la seroprevalencia de Toxoplasma gondii. El rojo oscuro
equivale a una prevalencia superior al 60%, el rojo claro equivale al 40-60%, el
amarillo al 20-40%, el azul al 10-20% y el verde equivale a una prevalencia <10%. El
blanco es igual a la ausencia de datos. (Pappas et al, 2019)

En Latinoamérica se encuentran tasas de seroprevalencia significativamente
altas, donde estudios comparativos entre ciudades de Brasil muestran que la
poblacién rural y amerindia tienen prevalencias mayores que la poblacién
urbana, correlacionado a las practicas sanitarias, habitos de comer y de beber
(uso de aguas contaminadas). Las condiciones climaticas de la regién de la
selva tropical pueden permitir la supervivencia de los ooquistes del parasito.
En Guatemala se tiene una prevalencia proyectada de 37,8% en poblacion
menor de 101 afios. En México se tienen datos similares a los de América
datos cercanos al 19,2%. Para los datos de los Estados Unidos los ultimos
reportes muestran que ha venido disminuyendo esta relacionada con estado
socio econémico. Para Canada los reportes muestran una prevalencia entre
16, al 18%.
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Para Europa existen regiones como Grecia con valores de seroprevalencia
mayores, a diferencia de otros paises del este de Europa. Para Francia se
reportan prevalencias del 59%. En otros paises como Estonia, Republica
Checa Lituania se reportan valores altos superiores al 50%. Paises como
Suecia reportan el 23%, pero paises como Islandia, Dinamarca, Islas Feroe y

Groenlandia reportan valores bajos cercanos al 9,8%.

En Asia, existen focos de alta prevalencia en oriente medio (Turquia, Iran, Irak
Kuwait) prevalencias cercanas al 25%, pero en paises sur oeste las
prevalencias son mayores (paises como Tailandia, Vietnam, Indonesia,
Malasia entre 11 al 60% esto principalmente a diferencia raciales y a su origen.
El origen chino tiene una baja prevalencia y las prevalencias mayores estan
asociadas con practicas y habitos como tener gatos como mascotas. En
estudios anteriores las prevalencias mas bajas se han reportado en China con

el 1%. Para India se ha reportados valores muy variables que van 9,4 al 48%.

Para Africa existe un seguimiento limitado la poblacion en general la
prevalencia es 58%. Como factores de riesgo se presentd en Nigeria el

consumo de roedores y el contacto con el suelo (Pappas 2009).

Para Colombia, segun el Estudio Nacional de Salud realizado en 1980, se
reporté una seroprevalencia de T. gondii para la poblacién general del 47%
(para hombres 47,9% y mujeres 46,3%). La poblacién de mayor riesgo fueron
las mujeres embarazadas con 63% y en la poblacion infantil de 0 a 9 afios se
reportd una prevalencia del 32%, lo que indica contacto temprano con el
parasito en la poblacibn. Como factores de riesgo se presentd mayor
prevalencia en manipuladores en plantas de sacrificio, caracteristicas socio-
culturales, bajo nivel educativo, y la ingestién de animales salvajes (Cafién et
al, 2014)
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llustracion 3 Estudios de serologia de la infeccion de T gondii en humanos y
animales en Colombia,1944-2014 (Cafidn 2014)
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9.1.3 Consecuencias de la Toxoplasmosis

Tres géneros intestinal protozoos (Cryptosporidium, Entamoeba y Giardia) se
considera una prioridad, ya que eran propensos a dar lugar a una alta carga
de la enfermedad, y la frecuencia de las citas de estos parasitos se habia
aumentado marcadamente entre 1990 y 2008. Toxoplasma gondii también se
considera de alta prioridad debido a la posibilidad secuelas graves. Para
algunas enfermedades, como la toxoplasmosis, muchos de los casos
incidentes no tienen secuelas, es decir, son sub-clinicas donde la probabilidad
de muerte neonatal es de 0,7% (0,4% -1,2%); coriorretinitis en primer afio de
vida probabilidad es de 13% (12% -15%); coriorretinitis tardia con una
probabilidad; probabilidad calcificacion intracraneal 11% (7.9% -12%);
hidrocefalia probabilidad 2,0% (1,0% -3,0%); anomalias del Sistema Nervioso
Central 2,9% (0% -6,0%). Mortalidad: con una probabilidad de 0,7% (0,4% -
1,2%), ya que estas son las proporciones de casos que mueren en el periodo
neonatal. Ademas, hay aproximadamente 2,4% (2,3% -6,3%) pérdida fetal
(mortinatos) después de 24 semanas, pero estos no fueron asignados como
casos fatales (FAO 2014, WHO 2015).

9.1.4 Factores de riesgo para humanos

Segun La Organizacion Mundial de la Salud para la gestién del riesgo, se
pueden definir varios puntos a lo largo de la cadena productiva (produccién
primaria, procesamiento, comercializacién o preparacién). Sin embargo, el
comité de expertos definié que las principales rutas de transmisién atribuidas
a la incidencia de las enfermedades en humanos eran las rutas de alimentos
y agua, aungque la transmision puede cambiar de fuente o de vehiculo;
respecto al agua, toma relevancia la consumida por via dietaria o la usada
para riego, lavado y limpieza de alimentos y como ingrediente, y esta al ser
contaminadas por un reservorio animal se convierten en enfermedades
zoonoticas. No es claro que no existe una forma correcta de delinear la ruta

de transmision por alimentos. La atribucion puede involucrar varios factores:
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los alimentos en cuestion, los sistemas de produccidn, la ocurrencia geografica
del peligro, saneamiento e higiene de la region, patrones de consumo ver
ilustracion 4 (WHO 2015).

[ J

i Food and ) -
Environment
Fead plants Food animals [~ Pets and wildlife
Processing Processing
Preparation
Consumption
r Human

llustraciéon 4. Principales rutas de transmision (en inglés) de enfermedades por
alimentos WHO 2015

Son numeros los estudios sobre factores de riesgo en la infeccion por T. gondii,
en su mayor parte basados en encuestas epidemiolégicas asociadas a
estudios serologicos y andlisis estadisticos de Odds Ratio (OR).
Recientemente se han detectado nuevos factores como trasplantes de
organos, y de origen alimentario moluscos por su caracter filtrador. Los

factores de riesgo tradicionales son:

Para Francia encontr6 que los factores de riesgo son higiene de manos,
consumo de carnes poco cocidas, tener gato como mascotas, consumo de
vegetales crudo (Baril et al, 1999). En Espafia nifios con casas patio o areas

no urbanizadas con presencia de gatos (Del castillo et al, 1998).
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En Estados Unidos los factores de riesgo atribuidos en las madres que tuvieron
nifos con infeccidon congénita fueron carnes crudas y en un estudio posterior
en el 78% la primo infeccién se atribuyé a aguas de bebidas o en verduras
(Boyer et al, 2005, Jones et al, 2009).

En Noruega los factores de riesgo fueron el consumo de carne poco cocida sin
especificar la especie, consumir vegetales no lavados, lavar los cuchillos con

poca frecuencia (Kapperud et al, 1996)

En Brasil predomina el consumo de hielo o lavar vegetales con agua sin tratar,
consumo de carne de pollo poco cocida (Sroka et al, 2010), las
recomendaciones principales para evitar el contagio son: evitar el consumo de
aguas no tratadas, frutas y verduras peladas o bien lavadas, lavar utensilios
de cocina con agua caliente, evitar el consumo de carne crudas, no consumir
leches sin pasteurizar, utilizar guantes para trabajos de jardineria, mantener
controlados los gatos en la casa, en la produccién de animales para consumo
implementar Buenas Préacticas Pecuarias con énfasis en mantenimiento
alejado de gatos o roedores de las areas y zonas de fuente de agua (Calero
et al, 2016).

9.1.5 Diagnostico y métodos de identificacidon

El diagndstico de la toxoplasmosis humana puede hacerse por métodos
directos o indirectos. Los métodos directos se basan en la demostracion de
formas parasitarias completas o su material genético en fluidos o tejidos
corporales. Los métodos indirectos para el diagndstico de la toxoplasmosis se
basan en la demostracion de la presencia de anticuerpos IgM, 1gG o IgA

especificos contra el parasito.

Métodos directos
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La primera técnica para el diagnostico de la toxoplasmosis fue la coloracion de
Sabin y Feldman. Se basa en la visualizacién de taquizoitos provenientes del
liquido peritoneal de ratones inoculados con suero u otros especimenes
corporales del paciente. Esta se considera la prueba de referencia para el
diagndstico de la toxoplasmosis humana; no obstante, su uso esta restringido
a pocos centros en el mundo porgue requiere disponibilidad de animales de
laboratorio y personal altamente entrenado en las técnicas de coloracion, la
interpretacion de los resultados y las normas de bioseguridad. El uso de la
prueba de Sabin y Feldman se limita en la actualidad como estandar de
referencia en investigaciones para el desarrollo y evaluacion de nuevas
técnicas diagndsticas. Otra técnica de diagnostico directo es la reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR), en la que se determina la presencia del ADN
de T. gondii en muestras de fluidos y tejidos corporales. Es muy util para el
diagndstico de la infeccion congénita a partir de liquido amnidtico, sangre u
orina del neonato. La realizacion de esta prueba en humor vitreo o en humor
acuoso permite el diagndstico de casos inespecificos y de dificil manejo de
toxoplasmosis ocular. También es aplicable para el diagndstico de encefalitis
toxoplasmica en los pacientes con SIDA, a partir de liquido cefalorraquideo, o
para la identificacién de la primoinfeccion en individuos infectados con VIH

mediante la evaluacion de cualquier espécimen corporal.

Métodos indirectos

Para los métodos indirectos que buscan determinar anticuerpos IgG, IgM e IgA
generalmente se emplea la técnica de ELISA en placas sensibilizadas con
antigenos totales o fracciones de parasitos. La sensibilidad y la especificidad
de estos métodos son mayores de 90%. Estas pruebas se encuentran
disponibles como estuches comerciales y son de facil aplicacion por el
personal de laboratorio. Recientemente se desarrollaron unas pruebas de
ELISA en las que se determina la avidez de los anticuerpos IgG, con lo cual

se incrementa la especificidad del resultado. Se ha observado que la afinidad
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de los anticuerpos especificos tipo IgG es mas baja al inicio de la infeccion y
va aumentando con el tiempo, lo cual ayuda a diferenciar las infecciones
adquiridas en forma reciente de las mas avanzadas. También se ha evaluado
la utilidad de determinar la inmunidad de células T especificas contra

antigenos del T. gondii en el diagnostico de enfermedad congénita.

Valor relativo

Meses

llustraciéon 5. comportamiento serolégico de la Infecciéon para T. gondii segun los
anticuerpos evaluados (Giraldo et al, 2008)

La toxoplasmosis aguda en individuos inmunocompetentes usualmente tiene
manifestaciones inespecificas y un curso benigno, asi que habitualmente esta
fase de la infeccidén pasa sin que se realice el diagndstico por el laboratorio;
sin embargo, en caso de sospecha clinica pueden medirse los titulos de IgM
especifica. El diagnéstico de la primoinfeccion cobra importancia en las
mujeres gestantes porque sirve para definir la conducta terapéutica con la

madre y con el recién nacido (Giraldo et al, 2008).
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La fase crénica de la infeccién en individuos con inmunidad preservada no
requiere diagndstico puesto que no ocasiona signo clinico alguno. Puede
hacerse la determinacion de anticuerpos IgG especificos en estudios de
prevalencia de la infeccidén, en mujeres en edad reproductiva con el objeto de
establecer el riesgo de toxoplasmosis congénita a futuro y en donantes
potenciales de 6rganos para adoptar las conductas profilacticas apropiadas en
el receptor del trasplante. El diagndstico de la toxoplasmosis también puede
requerir algunas pruebas complementarias de acuerdo con los O6rganos
afectados, asi, por ejemplo, para la encefalitis toxoplasmica se utiliza la
tomografia axial computarizada y la resonancia magnética nuclear, y para la
toxoplasmosis ocular se utiliza la evaluacion exhaustiva del fondo de ojo
realizada por un especialista bien entrenado. Las principales indicaciones de
las pruebas diagnésticas para T. gondii se describen en la tabla 2 (Giraldo et
al, 2008).

Tabla 2. Utilidad dela pruebas diagndsticas para Toxoplasma gondii

Escenario clinico Prueba diagnéstica

Hospedero inmuno-competente Anticuerpos 1gG e IgM

Hospedero inmunocomprometido Serologia (IgG e IgM). Si hay
sospecha de reactivacion, se debe
tomar
una nueva muestra e idealmente
hacer PCR

Madres gestantes Anticuerpos IgG para verificar

inmunidad previa y riesgo. En caso
de sospecha de infeccion aguda,
anticuerpos IgG e IgM, seguidos de
IgG de avidez sila IgM es positiva. Si
la IgM es negativa, descarta la
infeccion aguda en los dos primeros
trimestres

Toxoplasmosis congénita Serologia (IgG, IgM e IgA) en el
recién nacido y en la madre. PCR de
muestras del recién nacido (sangre,
orina, liquido cefalorraquideo)
Toxoplasmosis ocular Serologia (IgG e IgM). PCR de
humor vitreo y acuoso
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9.2 Toxoplasma en alimentos

9.21 Carnes

Se ha encontrado que el ganado vacuno, cerdos, ovejas y cabras son los
animales susceptibles a la contaminacion T. gondii por la ingestion de
ooquistes, y que después de la infeccion experimental se pueden aislar de sus
tejidos. En la actualidad, los sistemas de produccién modernos han eliminado
practicamente la infeccion por T. gondii en cerdos. Sin embargo, los sistemas
de produccion cada vez mas populares con mayor riesgo de exposicion a T.
gondii puede provocar un resurgimiento de la carne de cerdo como fuente de

carne infecciosa.

Los productos carnicos a menudo se pueden hacer mediante mezclas de
diferentes cortes de carnes, 6rganos o carnes de diferentes especies de
animales, normalmente se utilizan los animales mas viejos para productos
carnicos curados y se sabe que el T. gondii la prevalencia se incrementa con
la edad del animal. Segun estudios en Brasil y el Reino Unido se ha detectado
la presencia de organismos viables de T. gondii en uno de cada 67 muestras
de carne curada analizadas las cuales correspondieron a la mezcla de carne
de vacuno con otros tipos de carne. Ademas, esto podria explicar los hallazgos
epidemioldgicos observados que vinculan el consumo de carne cruda a la

infeccion por T. gondii en los seres humanos.

Los programas de prevencion han demostrado ser muy eficaz, se podria
afirmar que la incidencia podria reducirse de 1,43% a 0,09%, malos habitos
pueden generar contaminacion cruzada (Kiljtra et al, 2008; Opsteegh et al,
2016).

En pollos no hay datos recientes, sin embargo, puede esperarse que las aves

de corral que se mantienen en espacio abierto tienen una mayor probabilidad
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de estar infectados con el parasito. En pollos criados al aire libre la
seroprevalencia se ha incrementado hasta un 65% y se ha reportado la
presencia del parasito en el 81% de los animales. Por lo que se recomienda el

consumo de carne de pollo bien cocida.

Las condiciones ambientales en Colombia son adecuadas para que se lleve el
ciclo bioloégico del Toxoplasma gondii y se ha encontrado niveles de
prevalencia en carnes de animales mas altos que en otros paises. Segun
estudios realizados utilizando la técnica de IFI (Inmunofluorescencia Indirecta)
se encontraron los siguientes resultados de muestras positivas para
Toxoplasma gondii: para porcino 15,3%, aves 15,6%, para equinos 21,1% y
para bovinos 35,3%. Para el caso de los bovinos se encontré que existe varios
factores que afectan la prevalencia como: edad, raza, el sistema de
produccion. Para la edad, la prevalencia aumenta en la medida que esta se
incrementa, para la raza, la normando presenta mas numero de individuos
positivos y segun el sistema de produccion se presenta mayor numero de
individuos positivos en bovinos de ceba que los productores de leche (Pérez
et al, 2008; Tovar et al, 2014). Otros trabajos en Colombia que utilizan la
técnica de deteccion del gen Bl por PCR también encontraron valores
similares el 43% de las muestras de carne fueron positivas: 55% en pollo, 37%

en res 'y 40% en carne de cerdo (Lora et al, 2007; Franco et al, 2016).

922 Leches

Existe una 80% de prevalencia en leche provenientes de animales infectados,
se puede encontrar en alimentos procesado sin tratamiento térmico. Se
siguiere que por la dieta de los animales es por material vegetal que puede
estar contaminado con ooquiste expulsados por gatos, comunmente
encontrados libre en las explotaciones pecuarias (Pérez et al, 2008). El

consumo de leche y productos lacteos de cabra cruda se ha relacionado con
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casos de toxoplasmosis en los seres humanos, aunque la leche de vaca no
pasteurizada no se asocié con infecciones de T. gondii (Mancianti et al, 2013;
Calero et al; 2016; Mirza et al, 2018)

9.23  Agua

Estudios recientes han asociado la infeccion aguda con consumo de agua no
tratada o del acueducto, en la investigacion de un brote de toxoplasmosis en
Columbia Britanica (Canada) donde se observé que al realizar un mapeo de
los casos que existia una asociacion significativa entre la infeccion aguda y la

residencia en el area de un sistema de distribucién de agua (Lopez et al, 2005)

En Brasil, ha experimentado varios brotes transmitidos por ooquistes, en agua
no tratada como la fuente comun de exposicion, donde varios factores que
contribuyen a los patrones de transmision de ooquistes incluyen: 1) los altos
niveles de contaminacion ambiental con ooquistes; 2) presencia de diversos
genotipos de T. gondii y rica biodiversidad felina en areas periurbanas, rurales
y forestales; y 3) la falta de control de los gatos domésticos que viven en zonas
urbanas y periurbanas. Combinadas, estas caracteristicas implican que la
exposicidn a los ooquistes probablemente contribuya a la alta prevalencia de
la infeccién por T. gondii en muchas poblaciones en Brasil (De Moura 2006,
Shapiro 2019).

En Armenia, un estudio realizado mostr6 que los factores de riesgo
relacionados son: comer carne cruda o a medio cocer, beber bebidas hechas
con agua sin hervir (OR: 4,5, 1C95 % 1,18 — 17,79, p=0,019). En contraste,
beber agua de bolsa, botella o botellén fue un factor protector con un OR: 0,24,
IC95% 0,06 — 0,95; p=0,02 (L6pez et al, 2005; Trivifio et al, 2016; Lora et al,
2016)
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9.24 Vegetales

Se pensaria que las personas vegetarianas tendrian una menor probabilidad
de infectarse con Toxoplasma gondii, sin embargo, esto no es asi, lo cual
muestra la importancia de la presencia de ooquistes en el agua y
especialmente, la contaminacién de alimentos, como verduras. Se ha
demostrado que el consumir verduras crudas, fue un factor de riesgo en
Francia y en Estados Unidos, siendo el T. gondii como uno de los patdgenos
que mas muertes causa por su transmision alimentaria (Pérez et al, 2011;
Robertson et al, 2016; Trivifio et al, 2016).

Los quistes esporulados sobreviven durante largos periodos de tiempo en
condiciones ambientales moderadas (por ejemplo, suelos hiumedos durante
meses o0 afos). Los ooquistes en el suelo propagarse por varios mecanismos
como insecto o lombrices y pasar de alli a las plantas (de igual forma los
ooquistes sobreviven en frutas y vegetales durante largo tiempos). Y los
rumiantes o los humanos pueden adquirir el Toxoplasma por esta fuente
(Dubey et al, 2004).

9.2.5 Tratamientos de inactivacién para T. gondii

Los estudios han indicado que quistes de T. gondii en la carne son susceptibles
a diversos procedimientos fisicos tales como tratamiento térmico, la
congelacion, la irradiacion, alta presion, acidez y soluciones gque mejoran.
Pocos estudios han evaluado los efectos sobre la carne de animales

infectados de forma natural. Ver ilustracion 6 (Calero 2016 Mirza 2018).
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Los ooquistes de T. gondii son altamente resistentes a la influencia ambiental
y se inactivan rdpidamente después de la exposicion a agentes quimicos,
temperaturas extremas, irradiacion, y otros métodos fisicos. Se ha encontrado
que la pared del ooquiste es una bicapa, siendo la capa externa mas delgada
que la capa interna. Los resultados experimentales han demostrado que las
capas no estan estrechamente unidas entre si y que la capa exterior se puede
quitar facilmente con agentes quimico. Los métodos fisicos pueden
desnaturalizar las proteinas y causar la inactivacion o la muerte de T. gondii.
La inactivacion de los quistes parésitos en tejidos animales y ooquistes en el
medio ambiente es esencial para prevenir la infeccion por T. gondii en el
hombre y los animales. Los estudios de algunos tratamientos fiscos, quimicos
han reportado efectos beneficiosos. Dentro de los tratamientos fisico se
encuentran: pasteurizacion, esterilizacion coccién, congelacion, alta
presiones, radiaciones ionizantes. Dentro de los tratamientos quimicos se

encuentra: curado, desinfeccién. (Bayarri et al, 2012; Dumetre et al, 2013)

Métodos Quimicos

VG E E;‘\
I8 -3-1-*% \
| avER |
\ - - )
Desinfeccion (Shapiro 2019) \%Ofﬂﬂuﬂ
Aceites esenciales (Shari 2016) =

Métodos bioquimicos (Mirza 2018)
Curado (Hill 2014)

Métodos no térmicos Métodos térmicos
Altas presiones (Cosidine 2008) «  Calentamiento (Dubey 1998)
Radiaciones ionizantes (Mirza 2018) +  Coccion (Gamble 2013)

Métodos Fisicos

llustracion 6. Métodos de Inactivacion Toxoplasma gondii modificado de Mirza 2018

Congelacion y bajas temperaturas (Fathi 2008)
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9.2.5.1 Métodos Fisicos

Tratamiento térmico (pasteurizacion o esterilizacién)

El procesamiento de calor es un método importante para prolongar la vida de
almacenamiento de los productos alimenticios. El proposito basico del
tratamiento térmico en los alimentos es reducir o destruir todos los
microrganismos presentes. La esterilizacion comercial a 121°C es lo
suficientemente intensa para inactivar la mayoria de los microorganismos
resistentes al calor. EI T. gondii es susceptible a la inactivaciéon por calor y los
estudios han demostrado que el calentamiento puede destruir los ooquistes de

T. gondii de cepas tanto no esporuladas como esporuladas.

Dubey 1998 informé sobre el efecto destructivo del calentamiento en quistes
de tejidos. Otro estudio demostro que el calentamiento a 58 °C era suficiente
para inactivar todos los ooquistes. Wainwright et al. 2010 indicaron que los
ooquistes de T. gondii no siempre se pueden inactivar cuando se exponen a
un minimo de 60 °C durante 1 min y que el tiempo de calentamiento del agua,
el tiempo de enfriamiento y el volumen del agua tratada deben. Los autores
también reportan que se necesitan tiempos mas cortos y temperaturas mas
bajas para destruir los taquizoitos, en comparacion con los bradizoitos, y se
requieren largos tratamientos mas intensos para los ooquistes que se

encuentran en vegetales contaminados o en el tejido intestinal de los felinos.

Coccion

El principal factor de control para la prevencion de la infeccién por T. gondii en
el consumo de carne es la coccion adecuada y la prevencion de la
contaminacion cruzada mediante la separacion de la carne cocida y la carne
cruda o poco cocida Hill et al. 2004 mostraron que T. gondii muere en 5.6

minutos a 49 °C, en 44 segundos a 55 °C y en 6 segundos a 61 °C si la
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temperatura se distribuye y mantiene de manera uniforme a lo largo de la carne
(Gamble et al, 2013).

Congelacion

La congelacion de alimentos por parte de los consumidores es comun en
muchos paises, pero un factor importante de las actitudes de los consumidores
hacia la congelacion es la percepcidon de la reduccion de cualidades
sensoriales. Los estudios han demostrado que la congelacion puede inactivar
los quistes tisulares de T. gondii. Cuando se realiza durante dos dias a -20 °C.
La congelacién de alimentos por parte de los consumidores es comdn en
muchos paises, pero un factor importante de las actitudes de los consumidores
hacia la congelacion es la percepcion de la reduccion de cualidades
sensoriales. Los estudios han demostrado que la congelaciéon puede inactivar
los quistes tisulares de T. gondii. Cuando se realiza durante dos dias a -20 ° C
(Fathi et al, 2008; Gamble et al, 2013)

9.2.5.2 Tecnologias emergentes

Procesamiento a alta presion

La tecnologia HPP (High Pressure Processing siglas en inglés) es un método
relativamente nuevo, no térmico, que somete los productos alimenticios a
presiones hasta 1000 MPa para inactivar o matar los microorganismos que se
encuentran presentes en los alimentos, el cual se realiza en tiempos
relativamente cortos. Los estudios de la efectividad del HPP sobre los quistes
tisulares de T. gondii en condiciones de laboratorio muestran la sensibilidad
de los parasitos y logran su destruccion a presiones relativamente bajas 340—
550 MPa (Cosidine et al, 2008; Mirza et al, 2018)
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Irradiacion ionizante

El IR es un proceso de pasteurizacion de alimentos no térmico que reduce,
inactiva o elimina el deterioro de microorganismos patdgenos, insectos,
hongos y otras plagas, y retrasa el deterioro de los alimentos. Los IR puede
utilizar rayos gamma de fuentes radioisotopicas como cobalto-60 o cesio-137,
electrones, rayos X de rayos beta, aceleradores de haz de electrones o rayos.
Se ha evaluado la irradiacion para determinar la inactivacion o muerte de
quistes tisulares de T. gondii en la carne y se vuelve inviable por la irradiacion
en dosis de 0,4 a 1 kGy. Se ha demostrado que la irradiacién con UV desactiva
los taquizoitos de T. gondii, pero los protocolos recientemente publicados son
basados en la exposicion prolongada (es decir, hasta 60 min) a la radiacién
UV. (Mirza et al, 2018)

9.2.5.3 Métodos Quimicos y bioquimicos.

Se han utilizado varias estrategias complementarias para controlar la
contaminacion de los alimentos, que incluyen una gama de tratamientos
quimicos y bioquimicos. Los principales agentes utilizados son los acidos
organicos y sus sales, disolventes y otros compuestos oxidantes,
formaldehido, desinfectantes, alcoholes, enzimas, aditivos alimentarios y
aceites esenciales de plantas o mezclas para lograr efectos sinérgicos.
(Betancourt et al, 2004; Sharif et al, 2016 y Mirza et al, 2018)

Curado

Los tratamientos de curado se utilizan para conservar la carne mediante la
adicién de una combinacion de sal, nitratos, nitritos o Sacarosa y ahumado a
baja temperatura. Los estudios indican que los quistes tisulares de T. gondii
se eliminan durante el curado con sal, aunque la inactivacion de estos quistes
depende del tiempo de maduracion, la temperatura de almacenamiento y la
concentracion de sal en el proceso de curado. Trabajos como el de Hill en

2004 mostraron que la inyeccion e inmersion durante 8 h con soluciones de
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NaCl al 2,0% o mas de sal y 1,4% lactato en lomos de cerdo que contenian
quistes infecciosos del tejido impidio la transmision de T. gondii. (Hill et al,
2004). Sin embargo, se requieren estudios adicionales para evaluar la
seguridad de los productos carnicos curados en diferentes condiciones de
curado con respecto al tiempo y la sal y la concentracion de nitritos (Dubey et
al, 1997; Gamble et al, 2013)

Desinfeccion

En la actualidad, los productos quimicos mas utilizados en la potabilizacion de
agua o procesamiento de alimentos son cloro y ozono, los cuales son agentes
oxidantes fuertes que pueden causar la muerte celular mediante la inhibicién
de la actividad enzimatica, el dafio a las células al modificar los componentes
celulares, las alteraciones en la permeabilidad de las células o el dafio al ADN
y al ARN.

Wainwright et al. 2004 indicaron que ni el hipoclorito de sodio ni el ozono
inactivaron eficazmente los ooquistes de T. gondii, Finch et al.1993
Encontraron que una fuerte concentracion de amoniaco (28%) mat6 a todos
los ooquistes de T. gondii en 10 minutos y una tintura fuerte de yodo lo hizo en
30 minutos 0 1% a 10% de formaldehido durante 24 horas elimin6 todos los
ooquistes o0 acido peracético durante 48 h, con etanol durante 24 h o con
metanol durante 12 h elimind los ooquistes (Shapiro et al, 2019; Kijlstra et al,
2008).
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10 Antecedentes

Existen varios trabajos sobre evaluacion de riesgo de infeccion con
Toxoplasma gondii. Pero esto se ha centrado principalmente en la cadena
productiva del cerdo y como medida de control esta es la coccion, aqui se

presentan resumenes de algunos de ellos.

Segun Opsteegh et al, 2011. Toxoplasma gondii es un importante patégeno
de transmision alimentaria, y la causa de una alta carga de morbilidad debida
a la toxoplasmosis congénita en los Paises Bajos. El objetivo de este estudio
fue cuantificar la contribucion relativa de ovino, bovino y porcino productos a
las infecciones de T. gondii en humanos utilizando la metodologia de
Evaluacion Cuantitativa de Riesgo Microbiano (Quantitative Microbial Risk
Assessment — QMRA-). Los datos de concentracion y tamafio de las porciones
fueron utilizados para estimar el nimero de bradizoitos presentes en alimentos
no procesados contaminados consumidos por el hombre. Los factores de
reduccion para la salazén, la congelacion y coccion se estimaron con en base
experimentos publicados en ratones, los cuales se utilizaron posteriormente
para estimar el nUmero de bradizoitos en porciones procesadas. La relacion
dosis-respuesta para la infeccion por T. gondii en ratones se utilizé para
estimar la probabilidad de infeccion humana por el consumo de estas
porciones procesados inicialmente infectadas. Al multiplicar estas
probabilidades con la prevalencia de T. gondii por especies de ganado y el
namero de porciones que se consumen al afio, se calculdo el nimero de
personas susceptibles de ser infectadas por afio en Holanda y la subpoblacién
de mujeres embarazadas susceptibles. Los resultados de QMRA predicen un
alto numero de infecciones por afio con carne como la fuente mas importante.
Aungque muchas incertidumbres estaban presentes en los datos y el nUmero

de infecciones congénitas predichas por el modelo fue casi veinte veces mayor
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que el nimero estimado sobre la base de la incidencia en los recién nacidos,
la utilidad del asesoramiento para calentar a fondo la carne es confirmado por
nuestros resultados. El cuarenta por ciento de todas las infecciones predichas
se debe al consumo de productos carnicos sin calefaccion, el andlisis de
sensibilidad indica que la temperatura de calentamiento tiene la mayor
influencia en el numero previsto de infecciones. Los resultados también
demuestran que, incluso con una baja prevalencia en el ganado, el consumo
de carne sigue siendo una fuente importante de infeccion. El desarrollo de este
modelo ha ayudado a identificar importantes lagunas de conocimiento y dio
lugar a las siguientes recomendaciones para futuras investigaciones: recoger
datos de procesamiento de efecto de acuerdo con el procesamiento de estilo
de consumo y poder tener informacién de las temperaturas de coccion
especificas de productos, investigar la presencia y concentraciéon de
bradizoitos viables en el ganado bovino, determinar el efecto de picado de
carne sobre las concentraciones bradyzoito utilizando tamafios de lote reales,
y obtener una estimacion de la proporcién de carne que ha sido congelado
antes de la compra. Con datos mas precisos este modelo QMRA ayudara a la
toma de decisiones sobre las estrategias de intervencion para reducir la carga

de morbilidad por infecciones T gondii en los Paises Bajos

Crotta et al, 2017. Los productos de origen animal se encuentran en etapas
tempranas. La complejidad biolégica del ciclo de vida de T. gondii y
comprensién limitada de varios aspectos fundamentales de la interaccion
huésped / parésito, requiere la adopcion de numerosos supuestos criticos
y significantes simplificaciones. Este trabajo presento un modelo cuantitativo
hipotético para la evaluacién de la exposicidon humana a T. gondii a través de
productos carnicos. El modelo ha sido conceptualizado para captar la dinamica
gue conduce a la presencia de parasitos en la carne y, con fines ilustrativos,
se utiliza para estimar la probabilidad de que al menos un quiste viable ocurra

en 100 g de carne de cerdo fresca en Inglaterra. Los datos disponibles,
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incluidos los resultados de una encuesta serologica en cerdos criados en
Inglaterra, se utilizaron como punto de partida para implementar un modelo
probabilistico y evaluar el destino del parasito a lo largo de la cadena
alimentaria. Las distribuciones de incertidumbre se incluyeron para describir y
explicar la falta de conocimiento cuando era necesario. Para cuantificar el
impacto de los insumos claves del modelo se realizaron analisis de
sensibilidad y escenarios. La probabilidad global de 100 g de un tejido
comestible hipotético que contiene al menos 1 quiste fue de 5,54%. El analisis
de sensibilidad indicé que las variables que ejercian mayor efecto sobre la
media de salida eran el nUmero de quistes y el nimero de bradizoitos por
quiste. En los escenarios mejores y peores, la probabilidad de que una sola
porcidn de carne fresca de cerdo contenga al menos 1 quiste viable resulté en
1,14% y 9,97%, indicando que la incertidumbre y la falta de datos que rodean
los pardmetros clave de entrada del modelo impiden una estimacion precisa
de T. gondii a través del consumo de productos carnicos. El modelo hipotético
conceptualizado es coherente con el conocimiento actual de la biologia del
parasito. Los modelos de simulacion identifican claramente los principales
vacios en nuestro conocimiento de la interaccibn huésped-parasito
que, cuando esté cargada, apoyara las evaluaciones cuantitativas y muchas

estimaciones precisas necesarias del riesgo de exposicion humana.

Guo et al, 2017. Toxoplasma gondii es uno de los principales patégenos
transmitidos por los alimentos en los Estados Unidos. Los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) informaron que T. gondii
representa el 24% de las muertes debidas a enfermedades transmitidas por
alimentos en los Estados Unidos. El consumo de productos de carne de cerdo
poco cocidos en los que T. gondii se ha enquistado se identific6 como una
importante via de exposicion humana. Sin embargo, se dispone de poca
evaluacion cuantitativa del riesgo para diferentes productos de carne de cerdo

en funcién de la calidad microbiana en el matadero, durante el proceso de
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produccion, y debido a las practicas de manejo del consumidor. El objetivo de
este estudio fue desarrollar un modelo de evaluacién cuantitativa de riesgo
microbiano (QMRA) para predecir el riesgo de salud publica asociado con el
consumo de cerdo fresco en los Estados Unidos. La prevalencia de T. gondii
en cerdos se obtuvo a través de un metanalisis de los datos existentes y se
calculd la concentracion de la etapa de vida infecciosa (bradizoitos) para cada
corte de cerdo de un cerdo infectado. Se desarrollaron modelos de regresion
logistica y regresion log-lineal para predecir la reduccion de T. gondii durante
el procesamiento posterior y la preparacion del consumidor, respectivamente.
Se utilizé6 un modelo de dosis-respuesta exponencial derivado del raton para
predecir el riesgo de infeccién en humanos. La probabilidad media estimada
de infeccidn para productos de carne de cerdo frescos varia entre 3,2%7 y
9,5%, lo que corresponde a un consumo previsto aproximadamente 94.600
nuevas infecciones anuales en la poblacion de los EE.UU. debido a la ingesta
de cerdo fresco. Aproximadamente 957 nuevas infecciones por afio se
estimaron en mujeres embarazadas, lo que corresponde a 277 casos de
toxoplasmosis congénita por afio debido a la ingesta de cerdo fresco. En el
contexto de los datos disponibles, el analisis de sensibilidad sugiri6 que la
coccién es el pardmetro mas importante que afecta el riesgo para la salud
humana. Este estudio proporciona una base cientifica para el manejo del
riesgo y también podria servir como modelo basal para cuantificar el riesgo de

infeccion de T. gondii y otros parasitos asociados con productos carnicos

Huifanga 2019. Una de las principales rutas de trasmision a los humanos es
el consumo de carne cruda o poco cocida que contiene quistes de T. gondii
viables. En China, la falta de informacion cuantitativa sobre el riesgo de
incidencia de infeccidon debido al consumo de carne dificulta la implementacion
de estrategias de prevencién para reducir la carga de toxoplasmosis. Su
propésito fue estimar la atribucion relativa e diferentes tipos de carnes a las

infecciones humanas por T. gondii. Los datos sobre la prevalencia en el
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ganado y el consumo se obtuvieron de China. Sin embargo, falté informacion
sobre sobre los habitos de preparacion. Los datos de consumo promedio
estaban disponibles como cantidades de consumo promedio por dia
recolectados durante tres dias. En general, la carne de cerdo y pollo
contribuyeron mas al numero estimado de infecciones que para la carne de
res. La temperatura de coccion se identifica como uno de los parametros que
mas afecto la tasa de incidencia en el modelo QMRA. el analisis de escenarios
demostré que es importante conocer el tamafio de la porcion y la frecuencia
de consumo ademas de las cantidades consumidas totales para calcular la
incidencia de la infeccion. Debido a la incertidumbre presente en los datos de
entrada y la tasa de incidencia sobreestimadas. Los resultados simplemente
dan una indicacion de la importancia relativa de los diferentes tipos de carne.
Sin embargo, el modelo QMRA identificé brechas de conocimiento clave para
futuras investigaciones y posteriormente respaldar decisiones rentables para

reducir la carga de enfermedad de la toxoplasmosis humana.
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11 Pregunta de investigacion

¢, Qué factores de riesgo para infeccion por Toxoplasma gondii se encuentran

asociados a la preparacion de alimentos?

¢,Cueles son los factores de riesgos asociados a la infeccién con Toxoplasma
gondii por consumo de alimentos en restaurantes escolares y proponer un

modelo de coccion?
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12 Objetivos

Objetivo General:
Evaluar los factores asociados al riesgo de la infeccion con Toxoplasma gondii

por consumo de alimentos en restaurantes escolares. Y proponer un modelo

Objetivos especificos

Objetivos especifico 1:

Correlacionar los factores higiénicos sanitarios (condiciones locativas,
practicas de proceso, practicas de saneamiento y personal manipulador de
alimento) con prevalencia de ADN de Toxoplasma gondii en alimentos por
PCR.

Objetivos especificos 2:
Establecer los factores de riesgo en preparacion de alimentos asociados a la

infecciéon de nifios en restaurantes escolares

Objetivo especifico 3:
Disefiar un modelo tedrico para evaluar la coccion seguro de la carne de cerdo
que incluye: el tiempo, la temperatura de la coccion, el grosor de la pieza de

carne
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13 Materiales y métodos

13.1 Modelo general
Este proyecto se realizo utilizando la guia de la FAO / OMS para el Analisis de

Riesgos a evaluacion cuantitativa del riesgo (FAO / OMS 1995; Pérez et al,
2006; OMS / FAO 2009; FAO / OMS 2010; UERIA 2011). El Analisis de
Riesgos se compone de 3 elementos: Evaluacion del Riesgo, Gestidén del
Riesgo y Comunicacion del riesgo (ver ilustracion 7). La evaluacién de riesgo
es la evaluacion cientifica de un conocido o potencial efecto adverso contra la

salud resultado de la exposicibn humana a un peligro transmitido por los

alimentos.

Elementos que componen el analisis de Riesgo

Evaluacion de Riesgo

e Identificacion del riesgo
e Caracterizacion del peligro
e Evaluacion de la exposicion
e Caracterizacion del riesgo

Cg,n%cacién del

— Riesgo

Gestion del Riesgo

\\

e Evaluacion de alternativas
de gestion
e Eleccion e implantacion de
opciones mas apropiadas

o/ Intercambio de opiniones e
informacion

llustracion 7 Representacion esquemdtica de los componentes del andlisis de riesgo
segun las definiciones del Codex Alimentarios Elementos que componen el andlisis de

riesgo
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La propuesta de metodologia se realizé6 en dos etapas las cuales son:

evaluacion del riesgo y evaluacion de alternativas

Etapa 1 Evaluacion del riesgo de infeccion por Toxoplasma en
restaurantes escolares

La evaluacion del riesgo contempla cuatro etapas identificacion del peligro,

caracterizacion del peligro, evaluacion de la exposicion y caracterizacion del

riesgo. (Ver 13.2)

Etapa 2 Modelo de coccidn segura de la carne

Como uno de los factores de riesgo toxoplasmosis es el consumo de carne
mal cocida por lo que se propuso determina el punto de coccién necesario para
consumir una carne de cerdo segura. Este modelo también puede ser

reproducible para otros tipos de carne (ver 13.3)

13.1.1 Determinacion del tamafio de la muestra

El estudio se realiz6 en la ciudad de Armenia es la capital del "Departamento
del Quindio". Esta zona se encuentra dentro de la cordillera central de
Colombia a una altitud de 1.480 metros. Armenia tiene 301,226 habitantes,
segun las proyecciones y los resultados de los ultimos datos censual generales
en 2005 (DANE, 2018). La ciudad de la ciudad de Armenia se divide en 10
zonas administrativas, llamadas "comunas" y tiene 46 restaurantes de
escuelas publicas, la poblacién infantil matriculada es de 18,003 nifios. Pero
Los objetivos del estudio fueron los usuarios de los restaurantes de la escuela
publica (12,277 nifios de 4 a 12 afios de edad que asisten al restaurante

escolar).

Para realizar el célculo de tamafio de la muestra se tuvo conseguir con

anterioridad la siguiente informacion: tamafo de la poblacion, segun la
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Secretaria de Educacién de Armenia para el 2017 los nifios entre las edades
de 5 a 10 afos de edad son 12,277. Segun datos del estudio nacional de
toxoplasmosis (Cafidn-Franco et al., 2014) La prevalencia esperada de
anticuerpos anti-Toxoplasma positivos en nifios en para edades de 5 a 12 afos
en Colombia es de 30%. Con un margen de error aceptable del 5% y un nivel
de confianza de 90%. Segun esta informacion se requiere 302 nifios son
necesario para obtener inferencias sobre la prevalencia en esta poblacion.

Datos obtenidos del software Epi infov 7.2

Para el proposito del estudio, un restaurante fue seleccionado aleatoriamente
por cada comuna hasta obtener diez restaurantes de escuelas publicas. A los
cuales se les realizaron tres evaluaciones. a) Inspeccion higiénico-sanitaria, b)
evaluacion de la presencia de Toxoplasma gondii en: agua, alimentos y

superficie ¢) examen seroldgico para nifios (IgG e IgM).

Antes de la recoleccion de la muestra se realizaron reuniones colectivas con
padres y tutores de nifios y solicitamos el permiso voluntario para el muestreo
de sangre venosa infantil, los padres que estuvieron de acuerdo autorizaron

firmando un consentimiento informado (ver anexo 1).

13.1.2 Aspectos bioéticos

El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del Quindio (Acta 35 del
14 de mayo 2012). Todos los padres de hijos aceptaron participar en el estudio
y firmaron el consentimiento informado. También se obtuvo el consentimiento
institucional de los restaurantes de las escuelas. Los resultados clinicamente

relevantes fueron devueltos a los pacientes.

13.2 Etapa 1 evaluacion del riesgo de infeccién por Toxoplasma en

restaurantes escolares
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La evaluacion del riesgo contempla cuatro etapas identificacién del peligro,
caracterizacion del peligro, evaluacion de la exposicion y caracterizacion del

riesgo.

La identificacion de peligros incluye identificacion de alimentos implicados,
fuentes de contaminacion, prevalencia de alimentos, factores intrinsecos y
extrinsecos que pueden impedir 0 no la supervivencia. La caracterizacion del
peligro es la estimacion de la gravedad y efectos adversos para la salud
causados por consumo de alimentos con la presencia de Toxoplasma gondii.
Estas 2 dos etapas iniciales se realizaron a través de analisis de informacion

concerniente a la toxoplasmosis.

Para la evaluacion de la exposicion se realizaron 4 actividades: a) Evaluacion
de la presencia de ADN de Toxoplasma gondii en alimentos y superficies por
PCR, b) Evaluacion de la Prevalencia (IgG e IgM) c) inspeccion higiénico-
sanitario de restaurante escolares y d) analisis estadistico descriptivo y

bivariado.

13.2.1 Evaluacion de la presencia de ADN de Toxoplasma gondii en
alimentos y superficies por PCR

Los dias del muestreo fueron elegidos al azar y todas las muestras de

alimentos y agua fueron tomadas por triplicado. Las muestras de alimentos

correspondian a las que se prepararon en el restaurante en el dia de la

recogida.

13.2.1.1 Toma de muestra de alimentos y superficies

Se tomaron doce muestras de carne cruda de ternera y nueve de carne cruda
de pollo (50 gramos cada una), nueve de huevo crudo y sin lavar, tres de
lechuga, tres de col, nueve de pepino, nueve de zanahoria y seis de tomate

(200 gramos de verdura cruda principal de la ensalada antes de mezclar).
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Treinta muestras de agua utilizadas para preparar el jugo (200 mL cada uno),
diez muestras de agua del grifo (4 L cada una), seis de jugo de platano, doce
de jugo de guayaba, seis de jugo de mango y seis de jugo de tomate de arbol
(200 mL cada uno), 52 muestras de superficies inertes tomadas con un hisopo
y solucion salina 0,9% m/v. El nidmero de muestras por colegio varid
dependiendo del numero de utilidades o suministros utilizados en la
preparacion de alimentos al momento de la toma de muestra. Treinta y una de
las superficies vivas fueron recolectadas usando un hisopo en solucion salina
0,9% (palma de manos de manipuladores de alimentos). En total, se
recogieron 213 muestras de alimentos y superficies vivas e inertes, de los

restaurantes de la escuela publica.

13.2.1.2 Método de extraccion de ADN

El kit de extraccion de sangre y tejido de DNeasy (QIAGEN, Alemania) con
lisis mecanica con perlas de circonio fue aplicado para la extraccion de ADN
en vegetales y jugos después de la agitacion en un pedal de 400W
(Interscience-France) a la velocidad de 260 rpm, cinco veces por 30 s con
glicina 1M pH 5,5 (Cook et al., 2007) y solucion de lavado (PBS 1X, 100 pL de
Tween 80 y 10 g de &cido sulgamico) a pH 7,5, respectivamente, y aplicando
el método de concentracion de formalina-éter para eluatos de agua (también
para muestras de superficies inertes y vivas) como se describe previamente

(Lora-Suarez et al, 2016; Trivifio-Valencia et al, 2016).

Las muestras de carne fueron procesadas para su analisis como se ha descrito
anteriormente (Alvarez et al., 2015; Franco-Hernandez et al., 2015).
Brevemente, la carne se cortd hasta obtener piezas de 5 g aproximadamente,
luego fueron molidas en un mortero con 2 ml de solucion de lisis del kit de
extraccion de ADN de Wizard Genomics (Promega, Madison, WI, Estados
Unidos) y 50 p | de proteinasa K durante 10 min y luego se mantuvieron a

temperatura ambiente durante 30 min y posteriormente fue incubada a 37 ° ¢
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durante 30 min. Después de esto, se agregaron 250 uL de tampon de solucién
salina pH 7,4 y la muestra se centrifug6 a 1,000 g durante 10 min a temperatura
ambiente y el sobrenadante se desech6 después de esto. Las proteinas
celulares fueron removidas usando los reactivos y procedimientos del kit de
purificacion de ADN gendmico Wizard (Promega, Madison, WI, Estados
Unidos) y el ADN gendmico se concentré afadiendo 80 pl de solucion de
rehidratacion y almacenado primero a 4 ° C durante la noche y luego se
congela a-80 ° ¢ hasta su uso. Los ooquistes de la cepa Toxoplasma ME49
(tipo 1), CAT 19, TX 586 recolectados en junio, 2014 y amablemente donados
por el Dr. Dubey (USDA, Belstville) fueron utilizados como controles del

procedimiento de extracciéon de ADN.

13.2.1.3 PCR para Toxoplasma

Para amplificar el ADN de Toxoplasma, se us6 PCR anidada convencional
como se describié anteriormente por Franco-Hernandez et al. (2015); Trivifio-
Valencia et al. (2016); Zamora-Vélez et al. (2016). Brevemente, esta prueba
amplificé un fragmento de 97-BP del gen B1 de Toxoplasma, que es de forma
tandemly matriz 35-Fold-repetitivo (Genebank Accesion niumeros AF179871).
Los imprimadores para la primera PCR fueron Toxo N1 (694 a 714 NT): 5 '-
GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG-3 'y Toxo C1 (887 a 868 NT): 5'-TCT
TTA AAG CGT TCG TGG TC-3'. El segundo PCR se realiz6 con los
imprimadores Toxo N2 (757 a 776 NT): 5 '-TGC ATA GGT TGC CAG TCA
CTG-3'y Toxo C2 (853 a 831 NT): 5 '-GGC GAC CAA TCT GCG AAT ACA
CC-3.

Todos los cebadores fueron sintetizados por Invitrogen Corporation (EEUU).
El primer Protocolo de amplificacion consistio6 en una etapa inicial de
desnaturalizacion durante 5 min a 94 °C, seguida de 40 ciclos de amplificacion,
un ciclo consistente en 1 min a 94 °C para la desnaturalizacion del ADN, 1 min

de recocido a 53 °C y 1 min de extensiéon a 72 °C. Posteriormente, se realizd
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un paso adicional de 10 min de extension final a 72 ° C. La segunda PCR se
realizé con el producto de la primera amplificacion y consistié en una etapa
inicial de desnaturalizacion durante 5 min a 94 °C, seguida de 14 ciclos de
amplificacion, un ciclo consistente en 1 min a 94 °C para la desnaturalizacion
del ADN, 1 min de recocido a 53 °C y extensién a 72 °C por 30 s. A
continuacion, se realizé un paso adicional de 10 min de extension final a 72
°C.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis de gel de agarosa
al 2%. Los resultados del PCR se expresaron como positivos 0 negativos. El
control positivo fue el ADN de las cepas de control de Toxoplasmay el control
negativo fue agua destilada en presencia de cebadores. El control de la
contaminacion durante la extraccion del ADN también se incluyd y consistié en
un tubo sin plantilla, pero conteniendo todos los reactivos para la extraccion
del ADN. Con el fin de evitar la posible contaminacién, se utilizaron varias
medidas, como el espacio separado para la instalacion de PCRs (sala de pre-
PCR) y las puntas de filtro separadas y pipetas, asi como varios controles
negativos (sin ADN, controles de contaminacion por extraccion de ADN).
Controles positivos de diferentes cepas de T. gondii también se utilizaron con
el fin de localizar cualquier posible contaminacion. Todas las amplificaciones
de PCR se realizaron en la maquina Termocicladora aplicada Biosystems veriti
(termo Fisher Scientific, USA).

13.2.2 Evaluacion de la Prevalencia (IgG e IgM anti-Toxoplasma)

Se evaluaron 311 nifios entre 4 a 12 afios de edad a los cuales se les tomo
muestra de muestras de sangre venosa periférica de 5 mililitros cada una. Un
técnico de laboratorio tomo las muestras de sangre de los niflos en presencia
de sus padres. Todas las muestras de suero se analizaron para los titulos de
anticuerpos anti-Toxoplasma IgG e IgM mediante el uso de ensayos

comerciales ELFA y siguiendo la recomendacion del fabricante (bioMerieux,
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Marcy L'Etoile, Francia) en un sistema de ensayo de diagnostico inmune mini

vidas (bioMerieux, Inc, Carolina del norte, EE.UU.)

13.2.3 Inspeccion higiénico-sanitario de restaurante escolares
Para evaluar las condiciones higiénico-sanitaria de los restaurantes de la
escuela publica se aplico el instrumento de la lista de verificacién para la
inspeccion de los restaurantes del Instituto nacional colombiano para la
resolucion de control de alimentos y medicamentos 2674 de 2013 (INVIMA,
Bogota, Colombia, https://www.invima.gov.co/resoluciones-en-
alimentos/resolucion-2674-2013-pdf/detail.html) que incluyé cinco temas con
26 articulos:

) instalaciones fisicas: incluyendo materiales de los mesones,
paredes, techos pisos de las cocinas

1)) condiciones de proceso: materiales de utensilios (recipiente,
equipos, tablas de picar carne o vegetales), si utiliza la misma tabla
para picar carnes o vegetales, temperatura de conservacion de
alimentos, procedencia de los alimentos, tipo de frutas utilizada;

) condiciones de saneamiento que contempla dos aspectos
abastecimiento de agua: al cual se incluyd: suministro de agua,
condiciones de almacenamiento y transporte, tanque de reserva de
agua, numero de veces al afio que realiza la limpieza, agua con que
lava los vegetales y agua para preparar jugo; El otro aspecto fue
limpieza y desinfeccion que incluyd: frecuencia del lavado de manos,
si lava las manos después de manipular alimentos, sustancias
utiizadas en la limpieza y desinfeccion para superficies e
implementos, frecuencia con que cambia la esponja, frecuencia de
lavado de la nevera, momento al realizar la limpieza de la cocina

IV)  personal manipulador de alimentos, incluyendo el uso de elementos
de bioseguridad, frecuencia que recibe la capacitacion, experiencia

laboral y nivel de formacion.
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Este instrumento presenta una escala para calificar segun las préacticas de
buenas practicas de manufactura (2 = completo, 1 = parcial, o 0 = sin
cumplimiento). Con base en estas puntuaciones, se establecié finalmente
el porcentaje de cumplimiento de las condiciones dentro de cada una de
las cinco condiciones. Un porcentaje del 100% indic6 que el restaurante
cumplia con todos los elementos dentro de cada tema, los porcentajes mas
bajos indicaron el cumplimiento parcial de las condiciones dentro de cada
tema. El instrumento para la inspeccion higiénico-sanitaria se muestra en

el anexo 2.

13.2.4 Habitos y practicas en el hogar.

En el momento de las reuniones preparatorias con los padres de familia se
realizaron dos actividades previas con autorizacion de los padres. La primera
para determinar estado antropomeétrico de los nifios (se evaluaron 167 nifios),
con ayuda de los técnicos del Centro de Investigaciones Biomédicas se
realzaron las mediciones de: masa, talla y edad y se determiné el indice de
masa corporal IMC o estado antropométrico. La segunda fue una evaluacion
de habitos y practicas en el hogar (se encuestaron 167 familias), donde se les
preguntd aspecto como: escolaridad de la madre, si la madre se hizo prueba
de toxoplasmosis, consume agua hervida, si prepara jugo con agua hervida, si
lava vegetales o frutas con agua hervida, si utiliza la misma tabla de picar para
vegetales y carnes, consume carne de cerdo, res o pollo, si la consume bien
cocida, si tiene contacto con gatos, si el gato es menor de 6 meses, si tiene
perro u otra mascotas en el hogar, nimero de veces que come fuera, la fruta
0 vegetales que consume donde los compra y como es su presentacion,
estado de salud del nifio (si el nifios en los ultimos 6 meses ha tenido: fiebre,

dolor de garganta, erupciones, presencia de ganglios, o diarrea).
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13.25 Andlisis estadistico descriptivo y univariado

Los resultados se expresaron como la mediana [min-max] para variables
continuas y N (%) para variables categoricas. Las diferencias en las
proporciones se analizaron utilizando la prueba de Chi-cuadrado o la prueba
exacta de Fisher segun sea el caso. Las estadisticas de Mantel-Haenszel se
utilizaron para probar la independencia entre una variable de factor y una
variable de respuesta condicionada a patrones de covariables definidas por
una o mas variables de capa (control). Las diferencias en los medios se
compararon con la pruebat de Student o con una prueba no paramétrica si no

presentan una distribucién normal

Se establecio el valor predictivo positivo y negativo de las puntuaciones de los
cumplimientos de las condiciones de higiénico-sanitarias para los restaurantes
(obtenidos por el instrumento de inspeccién de seguridad alimentaria) que
ayudaran a identificar restaurantes con resultados positivos de PCR de
Toxoplasma en alimentos y superficies, se calculd una curva de operacion del
receptor (ROC). El software SPSS (version 14,0, Lead Technologies Inc, USA)
se usO para analizar las pruebas estadisticas. Los valores por debajo de P <
0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

Para determinar la fuerza de un factor de riesgo (habitos o préacticas en el
hogar, condiciones higiénico-sanitarias de los colegios, presencia de ADN de
Toxoplasma gondii en alimentos, agua o superficie) y que estos estén
asociados a la causa que se presume como la infeccion Toxoplasma gondii.
Se realizaron medidas de asociacién a la probabilidad que un nifio se infecte
expresada como Odds Ratio, el cual se interpreta de la siguiente manera:
cuando el valor es superior a 1 se presume como asociacion positiva o factor
de riesgo, cuando el valor es inferior a 1 como asociacion negativa o factor de
proteccion y cuando sea igual a 1 no hay asociacion (Cerda et al, 2013). Las

diferencias en las proporciones se analizaron utilizando la prueba de Chi-
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cuadrado o la prueba exacta de Fisher se consideran estadisticamente
significativos cuando el P < 0,05 que (Diaz et al, 2011).

Para determinar la asociacion entre los aspectos higiénico-sanitarios de los
restaurantes escolares se determin6 primero el porcentaje minimo que debe
cumplir utilizando la metodologia de las evaluacion de las pruebas
diagnosticas, para esto se construyeron las curvas caracteristicas: curvas
ROC, Sensibilidad (o sea la proporciéon de verdaderos positivos como la
probabilidad que el punto de corte del puntaje indica que el restaurante va a
tener pruebas positivas para ADN del Toxoplasma), Especificidad (o sea la
proporcion de verdaderos negativos como la probabilidad que el puntaje por
debajo del punto de corte dé negativo cuando el restaurante no presente ADN
de Toxoplasma). También se usaron como indices de evaluacién sus
complementarios, para indicar correctamente restaurantes con positividad
para ADN de Toxoplasma el Valor Predictivo Positivo o sea la proporcion de
restaures con resultados “positivos” que verdaderamente presentan ADN de
Toxoplasma positivo y el Valor Predictivo Negativo, que es la proporcion de
restaurante con resultados “negativos” que verdaderamente tiene pruebas de

ADN tiene pruebas de ADN negativo para Toxoplasma. (Valle et al, 2017)

13.3 Etapa 2 evaluacion de las alternativas de coccidn que aseguran
lainocuidad de la carne
La recomendacion para la coccion de carne es que la temperatura de la carne
llegue a 65°C (USDA 2003, 2008, 2011, Gomez et al, 2012). Para poder
determinar la letalidad sobre Toxoplasma gondii y requieren realizar seis
etapas, las dos primeras enfocadas en la determinacion perfil de temperatura
a) determinacion de propiedades termodinamicas de lomos de cerdo, b)
determinacién de las curvas de penetracion de calor o del perfil de
temperaturas del lomo (como va cambiando la temperatura en el interior de la

pieza segun el tipo de coccion), las cuatro siguientes enfocadas en la
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destruccion del T. gondii por efecto del tratamiento térmico en coccion de
lomos, estas son: c) evaluacion de la coccion (tedrica y experimental), d)
determinacion del tiempo de muerte térmica (D) a diferentes temperaturas y e)
analisis de letalidad del T. gondii. La Ultima etapa tiene como propadsito validar

el modelo para lo cual se realiz6 e) simulacion de Montecarlo

13.3.1 Determinacion de propiedades termodinamicas.

Para realizar las curvas de perfil de temperatura se debe determinar primero
los valores de las propiedades termodinamicas del producto, las cuales son:
capacidad calorifica Cp, conductividad térmica K, densidad p y difusividad
térmica a. Para lo cual se desarrollé un aplicativo e Excel que calcula las
propiedades calcularon como una termodinamica de mezclas, segun las
ecuaciones de propiedades fisicas de alimentos de (Choi et al, 1986). Donde
las fracciones de los componentes son (¢), los macro-nutrientes de los
alimentos utilizados para estos calculos son: agua, carbohidratos, proteinas,
grasa y cenizas. Las constantes se determinan entonces por las ecuaciones
(Orego et al, 2003; Rao et al, 2005):

Capacidad calorifica Cp = Zoo 1(Cpi * ¢.) Eq. 1
n=
Conductividad térmica K= zm 1(Ki * @) Eq. 2
n=
Densidad p= Zoo 1(pi * ¢,) Eq. 3
n=
La difusividad (o) por las constantes calculad « = é Eq. 4

Para determinar los componentes agua, carbohidratos, proteinas, grasa y
cenizas se utilizd el software Nutrix ® el cual trabaja con las tablas de
composiciéon de alimentos colombianos, y se le incluyo los valores desviacién

estandar reportados de cada macro-nutriente en cada alimento (especie y
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corte), para el analisis de incertidumbre de la medicion se utilizé el concepto

de incertidumbre combinada.

YELY2Z « ¢ Eqg. 5

Con lo anterior comentado los calores reportados se expresan Cp £U, K £U, p

tUyazxU

13.3.2 Curvas de penetraciéon de calor
Para este se construy6 un aplicativo que construye las curvas de penetracion

de calor (perfil de temperatura) y posteriormente se hizo su evaluacion

Disefio del aplicativo

Para esta actividad se utilizaron los conceptos de transferencia de calor en
régimen no estacionario donde se determina la temperatura en el medio de los
trozos de carnes (o punto frio) que pueden estan sometidas a coccion. La
evolucion de la temperatura con el tiempo, T (posicion, t), es la solucién de la

ecuacion diferencial

5= 7 (50) = ¢ (5) £q.6

Debido a la complejidad de estas soluciones se utilizan métodos graficos para
su solucién donde X es la dimension que ubica el punto que se desea analizar
(punto frio para este caso) que va desde la superficie al centro del corte de
carne y 0 es el tiempo de la coccién a es la difusividad del producto sumergido

en el fluido en un tiempo t.
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llustracion 8 Temperatura en el centro geométrico de un cilindro de largo infinito
porque la evaluacion se realiza lomo de forma cilindrica (Singh et al, 2009)

En las figuras mencionadas el eje Y u ordenada es:

T-T, _ T.-T
To—-Ta  Ta—T,

0= Eq. 7

El eje de las X o0 abscisa es:

Fo= e () = () Eq. 8

Y la pendiente de la grafia es el numero de BIOT

hL
K

Bi Eqg. 9

Con la informacion anterior se disefio un aplicativo en Excel el cual va
calculando la temperatura al interior de la pieza de carne en la medida que se

va calentando, la curva del perfil de temperatura depende de variables de la



69

carne como: el espesor, tipo de espécimen (cerdo pollo, o res), tipo de corte,
temperatura inicial) y las condiciones de la cocciébn como: del tipo de
preparacion, temperatura del medio calefactor. El modelo presenta la curva de
perfil de temperatura en el interior de del lomo de cerdo u otro tipo corte de
carne seleccionada. Como un grafico de calentamiento para placas infinitas.
(Ibarz et al, 2005; Singh et al, 2009)

13.3.3 Evaluacion del modelo de coccién

La evaluacion se hizo de 2 forma diferentes una tedrica y una experimental

13.3.3.1 Evaluacion tedrica.

Se realiz6 una comparacion entre las curvas propuestas por Swart et al, 2015
y Franssen et al, 2017 con las curvas propuestas por el modelo propuesto,
teniendo en cuenta las mismas caracteristicas: espesor, especie (cerdo), tipo

de corte (lomo), temperatura inicial y temperatura del medio calefactor.

13.3.3.2 Evaluacion experimental.

Para hacer esta evaluacion se realizan los calentamientos de lomos de carne
de cerdo, donde el largo del lomo es 10 veces mayor que el radio con el fin
asumir que el lomo es como un cilindro infinito y permita hacer el calculo del
calentamiento uni-direccional. Se realizaron calentamientos en hornos de
convecciéon de lomos de cerdos a tres temperaturas diferentes (100, 130 y
150°C), para realizar los perfiles de temperaturas se tomaron 4 piezas de lomo
de cerdo a cada una de ellas se les coloco un sensor de temperatura en el
punto frio (punto medio de la pieza) y para registra la temperatura del medio

calefactor se dej6é un sensor en el punto medio del horno.

El sistema propuesto consiste en la implementacion de cinco sensores que
registran la temperatura de las piezas de carne y la temperatura del horno que

en conjunto con una tarjeta Arduino y un algoritmo desarrollado, tiene una
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adquisicién de datos en un PC por medio de una comunicacion serial. Los
sensores de temperatura son termopilas tipo K adaptadas a un moddulo
MAX6675 y posteriormente conectadas al médulo de acondicionamiento y el
sistema de adquisicion de datos la conexion arduinos a computador, presenta
la informacion de temperatura de cada uno de los puntos de evaluacion en
tiempo real (se hace registro de las temperaturas cada 2 segundos). Después
con la informacidn se construye las curvas de temperatura y se comprara con

la grafica generadas por el modelo matematico propuesto.

13.34 Determinacion del tiempo de muerte térmica de Toxoplasma
gondii
La determinacion de los valores D correspondientes a cada temperatura
(tiempo de destruccion térmica o tiempo necesario para destruir el 90% de los
parasitos presentes) se realizo haciendo el analisis como una cinética de orden
1 a partir de los datos del trabajo realizado por (Dubbey et al, 1990; Fathi et al,
2008), donde se determind la reduccion de la probabilidad de infeccion a
diferentes temperaturas, Con los valores de a diferentes temperaturas se
determind el valor z (z indica el incremento en la temperatura, medida en
namero de grados necesario para que el valor D se reduzca a la décima parte
del inicial). Con este valor se puede determinar la destruccion térmica a
cualquier otra temperatura e inferir como se reduce o la probabilidad de

infeccion cuando se realiza un tratamiento térmico (coccién de carne).

13.3.5 Andlisis de letalidad del T. gondii, evaluacién de la coccion

La coccidn es la forma mas comun implementada en los hogares de reducir la
presencia de peligros bioldgicos como es el caso de la exposicién a T. gondii
en el cerdo fresco infectado. Sin embargo, otro tipo de tratamiento como bajas
temperaturas, uso marinado pueden no ser suficientes para inactivar los
bradizoitos de T. gondii. Por lo que se supone que la coccion es el Unico factor

asociado con la reduccién / inactivacion de T. gondii en las cocinas caseras.
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Para calcular la letalidad se multiplica los valores D a las temperaturas
reportada en la curva de perfil de temperatura (los valores D se calcularon con
D1y z) por el tiempo que la pieza de carne esta a esa temperatura (para cada
ensayo se hicieron 20 divisiones) y se hizo la sumatoria del tiempo proyectado
a la temperatura de referencia (solo se utilizaron los datos para el célculo
cuando la temperatura interna de la carne fuera superior de 50°C), para él %
de cumplimiento se hizo la relacion del tiempo proyectado al que se sometid
el microrganismo indicador a un tratamiento similar al de la temperatura de
referencia (T1) sobre el tiempo que deberia estar el microorganismo para
garantizar que el alimento se considere seguro Fo (el valor F representa la
letalidad microbiana integrada o como valor conocido de coccién (Rao et al,
2005), tiempo equivalente a la temperatura de referencia. Utilizando las curvas
de penetracién de calor en funcién del tiempo se evalu6 la reduccién la
probabilidad de infeccion asumiendo como el efecto de la letalidad en el

parasito por la coccion.

o)

F(tratamiento) = E L&=JL(T)d0 = f D10z 6
o o

n=1

13.3.6 Simulacion de Montecarlo

Para realizar la validacion, se realiz6 una simulacion de Montecarlo, utilizando
el programa Crystal Ball (Oracle® Crytal Ball version 11.1.2.4, afio 2017)
donde se interrelacionan, las curvas de penetracion de calor segun las
condiciones de preparacion (tiempo, espesor, tipo de preparacion,
propiedades termodinamicas), temperatura al interior de la carne, y la % de
cumplimientos de recomendacion del tratamiento térmico (% de ciclos
logaritmicos reducidos con respecto al valor recomendado). Y se realiz6 un

analisis de las propiedades termodinamicas y las variables de preparacion.
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Para realizar las simulaciones de Montecarlo se hicieron 18 simulaciones con
3 repeticiones con 10.000 iteraciones cada uno, las simulaciones tuvieron en
cuentas las siguientes consideraciones: carne de cerdo (lomo de cerdo), Dos
temperaturas diferentes de los medios (100 ° Cy 170 ° C), temperatura inicial
de la carne 5°C, tres espesores diferentes (2, 4 y 6 cm). Para la variabilidad
de los datos se utilizaron desviaciones estandar reportadas para el software
Termin para propiedades termodinamicas, para las temperaturas (del medio y

de la carne) el espesor se permitié una variabilidad de 2% de los datos.
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Resultados

Capitulo I. Evaluacion del riesgo
14.1 Capitulo I. Evaluacion del riesgo de infeccion por Toxoplasma

en restaurantes escolares

14.1.1 Evaluacion de la presencia de ADN de Toxoplasma gondii en
restaurantes por PCR

Se encontraron 13 muestras de 213 (6,1%) de las muestras positivas por PCR
para el ADN de T. gondii. La prevalencia por tipo de alimento fue mayor en
muestras de agua y menor en vegetales y frutas (ver Tabla 3). Es de notar que
cuando las muestras positivas para jugo de fruta (jugo de guayaba) fueron en
los mismos restaurantes donde se encontrdé la muestra de agua para la
preparacion de jugo positiva. Cuando analizamos si hubo una mayor presencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la naturaleza de la muestra, el
agua tuvo una frecuencia significativamente mayor de resultados positivos de
PCR (17% en agua frente a 3,5% para el resto de las muestras, prueba exacta
de Fisher p = 0.004).

En el 60% (6/10) de los restaurantes de las escuelas publicas habia al menos
una muestra positiva de PCR para Toxoplasma. La frecuencia mas alta fue en
el restaurante Ill, con 5/22 (22,7%) muestras positivas, seguido por el
restaurante X con 3/21 (14,3%) y el restaurante IV con 2/21 (9,5%). También
se detectaron muestras positivas de ADN en los restaurantes Il, IV, VIII y IX
(Tabla 4). Al realizar la prueba estadistica de Mantel Haenzel para determinar
que variable es mas responsable de las diferencias entre los restaurantes se

encontré que el agua tiene mayor significancia estadistica (p = 0,003)
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Tabla 3 Prevalencia de muestras positivas de ADN por PCR anidada convencional, que
amplificé la secuencia repetida B1 de T. gondii de alimentos, agua, jugo y superficies
inertes y vivas recolectadas en restaurantes escolares de Armenia durante el aio 2018

Cadigo del
Numero de
. Numero de | restaure donde se -
Tipo de muestra . muestra positivas
muestras encontré muestra
. (%de total)
positiva
Carne de pollo
9 - 0 (0,0%)
cruda
Carne de res
12 Il 1 (8,3%)
cruda
Huevo 9 - 0 (0,0%)
Agua del grifo 10 1, v 2 (20,0%)
Agua para el jugo 30 I, X 2 (6,7%)
Lechuga 3 - 0 (0,0%)
Repollo 3 - 0 (0,0%)
Pepino cohombro 9 X 1(11,1%)
Zanahoria 9 - 0 (0,0%)
Tomate 6 0 (0,0%)
Jugo de banano 6 - 0 (0,0%)
jugo guayaba 12 I, X 2 (6,7%)
Jugo de mango 6 - 0 (0,0%)
Jugo de tomate
, 6 - 0 (0,0%)
de arbol
Superficies
_ 53 1, VI 2 (3.8%)
inertes
Superficies vivas 30 M, IX, X 3 (10,0%)
(manos)
Total 213 13 (6,1%)
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14.1.2 Evaluacion de la prevalencia (IgG e IgM)

En total, se recogieron 311 muestras de suero de nifios. Se encontraron 101
(32,5%) nifios con IgG anti-T. gondii positivo y 12 (3.9%) con IgM anti- T. gondii
positivo positivas de gondii (Tabla 4). En una escuela (numero VII), no fue
posible recolectar muestras de suero de nifios porque el director de la escuela
se nego6 a permitir el muestreo. La prevalencia mas baja de IgG fue en la
escuela IX, con 8.4%, que fue estadisticamente significativa en comparacion

con las otras escuelas (p = 0.001).

Se encontrd que los nifios con edades inferiores a los 5 afios no presentan
prueba positiva para IgG para anti T gondii, después de los 5 afios presentan
IgG positivos, las edades de los nifios con mayor numero de nifios positivos
estan entre los 6, 7y 8 afios (48,49 y 53 respectivamente), entre los porcentaje
de cada edad el que mayor proporcion presenta son los nifios de 11 afios (3
de 4, 75%) y después los nifios de 5 afios (7 de 17 41,2%), cuando se calcula
el porcentaje acumulado de los 5 afios el porcentaje acumulado es muy similar
(30,1%) y, para las edades inferiores se mantiene en 0%. Cuando se verifica
el indice antropométrico con respecto a la prueba para I1gG, se observa que
los nifios con indice antropométrico de peso adecuado 0 menor presentan
mayor porcentaje de prueba positiva para anti T. gondii; para las edades de 5
afos 33,3%, para la edad de 6 afios el 25,0% y para los 7 afios 40,0%. Para
los niflos superior a peso adecuado presentan porcentajes menores de
positividad para T. gondii en comparacion con los de su misma edad e indice
antropométrico inferior lo que podria sugerir que las condiciones
antropométricas pueden ser un factor protector (para la edad de 5 afios 8,3%,

para la edad de 6 afos 6,3% y para los 7 afios 6,7%. Ver anexos 3y 4)

La frecuencia de positividad de T. gondii por PCR por restaurante se
correlaciono inversamente con la frecuencia de IgG anti-T. gondii en los nifios

que comieron en el restaurante (r2 = -0.059; Prueba de Pearson: p = 0.0124).
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La positividad de IgM anti-T. gondii no se correlacioné con la positividad de la
PCR (r2 = 0.4448; Prueba de Pearson: p=0,4123.

Tabla 4 Prevalencia de anticuerpos IgG e IgM contra T. gondii segun lo determinado
por el ensayo ELISA en nifios que asistieron a los restaurantes escalares de Armenia

durante el afio 2018

restaurante | 1l 1} v \' Vi Vil IX X Total
Proporcion de
niflos con IgG 7/10 4/8 2/4 14/38 1/2 20/55 14/56 4/48 35/90 101/311
anticuerpos para | (70%) | (50%) | (50%) | (36.8%) | (50%) |(36.4%)| (25%) | (8.3%) |(38.9%)| (32.5%)
Toxoplasma n/N
(%)
Proporcion de
in 2/10 1/4 3/38 0/2 2/54 0/56 3/90 12/311
nifios con IgM / 0/8 (0%) / / / / / 1/48(2.1%) / /
anticuerpos para | (20%) (25%) | (7.9%) (0%) | (3.7%) (0%) (3.3%) (3.9%)
Toxoplasma n/N
(%)

14.1.3 Inspeccidn higiénico-sanitaria de restaurantes escolares
En promedio la calificacion de los restaurantes escolarees fue 56,8% (maximo
64,2% y minimo de 50,3%). Los colegios que tuvieron la calificacibn menor

fueron el lll y I (50,3 y 52,1% respectivamente). Ver ilustraciéon 7

El criterio mas critico de incumplimiento fue el relacionado con las
instalaciones fisicas con un promedio de 23,1% (maximo 50,0% y minimo de
0,0%). Esto fue debido a que los mesones de la cocina son en cemento, las
paredes y techos no estan cubierto en material lavable (visible ladrillo y
cemento) y el material del piso es en cemento. La otra caracteristica critica fue
el abastecimiento de agua (perteneciente al item de condiciones de
saneamiento) para la cual la calificacion promedio de los colegios fue de 47,5%
(maximo 100,0% y minimo de 16,7%). Las menores calificaciones estuvieron
relacionadas a que el restaurante no cuenta con tanque de reserva de agua, a

qgue el tanque de reserva del colegio se lava maximo una vez al afio, también
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porque las frutas o los vegetales se lavan con el agua del grifo y que para
preparar el jugo se utiliza agua filtrada (proveniente del grifo). Ver anexo 4

Evaluacion Promedio

condiciones higiénico-sanitaria de los colegios
Col 1l

Col 9 Col 3

Col 8 Col 4

Col 6

llustracion 9 Calificacion Promedio de cada colegio en la inspeccion higiénico-
sanitaria

14.1.4 Habitos y préacticas en el hogar

En 163 nifios se pudo evaluar de masa, peso y su estado antropométrico para
su edad. Esto nifios presentaron un indice de Masa Corporal (IMC) de 16,4
con un promedio de masa de 22,96 Kg y de talla 1,18 metros. Segun el estado
antropomeétrico el 55% de los nifios estan en peso adecuado, el 16,88% estan
en sobrepeso, 11,88% en riesgo de delgadez, 12,50% en obesidad y 3,75%

en delgadez (ver anexo 3). En 311 nifios con examen para anticuerpos para
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Toxoplasma gondii la edad promedio es 7,4 afos, y el 69,9% consumen el

refrigerio que les da el colegio.

De las familias encuestadas de estos 163 nifios, el 57,1% de las madres
dijeron que se le realiz6 examen seroldgico para T. gondii durante el
embarazo, el 54,6% consumen agua hervida en la casa, el 89% lavan las frutas
sin agua hervida, el 42,3% preparan jugo con agua sin hervir. Cuando se les
preguntod por el contacto por animales el 44,2% han tenido contacto con gato
el 33,1% tienen perro en la casa y el 16% tienen animales diferentes a gatos
o perro. La compra de alimentos principalmente se realiza en supermercados:
el 76,7% en supermercado y el 37,4 % en plaza de mercado, el 39,9% utiliza
fruta empacada y el 3,7% utiliza vegetales congelados. El 99,4% de estos
nifios consumen carne de los cuales: el 81,6% de res, 67,5% de cerdo, 76,1%
aves, 56,4% pescado. El 94,5% dicen que prefieren consumir la carne bien
cocida. En las practicas utilizadas en la casa para la preparacion de alimento:
el 80,4% utilizan la misma tabla para picar carnes y vegetales, el 8,6% utilizan
agua hervida para el lavado de frutas o alimento, el 71,8% utiliza la fruta

completa para preparar jugos.

De los nifios encuestados durante las 2 semanas anteriores al examen
presentaron los siguientes sintomas: el 19% presentaron fiebre, 14,1% dolor
de garganta, 1,8% erupcién, 3,1% presento ganglios y el 23,9% durante los

altimos 6 meses presentaron diarrea.

14.1.5 Andlisis bivariado

Para determinar la clasificacion minima que debe cumplir un restaurante
escolar frente a un criterio establecido se utilizé el concepto de evaluacion de
pruebas diagndstica. Por tal razon la primera evaluacién fue la determinacién
de la sensibilidad (que indica la capacidad de detectar restaurantes con riesgo

para presentar pruebas positivas de PCR para Toxoplasma positivas) y la
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especificidad (la probabilidad que identifique un restaurante sin riesgo) (Diaz
et al, 2011; Ochoa et al, 2006). Con base en estas dos ultimas definiciones se
establecio el punto de corte y se establecié como punto de corte para definir
que hay riesgo el porcentaje en el que se cruzaron las dos curvas (para los
Valores Predictivos Negativos VPN pasa de 0% a 100% y los Valores
Predictivos Positivos PVP pasan de 100% a 32%)

Estas caracteristicas se pueden estimar a partir de tablas de contingencia de
2x2 (criterios restaurantes con presencia de pruebas de PCR positivas). A
partir de estos resultados se construyeron las gréaficas respectivas para cada
uno de los aspectos evaluados en la inspeccion higiénico-sanitaria. Para cada
uno se establecieron como minimo 10 valores dependiendo de cada

calificacion

Tabla 5 Resultados de la prueba y existencia de la infeccion

Criterios de verdad
Total
IgG + IgG -
Calificacion
o A B N (+)
Prueba < criterio
diagnostica | Calificacion
L C D N (-)
> al criterio
Total a+c b+d N=N(+) + N(-)

De acuerdo con los resultados se encontré que los aspectos de limpieza y
desinfeccion e instalaciones fisicas, pueden ser los criterios de mayor
relevancia para evaluar las condiciones higiénico-sanitarias. Similar a lo
reportado por Forero 2017 que los factores de riesgo asociados a la

contaminacion son condiciones de saneamiento e infraestructura fisica.
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Cuando se utiliza como criterio la presencia de anticuerpos anti T. gondii (IgG)
y como criterio de la prueba la calificacion de los aspectos higiénico-sanitarios
se encontr0 que se puede utilizar como punto de corte las siguientes
calificaciones: instalaciones fisicas 25%, condiciones de proceso 60%,
personal manipulador 67%, condiciones de saneamiento 59%, abastamiento
de agua 25%, limpieza y desinfeccién 75%. Situacion que muestra que cuando
un restaurante escolar tiene una calificacion inferior tiene una alta probabilidad

gue los nifilos que asisten al restaurante escolar se infecten.

Igualmente, cuando se utiliz6 como criterio PCR positivos para ADN de
Toxoplasma gondii y como criterio de la prueba la calificacion los aspectos
higiénico-sanitarios se encontrd que se puede utilizar como punto de corte las
siguientes calificaciones: instalaciones fisicas 15%, condiciones de proceso
50%, personal manipulador 50%, condiciones de saneamiento 30%,
abastamiento de agua 15%, limpieza y desinfeccion 30%. Situacién que
muestra que cuando un restaurante escolar tiene una calificacion inferior tiene
una alta probabilidad que los alimentos suministrados en el restaurante escolar

se infecten.
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Capitulo Il Modelo de coccidon segura para carne

14.2 Evaluacion de las alternativas para temperaturas de coccién

14.2.1 Determinacion de propiedades termodindmicas.

Utilizando el concepto de termodinamica de mezcla, las propiedades fisicas
de alimentos se pueden determinar si se conocen las fracciones de los
componentes los macronutrientes (¢). El software Nutrix ® presenta la
composiciéon de alimentos o mezcla de estos utilizando las tablas de

composicién de alimentos colombianos. Para el lomo de cerdo (ver tabla 6)

Tabla 6 Composicion carne de cerdo (lomo) por 100 gramos, cantidad en gramos.
Tomado software Nutrix ®

Composicion carne de cerdo (lomo) por 100 gramos

Humedad 67,80
Proteina 27,10
Grasa 3,60
Carbohidratos 0,30
Cenizas 1,20

Utilizando el software Termin® se determinaron las propiedades
termodinamicas utilizando las ecuaciones de (Choi et al, 1986). Con los
valores de composicion y la incertidumbre reportada por el software Nutrix. Los

valores de las propiedades termodinamicas se presentan en la tabla 7
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Tabla 7 Propiedades termodindmicas carne de cerdo (lomo). Tomado software
Termin®

Propiedades termodinamicas carne de cerdo (lomo)

Propiedad valor Unidades
Capacidad calorifica Cp 3,34 +,10 KJ/Kg °K
Conductividad K 0,47 £0,01 Wat/ m °K
Densidad p 1105 + 33,15 Kg/m?3
Difusividad térmica o 0,00013 m?/ s

Para determinar las propiedades termodinamicas Cp, K, p y a se utiliza la
formula propuestas por Choi 1986 utilizando el concepto de termodinamica de
mezclas. Bajo ese criterio se disefié un aplicativo en ambiente Excel con una
base de datos que reporta las fracciones de los componentes (¢) para toma:
agua, carbohidratos, proteina grasa y ceniza. La base de datos fue construida
de la tabla de composicion de alimentos colombianos 2015

14.2.2 Curvas de penetracion de calor

Para poder realizar las curvas de perfil de tempera se utiliza las propiedades
termodinamicas y el modelo disefiado y se determina la temperatura de la
pieza de carne en funcion del tiempo y se realizé la grafica denominada perfil

de temperatura.
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Perfil Temperatura de la coccién de carne de
cerdo a 100°C

100,0

90,0

80,0
10,0; 75,5
70,0
4,2; 63,3
60,0

245, 54,0
50,0

40,0

TEMPERATURA °C

30,0
20,0
10,0

0,0
O 2 4 6 8 10 12
TIEMPO EN MINUTOS

esme Temperatura calentador esswEspesor 0,012 m
Espesor 0,012 m Espesor 0,016 m

llustracion 10 Perfil de temperatura calculado segtn la coccidn de carne de cerdo de
0,012 m de espesos. Incluir en el pie de figura la notacion de colores de las curvas

14.2.3 Evaluacion del modelo de coccidn

Los resultados obtenidos se compararon con los presentados por Swart en
2015 para diferentes escenarios de la coccion de carne de cerdo y como se ve
en la ilustracion 2 se ve que son similares. Si se calienta una pieza con una
temperatura inicial de 0,0125 m de espesor, después de 2,5 minutos logra una
temperatura final de 54°C o después de 4,2 se logra una temperatura interna

de 63°C, los datos comparativos se presentan en la ilustracion 11.
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Perfil de Temperatura del modelo vs modelos de coccion

Perfil Temperatura de la coccion de carne de cerdo a 100°C

20

ey

50 =—s—Rare, Swart

—e—Medium, USDA

40,0 40 —e—Well done, USDA

TEMPERATURA “C

—eo—Well done, Chef

20 .
—s—Well done, Traditional

20 —ea—Well done, Swart

-
415 18 17 18 10 20 2 01 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

time (minutes)

TIEMPO EN MINUTOS

Temperatura calenlador ~ s=mEspesor 0,012 m Espesor 0,012m Espesor 0,012 m

llustracion 11 Comparacion de los perfiles de temperatura de la coccion de lomo de

cerdo de los datos calculado de vs a los reportados por otros autores

Para la evaluacion experimental se realizaron 5 ensayos de calentamiento en
dos piezas de lomo de cerdo a las cuales se les coloca un sensor de
temperatura en punto medio de la carne, el espesor promedio de las piezas
fue de 4,5 cm, con una temperatura inicial de 20°C. Se hizo un calentamiento
en horno a 120°C, se hizo un registro de 4 temperaturas (dos en el interior de
las piezas de carne y dos en diferentes puntos de la cAmara). El registro de la
temperatura se hizo en promedio cada 2,98 segundos. Estos resultados se
pueden exportar del modulo a través de un archivo plano los cuales se pasan
a una hoja de Excel para sus calculos. Utilizando los conceptos de cartas de
control, la desviacion estandar de las temperaturas reportadas entre los

sensores es 1,16°C en la cAmara y de 0,66°C en las piezas de lomo de cerdo.

Con el promedio de los datos se realizo la grafica de perfil de temperatura la

cual se presenta en la ilustracion 12
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Perfil de temperatura experimental
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llustracion 12 Perfil experimenta de temperatura de coccion de lomos de cerdo de 4,5

cm de espesor

Posteriormente se determinaron las propiedades termodinamicas de las
piezas y se hizo el célculo del perfil de temperatura en el centro de la pieza
segun las mismas condiciones de los ensayos y estos resultados se
compararon con los resultados experimentales. En la ilustracion 13 se puede
observar que el perfil de temperatura calculado es coincidente con perfil de

temperatura experimental
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Perfil de temperatura

160,00 e Derfil de T
calculado

140,00 por encima de
O 12000 N ) o o N /\ N\ 49
s 140 N W N WV ~J
c
® 100,00
©
= 80,00
g @ CaMmara
o 60,00 e
= — e producto
(&)
— 40,00

20,00

0,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Tiempo min

llustracion 13 Comparacion de los perfiles de temperatura Calculados vs los

experimentales

Las temperaturas en piezas de lomo de cerdo (segun la ilustracion 11). Segun
los mismos parametros, estimamos gque se requieren 30 minutos para alcanzar
una temperatura final de 65 °C en el centro de la pieza cuando esta tiene 4,5
cm de espesor y se calienta a 130 °C y la pieza a partir de los 20 minutos
empieza a tener temperaturas letales para el Toxoplasma gondii (superiores a
49°C)

14.2.4 Determinacion del Tiempo de Muerte térmica de Toxoplasma
gondii
Para determinar el tiempo de muerte térmica se calcularon las cinéticas de

destruccion térmica a diferentes temperaturas con base en los datos
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reportados por Dubbey en 1990. El valor D es el tiempo necesario (en minutos)

para reducir un ciclo logaritmico (ver tabla 8).

En el anexo 6 se presentan las cinéticas a 49°C, 52°C 58°C y 64°C Se realiz6
un analisis de regresion y se determind el tiempo de muerte térmica D, asi
como la determinacion del valor z ver (anexo 6), a los cuales se hace el andlisis

de regresion y se encontro que Dag:c= 8,3 minuto y z= 7 °C,

Tabla 8 Tiempo de Destruccion Térmica (valor D) de T. gondii en minutos a diferentes
Temperaturas

Temperatura °C Valor D en minutos
49 8,3
52 3,2
58 0,5
64 0,07

Con esta informacion se puede determinar el Tiempo de Destruccion Térmica
D a otras temperaturas utilizando la siguiente ecuacién, donde T es la
temperatura de referencia 49°C, t es la temperatura a la que se realiza el

tratamiento térmico y z para el T. gondii es 7°C

Tt
D=Dr*10 z

=t
D¢ = Dygoc ¥ 10 2

49-t
D, =83%10 7

14.2.5 Andlisis de letalidad del T. gondii y evaluacién de la coccion
Para el analisis de letalidad se hizo a sumatoria de la reduccion en viabilidad
del parasito a cada temperatura y el tiempo reportado en el tratamiento

térmico, segun los perfiles de temperatura. Solo se tiene en cuenta las
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temperaturas superiores a 49°C. En la ilustracion 13 la que se representada

en la linea de color amatrillo.

o)

z : £ L1t
F(tratamiento) = L6 = f L(T)do = f 10z 6
o o

n=1

Y se calcula el tiempo que esta expuesta la pieza de carne a un tratamiento
similar al de 49°C, que si dura 8,3 minutos la probabilidad de infeccién se
reduce hasta el 10% (reduce un ciclo logaritmico) que si dura 16,6 minutos la
probabilidad de infeccion se reduce hasta el 1% (reduce dos ciclos
logaritmicos) y que si dura 24,9 minutos la probabilidad de infeccion se reduce
hasta el 0,1% (reduce tres ciclos logaritmicos) condicién recomendada por el
trabajo de Dubey 1998. Para hacer el calculo se hace la sumatoria de los

tiempos ajustados de las temperaturas superiores a 49°C

Tabla 9 Calculo para determinar la Letalidad (sumatorio de tiempo)

Tiempo Temperatura _ 19
.en on oG 0 T-49 | (T-49%t | 107*% | L= g10" "
minutos

0,00 20,8 0,00 | -28,2 | -2,82 0,0014962 0,000000
1,03 21,0 1,03 | -28,0 -2,8 0,0015849 0,001630
2,01 21,0 0,98 -28,0 -2,8 0,0015849 0,001551
3,02 22,3 1,01 -26,7 -2,7 0,0021135 0,002139
4,05 23,0 1,03 -26,0 -2,6 0,0025119 0,002584
5,03 245 0,98 -24,5 -2,4 0,0035481 0,003473
7,03 29,0 2,01 | -20,0 -2,0 0,01 0,020073
9,04 35,8 2,01 -13,2 -1,3 0,0473151 0,094977
11,00 41,3 1,9 -7,8 -0,8 0,1678804 0,328636
13,01 47,3 2,0 -1,8 -0,2 0,6683439 1,341587
15,01 51,8 2,0 2,8 0,3 1,8836491 3,781106
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17,02 56,5 2,0 7,5 0,8 5,6234133 11,288048
19,03 60,8 2,0 11,7 1,2 14,962357 30,034391
21,04 64,3 2,0 15,2 1,5 33,496544 67,238626
21,09 65,0 0,1 16,0 1,6 39,810717 1,981320
sumatoria 1143

Esto significa que cuando se logra una temperatura de 65°C, en una pieza de

4,8 cm de espesor la probabilidad de infeccion se reduce hasta 0,000001%

14.2.6 Simulacion de Montecarlo

Después de evaluar el modelo comparando con los resultados reportados y
los datos experimentales, se realizaron las determinaciones del tiempo
requerido para calentar lomo de cerdo de espesor diferente y lograr una
temperatura interna de 65°C, que es la temperatura recomendada para
coccion de carne de cerdo

Tabla 10 Resultados de coccidon de temperatura de lomo de cerdo a 100y 170°C

Caracteristicas lomo de cerdo

Espesor en cm 2 4 6 2 4 6
Temperatura externa (en °C) 100 170
Temperatura inicial (en °C) 5 5 5 5 5 5
Temperatura final (en °C) 65 65 65 |65 65 65
Tiempo  de coccion (en 13,0 52,0 117,0|57 22,5 50,6
minutos)

Utilizando la simulaciébn de Montecarlo para analizar las condiciones de
coccion mediante el uso del software Crystal Ball (Oracle, Estados Unidos).
Estimamos diferentes curvas de penetracion de calor modificando el tiempo

de coccion, el grosor de la porcion de carne y el tipo de preparacion (asada
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100°C o frita 170°C), se asume que la carne es segura cuando el tratamiento
realizado presenta una reduccion de 2 ciclos logaritmicos. Finalmente se
realizd un analisis de sensibilidad. Realizando 18 simulaciones con 3
repeticiones de 10.000 iteraciones cada una. Para la variabilidad de los datos
en cada iteracion se utilizo la siguiente informacion:
e paratemperaturas (desviacion estandar de las temperaturas reportadas
entre los sensores es 1,16°C en la camara y de 0,66°C),
e propiedades termodinamicas segun resultados de incertidumbre
combinada (Cp 3,34 +0,1002, K 0,47 + 0,0141, p 1105 + 33,15).

Se encontr6 que, aunque el producto llega a la temperatura interna de 65°C,
no siempre se logra el tiempo necesario para reducir la probabilidad de

infeccidon a menos del 0,1%, como se muestra en la ilustracion 12

100,0%
98,0% )
100,0% e

90,0%
80,4%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0% 44,7%
40,0% 33,4%
30,0%
20,0%
10,0%
1,5%
0,0% —

2cmal00°C 4cmalld0°C 6cmald0°C 2cmal70°C 4cmal70°C 6cmal70°C
13 min 52 min 113 min 5,7 min 22,5 min 50,6 min

condiciones del tratamiento térmico (espesor y temperatura del medio)
y tiempos necesarios para lograr temperatura interna de 65°C

% de ensayos que cumplen

llustracion 14 % de iteraciones que cumplen la destruccion de Toxoplasma gondii

cuando la carne de cerdo se cocina hasta 65°C, segun temperatura y temperatura
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Segun el andlisis de sensibilidad el factor que mas afecta es capacidad
calorifica de la pieza de carne es la capacidad calorifica con un aporte de
31,1% posteriormente la densidad con aporte del 30,3%. Los cuales se ven
mas afectados por la composicion y por la variabilidad reportada para el lomo
de cerdo.

14.2.7 Anélisis de escenarios

Se realizaron dos andlisis de escenarios atreves de un modelo QMRA (ver anexo
12).

1. Para predecir el nimero de casos de nifios infectados con T. gondii asociados con
el consumo de cerdo segun el tipo de preparacion. La probabilidad de consumir
carnes con quistes viables depende del tipo de preparacion y que si se consumen
carnes jugosas la probabilidad de infectarse es del 13,51%, medio de 3,91%, tres
cuartos 0,03% y bien cocida 0,00%. Lo que muestra que el parasito si se ve afectado

por la temperatura y que se recomienda que se consuma carne bien cocidas.

2. Para predecir el niumero de casos de nifios infectados con T. gondii asociados con
el consumo de cerdo segun el tipo de preparacion. La probabilidad de consumir
carnes con quistes viables depende del tipo de preparacion y que si se consumen
carnes jugosas la probabilidad de infectarse es del 13,51%, medio de 3,91%, tres
cuartos 0,03% y bien cocida 0,00%. Lo que muestra que el parasito si se ve afectado

por la temperatura y que se recomienda que se consuma carne bien cocidas
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15.1 Discusioén de resultados individuales
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15.1.1 Presenciade Toxoplasma gondii en alimentos, agua y superficies

Enlatabla 11 se presenta la asociacion de las condiciones higiénico-sanitarias

de los restaurantes escolares asumidos como factores de riesgo, asociadas a

la presencia de ADN de Toxoplasma gondii en alimentos

Tabla 11 Factores de riesgo asociados a la presencia de ADN de Toxoplasma
incrementando segun el cumplimiento de las condiciones higiénico sanitarias del

restaurante escolar

Presencia de ADN de
Toxoplasma segun las

calificacién <59%

: .. . IC
Factor de Riesgo condiciones sanitaria OR 95% P valor
- . 0
positivo vs negativos
n/N (%)
Condiciones higiénicas
Instalaciones fisicas con
o 8/149 (5,4%) vs 5/59 (7,8%) 067 | 02-21 | 0,4947
calificacion < 25%
Condiciones de proceso
o 5/82 (6,1%) vs 8/123 (6,1%) 1,00 0,3-3,2 0,4947
con calificacion < 60%
Condiciones de proceso
o 12/135 (8,2%) vs 1/65 (1,5%) 5,78 0,9 -36,3 0,0609
con calificacion < 70%
Condiciones de
saneamiento con 10/104 (9,6%) vs 55/197 (27,2%) 1,75 1,1-28 0,0241
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Condiciones de
saneamiento con 8/12 (66,7%) vs 3/109 (2,81%) 5,78 1,1-13,0 0,0365
calificacién £ 70%
Abastecimiento de agua
o 5/82 (6,1%) vs 8/123 (6,1%) 1,00 0,3-3.2 0,9978
con calificacién < 26%
Abastecimiento de agua
- 12/147 (8,2%) vs 1/66 (1,5%) 5,78 0,9 -36,3 0,0609
con calificacién < 51%
Limoi desinfeccis
Impieza 1y AeSIMecton | /60 (8.8%) vs 7/145 (4,8%) 1,91 | 06-58 | 02561
con calificacién < 75%
Personal manipulador con
rsonal manipu 4167 (6,0%) Vs 9/146 (6,2%) 097 |03-33| 09562
calificacion < 67%
gf(!/'of'cac'on promedio < o/12 22 706) vs 8/183 (4.22%) 6,73 | 2,3-20,0 | 0,0006

En este trabajo se encontr6 que en el 50% de los restaurantes escolares
muestran la presencia de ADN de Toxoplasma en agua, alimentos, superficies
inertes o vivas. Esta presencia podria correlacionarse con un menor
cumplimiento de las condiciones higiénico-sanitarias del restaurante. Esto es
evidente cuando se analizan que valores de calificacion inferior al 51%
muestran 6,7 veces mas posibilidad de encontrar alimentos con la presencia

de ADN de Toxoplasma gondii.

Esta situacion aumenta el riesgo de infeccion en los nifios, como puede
deducirse al revisar la calificacion de condiciones higiene de los restaurantes
y se encuentra que, si esta es inferior al promedio, los nifios tienen 8,9 veces
mas la probabilidad de presentar IgM anti-Toxoplasma (como indicador de

infeccion aguda) que los nifios que asisten a colegios con calificacion superior.

De igual forma cuando las condiciones de saneamiento (que incluye

abastecimiento de agua y limpieza y desinfeccion) presentan calificaciones
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menores o igual a 70%, también se convierte en un factor de riesgo que
aumenta la infeccion de acuerdo con los resultados. Cada uno de los criterios
es importante pues, por ejemplo, se encontré que los restaurantes 3y 4 a
pesar de contar con tanque de almacenamiento de agua, hubo presencia de
ADN de T. gondii, lo cual puede estar relacionado con la frecuencia de limpieza
del tanque que fue superior a 6 meses. De hecho, cuando se evalué el
abastecimiento de agua, se tuvo en cuenta lo dispuesto en la resolucion 2674
de 2013, la cual recomienda que el agua utilizada debe ser potable, estar
almacenadas en tanque que no generen contaminacioén y deben ser facil

accesos y con limpieza periodica menor a dos meses.

Ademas, se encontr6 que cuando el agua proveniente del grifo en el
restaurante tiene la presencia de ADN para Toxoplasma también se encuentra
en el mismo restaurante en el agua para el jugo, jugo y las superficies vivas e
inertes. En consecuencia, el conjunto de los resultados muestra que los
colegios con porcentajes bajos de puntaje en las condiciones de
abastecimiento de agua estan correlacionados con mayor presencia de ADN
de T. gondii. Esto sugiere que el agua es una fuente importante de
contaminacion en esos restaurantes, lo cual es entendible dado que se utiliza
en todas las etapas de preparacion de alimentos, tales como adecuacion,
preparacion, limpieza y desinfeccién de los alimentos, equipos y utensilios, las
areas de trabajo y la higiene de manos del personal manipulador. La presencia
de T. gondii en superficies inerte se ha informado recientemente como
hallazgo en estudios de metagendmica en teclado de cajeros automaticos en
la ciudad de Nueva York (Bik 2016), asi como en personas que manipulan
alimentos (Montealegre 2008, El Tras 2011)

Adicional a los factores que se encuentran relacionado con presencia de ADN
en alimentos, agua y superficie de los restaurantes, se realiz6 un andlisis

bivariado estratificado para evaluar como influian los aspectos higiénico-
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sanitarios de los restaurantes en la frecuencia de infeccion cronica (IgG anti-
Toxoplasma positiva) e infeccion aguda (presencia de IgM anti-Toxoplasma
positiva) en los nifios que tomaban alimentos en estos restaurantes. Este
analisis encontré que los aspectos higiénico-sanitarios que son factores de
riesgo aumentando el riesgo de infeccion crénica en los nifios fueron:
instalaciones fisicas, condiciones de saneamiento, abastecimiento de agua,

limpieza y desinfeccion y personal manipulador.

En cambio, se encontré que el bajo o no cumplimiento de condiciones de
proceso, era un factor protector. Esto puede ser debido que en la inspeccion
se preguntaba por el material de utensilios, recipientes y tabla de picar y
cuando este es de material plastico se calificé que cumplia con lo dispuesto
en el articulo 9 literal 1 de la resolucion 2674, que dice que los utensilios
empleados deben estar fabricados en materiales resistentes al uso y la
corrosion, asi como a la utilizacion frecuente de agentes de limpieza y
desinfeccidn. Pero estos con el tiempo y por los materiales utilizados en su
limpieza, hacen que el material se vuelva poroso y se convierta en un foco de
contaminacion cruzada. Por esta razén consideramos que se recomiende el
uso de otros materiales como acero inoxidable o que se cambie con mayor
frecuencia el material plastico. Esto amerita que se realicen estudios

adicionales para evaluar las recomendaciones sobre este tema.

De acuerdo con el analisis bivariado, y luego de evaluar puntos de corte para
diferentes aspectos higiénico-sanitarios, se encontré6 que son factores de
riesgo para aumentar el riesgo de infeccion por Toxoplasma en los nifios los
siguientes puntajes: instalaciones fisicas <25%, condiciones de saneamiento
<59%, limpieza y desinfeccion <75% y una calificacion promedio <51%. Ha
sido reportado que el cumplimiento de condiciones higiénicas y sanitarias lleva
a prevencion de la contaminacion cruzada y de la infeccion por T. gondii (Mirza
2018 y Shapiro 2019).
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Los puntos de corte seleccionados no siempre al incrementarlos se aumenta
la probabilidad de riesgo o la significancia para infecciones en los nifios
especialmente de la fase aguda (IgM especifica positiva), debido
principalmente a la baja prevalencia que en el caso de IgM anti-Toxoplasma
gondii fue de 3,8%. También, por ejemplo, en condiciones de proceso al
incrementar el punto de corte de < 60% a < a 70% se incrementa el Valor de
OR, pero se pierde significancia estadistica (pasa de p =0,007 a p = 0,140).
Para el abastecimiento de agua no se pudo hacer el andlisis porque no hay
nifos positivos con valores inferiores a 26%. En condiciones de saneamiento
al incrementar de <60% a < 70% se incrementa el calor de OR de 1,75 a 5,78

y es mas significativa la prueba estadistica (p =0,024 a p = 0,037).

Las condiciones de saneamiento (limpieza y desinfeccion y abastecimiento de
agua) puede desempefiar un papel importante en la prevencion de infeccion
por T. gondii. Nuestros resultados muestran que esta es una condicidon
importante de seguridad alimentaria que debe ser controlada en los
restaurantes. La transmision del parasito puede prevenirse con la prevencion
de la contaminacion cruzada en las cocinas y las medidas de propagacion
(Jeffrey et al, 2012). Armenia tiene una prevalencia de anticuerpos contra T.
gondii en la poblacién general superior al 50% (Cafidn-Franco et al, 2014).
Este estudio confirma que esta alta prevalencia existe desde la infancia y
sugiere que los restaurantes escolares pueden contribuir a esta infeccion
temprana. Una mayor prevalencia de IgG e IgM anti-Toxoplasma se asoci6
con restaurantes con menor cumplimiento de los procedimientos de
desinfeccidon, lo que indica que los nifios que asisten a restaurantes de
escuelas publicas tienen un mayor riesgo de contraer la infeccion como una
enfermedad transmitida por alimentos. La falta de correlacion entre la
prevalencia de anticuerpos y los resultados de la PCR se puede explicar

porque la produccion de anticuerpos ocurre al menos una o dos semanas
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después de la exposicion a IgM y al menos cuatro semanas después de la
exposicion a IgG (Villard et al.2016).

Las fuentes de infeccion en los restaurantes escolares para nifios, segun el
presente trabajo, podrian ser agua, jugos de frutas, carne y algunas verduras.
Encontramos un 4,8% de positividad en la carne de res, y previamente, en
grandes estudios sobre varios tipos de carne, encontramos que la PCR puede
ser positiva en 32,4% a 52,7% de las muestras de carne (Lora-Suarez et al.
2007; Montealegre et al, 2008, Alvarez et al. 2015; Franco-Hernandez et al.
2016). Ademas, en muestras de agua, encontramos una positividad del 20%
utilizando la misma técnica (Trivifilo-Valencia.2016). Una muestra, de un
pepino, tuvo un resultado positivo en nuestro estudio, no hay estudios previos

en Colombia sobre la deteccion de ADN de T. gondii en muestras de vegetales

El instrumento de inspeccién de condiciones higiénico-sanitarias que
aplicamos identificé el factor critico que aumento el riesgo de la presencia de
ADN de Toxoplasma. Estos hallazgos respaldan la aplicacion del instrumento
de inspeccion de seguridad alimentaria como herramienta de salud publica (da
Cunha et al.2016; Lee y Hedberg 2016). Los estudios futuros deberian analizar
como la aplicacion de los procedimientos puede afectar la reduccién de

toxoplasmosis en la poblacion de nifios en edad escolar.

15.1.2 Serologia

Para IgG
En latabla 12 se presenta la asociacion de las condiciones higiénico-sanitarias
de los restaurantes escolares asumidos como factores de riesgo, asociadas a

nifos que ya han tenido un contacto con el Toxoplasma gondii (infeccién)
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Tabla 12 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de Toxoplasma con la
calificacion del restaurante escolar

56,4%

. Prevalencia en expuesto IC
Factor de Riesgo OR P valor
g vs no expuesto n/N (%) 95%
Condiciones higiénicas
Instalaciones fisicas con
0, 0, _

calificacion < 25% 48/118 (40,7%) vs 53/193 (27,5%) 1,81 1,1-29 0,0157
Condiciones de proceso

e 53/193 (27,4%) vs 48/118 (40,68%) | 055 | 0,3-0,9 | 0,0157
con calificacién < 60%
Condiciones de
saneamiento CON | 46/114 (40,4%) vs 55/197 (27,2%) 1,75 | 1,1-2,8 | 0,0241
calificacién £ 59%
Abastecimiento de agua

e 48/118 (240.7%) vs 53/193 (27,5%) | 1,81 | 1,1-29 | 0,0157
con calificacion < 26%
Limpieza y desinfeccién

e 13/22 (59,1%) vs 88/289 (30,5%) 3,29 1,4-7,7 0,0057
con calificacion < 75%
Calificacion promedio <

41/102 (40,2%) vs 60/209 (28,7%) 1,67 1,0-2,7 0,0422

De acuerdo con el andlisis bivariado se encontré que los aspectos higiénico-

sanitarios que son factores de riesgo son: instalaciones fisicas, condiciones de

saneamiento, abastecimiento de agua, limpieza y desinfeccion y personal

manipulador.

Cuando se hizo la evaluacion de materiales de superficies en contacto con

alimentos el material plastico se calific6 que cumplia con lo dispuesto en el

articulo 9 literal 1 de la resolucion 2674, Los utensilios empleados deben estar

fabricados en materiales resistentes al uso y la corrosion, asi como a la

utilizacion frecuente de agentes de limpieza y desinfeccion, segun la
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resolucion 683 de 2012 en articulo 4 esta permitido el uso de material plastico.
Pero estos utensilios con el tiempo y los materiales utilizados en la limpieza
hacen que la superficie se vuelva porosa y se convierta en un foco de
contaminacion cruzada. Haciendo que una baja calificacion de las condiciones
de proceso se convierta en un factor protector. Por lo que se recomienda el
uso de oros materiales como acero inoxidable o que se cambien con mayor

frecuencia.

Cuando se establece un nivel cumplimiento mayor para aspectos de
condiciones de proceso, condiciones de saneamiento y abastecimiento de
agua; se incrementa el factor de riesgo y la prueba se hace mas significativa

como se puede observar en la tabla 13.

Tabla 13 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de Toxoplasma incrementando
el valor minimo cumplimiento del restaurante escolar

Prevalencia en expuesto IC
P OR P valor

Factor de Riesgo
g vs no expuesto n/N (%) 95%

Condiciones higiénicas

Condiciones de proceso

con calificacion < 60% 53/193 (27,4%) vs 48/118 (40,68%) 0,55 0,3-0,9 0,0157
< ()

Condiciones de proceso

con calificacion < 70% 89/291 (30,6%) vs 12/20 (60,0%) 0,29 0,1-0,7 0,0066
< 70%

Condiciones de
saneamiento con | 46/114 (40,4%) vs 55/197 (27,2%) 1,75 1,1-2,8 0,0241
calificacion < 59%

Condiciones de
saneamiento con 8/12 (66,7%) vs 93/299 (31,1%) 4,43 1,4-13,8 0,0099
calificacion < 70%

Abastecimiento de agua

con calificacion < 26% 48/118 (240.7%) vs 53/193 (27,5%) 1,81 11-29 0,0157
< ()
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Abastecimiento de agua
con calificacién < 51%

12/20 (60,0%) vs 89/202 (30,6%)

3,40

14-8,2

0,0066

Personal manipulador con
calificacion < 67%

46/108 (42,6%) vs 55/203 (27,1%)

1,99

12-33

0,0055

Para IgM

En la tabla 14 se presenta la asociacion de las condiciones higiénico-sanitarias

de los restaurantes escolares asumidos como factores de riesgo, asociadas a

nifos que ya han tenido un contacto reciente con el Toxoplasma gondii

(incidencia)

Tabla 14 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de anticuerpo IgM para
Toxoplasma gondii segun las condiciones higiénicas del restaure escolar

calificacién < 70%

. Prevalencia en expuesto IC
Factor de Riesgo OR P valor
g vs no expuesto n/N (%) 95%
Condiciones higiénicas
Instalaci fisi
nstalaciones flsicas con | o114 (7 506) vs 3/193 (1,6%) 523 | 1,6-17,.4 | 0,0070
calificacion < 25%
Condiciones de proceso
B 3/193 (1,6%) vs 9/109 (7,6%) 0,19 | 0,1-0,6 | 0,0070

con calificacién < 60%
Condiciones de proceso | 4,51 (3 495 vs 2/18 (10,3%) 032 | 01-15 | 0,1404
con calificacion < 70%
Condiciones de
saneamiento con 4/193 (2,0%) vs 8/114 (7,0%) 0,27 | 0,1-0,9 | 0,0278
calificacién <59%
Condiciones de
saneamiento con 10/289 (3,3%) vs 2/12 (16,7%) 0,17 | 0,0-0,2 | 0,0188
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Abastecimiento de agua
0, 0, - -
con calificacién < 26% 0/0 (0,0%) vs 12/311 (3,9%) NS
Abastecimiento de agua
- ., 9 10/281 (3,4%) vs 2/20 (10,0%) 0,32 0,1-1,5 0,0609
con calificacién <51%
Limpieza y desinfeccion
'mp! Z y L, ! I 3/19 (13,6%) vs 9/280 (3,1%) 4,91 1,4-17,4 0,0135
con calificaciéon < 75%
Personal manipulador con
e P 4/104 (3,7%) vs8/195 (3,9%) 0,94 0,3-3,2 0,9176
calificacion < 67%
- L. <
gf:/'(f'cac'on promedio 1/4 (25,0%) vs 11/1307 (3,6%) 897 | 1,3-630 | 00271

De acuerdo con el analisis bivariado se encontré6 que de los aspectos
evaluados higiénico-sanitarios, son factores de riesgo: instalaciones fisicas
<25%, condiciones de saneamiento <59%, limpieza y desinfeccién <75%), y
calificacion promedio <51%. Esto indica que son factores de control de la
infeccion por contaminacién cruzada, lo cual fue reportado también por Mirza
et al 2018 y Shapiro et al 2019

15.2 Analisis multivariado

15.2.1 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de Toxoplasmosis
para nifios que asisten a restaurantes escolares segun las

practicas y habitos en el hogar

En la tabla 15 se presenta la asociacion de las habitos y practicas en el hogar
de los de los nifios que asisten a los restaurantes escolares asumidos como
factores de riesgo, asociadas a niflos que ya han tenido un contacto con el

Toxoplasma gondii (infeccion)
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Tabla 15 Factores de riesgo prdcticas y hdbitos en el hogar asociados a la prevalencia
de Toxoplasma en nifio que asisten a los restaurantes escolares

Prevalencia en

madre

Factor de
. expuesto vs no OR IC 95% | P valor
Riesgo
expuesto n/N (%)
Préacticas y cuidados en el hogar
Estado nutricional
. 14/38 (36,8%) vs 3/14 (21,4%) 2,14 0,5-9,0 0,2933
(niflos mayores de Z1)
Nifios <5 afios 90/284 (31,7%) vs 7/23 (30,4%) 1,06 04-27 0,9009
Nifios > 6 afios 20/83 (24,1%) vs 77/146 (34,5%) 0,60 03-11 0,9009
Consume agua hervida |  11/25 (44,0%) vs 9/32 (28,1%) 2,01 07-11 0,2127
Prepara el jugo con
. . 10/27 (37,0%) vs 10/30 (33,3%) 1,18 0,4-35 0,2127
agua sin hervir
Lava las frutas con
. . 4/10 (40,0%) vs 16/46 (34,8%) 1,25 03-51 0,7929
agua sin hervir
Lava los vegetales con
_ _ 19/50 (38,0%) vs 1/7 (14,3) 0,75 02-25 0,6372
agua sin hervir
Utiliza misma tabal para
. 1/26 (3,9%) vs 17/135 (12,6%) 0,83 03-24 0,7349
picar carnes y vegetales
Contacto con animales 9/62 (14,5%) vs 26/76 (25,5%) 3,68 0,5-29,8 0,2182
Consume bien cocida la
0/1 (0,0%) vs 20/56 (35,7%) NS - -
carne
Consume refrigerio en
. 6/16 (37,5%) vs 14/41 (34,2%) 1,16 0,3-3,9 0,8116
el colegio
Prueba de
toxoplasmosis a la | 5/16 (31,3%) vs 14/39 (35,9%) 0,81 0,2-28 0,7420




103

Contacto con gatos 10/25 (40,0%) vs 9/17 (34,6%) 1,26 | 0,4-4,0 0,6909

Contacto con mascotas |  6/18 (33,3%) vs 14/39 (35,9%) 089 |03-29 0,8504

Compra alimentos en la

14/36 (38,9%) vs 5/14 (35,7%) 1,15 0,3-4,2 0,8355
plaza de mercado

Cuando se observa los factores como estado nutricional, edad menor de 5 afio,
consume agua hervida, prepara el jugo con agua hervida, lava las frutas con
agua hervida, contacto con animales, contacto con gato. Son factores de
riesgo ya que presentan valores de OR superiores a 1, pero estos factores no
son significativos porque tiene valores p superiores a 0,05 y sus intervalos de
confianza inicia siempre en un valor inferior a uno. Por tal razén no se pueden

considerar como un factor de riesgo

15.2.2 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de Toxoplasmosis
para nifios que asisten a restaurantes escolares con la presencia

de ADN Toxoplasma gondii en alimentos, agua o superficie

Tabla 16 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de toxoplasmosis para nifios
que asisten a restaurantes escolares con la presencia de ADN Toxoplasma gondii en
alimentos, agua o superficies

Factor de Prevalencia en expuesto

. OR IC 95% | P valor
Riesgo vs no expuesto n/N (%) ° v

Presencia de ADN de Toxoplasma gondii en alimentos

En alimentos 41/61 (40,2%) vs 60/209 (28,7%) 1,67 | 1,0-27 0,0422

En agua 51/133 (38,9%) vs 50/128 (28,1%) 1,59 | 0,9-26 0,0560

En superficies 32/75 (42,67%) vs 69/236 (29,2%) 1,06 1,1-3.1 0,0305
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Segun Pérez 2008, Kijlstra 2088, Mirza 2018, Shapiro 2019 existen muchas
fuentes de infeccidn en los cuales el Toxoplasma gondii puede estar viable. En
el presente trabajo se encontré que los factores de riesgo mas significativos
son los alimentos, los cuales cuando estan contaminados, aumentan 1,67
veces mas la posibilidad de infectar a los nifios y seguido de las superficies
con 1,1 veces mas posibilidad de infeccion. Aunque el agua con presencia de
ADN de Toxoplasma no alcanzé a ser significativa para aumentar el riesgo, en
el aspecto de la condiciones higiénico-sanitarias el abastecimiento de agua si

lo fue.

15.2.3 Andlisis estratificado

Segun Pappas et al, 2009 la seroprevalencia de la toxoplasmosis esta sujeta
a pardmetros socioecondmicos y habitos de la poblacion. Peres et al 2011 dice
qgue T. gondii tiene una distribucion cosmopolita y su seroprevalencia varia en
funcién de la edad y de las zonas geogréficas. Lo dicho anteriormente pueden
ser factores de confusion y por tal razén se realizé un analisis estratificado
para: condiciones socio-econémicas para nifios atendidos en restaurantes
escolares con calificacion <25% en instalaciones fisicas, <26% para
Abastecimiento de agua, < 75% para Limpieza y desinfeccibn segun la

prevalencia anti T. gondii IgG

Tabla 17 Andlisis estratificado para condiciones socio-econdmica y edad segun los
resultados de prevalencia de Toxoplasma gondii en poblacion infantil que asiste a
restaurantes escolares

Numero
de ninos OR intervalo .
. evaluados | Odds ; Riesgo
Factor de riesgo ara Ratio de confianza P atribuible
faftor de (IC 95%)
riesgo

Segun estrato socio-econémico

Instalaciones fisicas con
311 1,81

calificacion < 25%
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Sisben 1 187 1,04 0,6-1,9 0,8919 -0,279
Sisben > 1 124 4,28 1,8-10,4 0,0130 -0,550
Abastecimiento de agua

311 1,81
<26%
Sisben 1 187 1,04 0,6-1,9 0,8919 -0,279
Sisben > 1 124 4,28 1,8-10,4 0,0130 -0,550
Limpieza y desinfeccion

311 3,30
< 75%
Sisben 1 187 3,84 0,8-18,3 0,0906 0,310
Sisben > 1 124 6,19 2,2-17,7 0,0055 -0,726
Personal manipulador de

) 311 1,99

alimentos < 67%
Sisben 1 187 1,14 0,6-21 0,6730 -0,281
Sisben > 1 124 7,02 29-17,2 0,00002 -0,645

Segun la edad

Instalaciones fisicas con

311 1,81
calificacion < 25%
Nifios <6 afios 83 3,75 1,3-11,2 0,0172 -0,475
Nifios > 6 afios 224 1,60 09-29 0,1138 -0,396
Condiciones de

311 1,75
saneamiento < 59%
Nifios <6 afios 83 3,11 1,1-9,0 0,0172 -0,453
Nifios > 6 afios 224 1,17 06-2,1 0,1138 -0,311
Personal manipulador de

311 1,99
alimentos <67%
Nifios <6 afios 83 4,31 1,4-13,7 0,0129 -0,623
Nifios > 6 afios 224 1,55 09-27 0,1243 -0,398

Cuando se hace la prueba de Mantel Haesnzel (Lora et al, 2002; Guilera et al,
2007; Cobo et al, 2014) en las condiciones socioecondmicas y la edad se
encontro lo siguiente:
e Para estratos socio-economicos (bajo nivel socio-econdémico bajo
SISBEN 1y nivel socio-econémico superior SISBEN > 1) se encontré lo

siguiente: Para las instalaciones fisicas con calificacién < 25% y para
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abastecimiento de agua < 26% el OR es 1,81 y ORwmH es 1,52. Para las
Limpieza y desinfeccion < 75% OR es 3,30 y ORwH es 5,25, y para
personal manipulador de alimentos < 67% el OR es 1,99 y ORwmH €s
1,84.

e Para la edad. Segun los datos reportados por secretaria de educacion
se asume que los nifios ingresan al sistema entre las edades de 5 a 6
afos, esta poblacion representa el 30,7% de los nifios no matriculados
por tal razon el andlisis estatificado se realiza para nifios con edad
menor o igual a 6 afios (como nifios que ingresan o poblacién con
exposicion reciente) para los niflos mayores de 6 afios (como nifios que

existentes en el sistemas o0 poblacion con exposicion anterior). Se

A

encontrd lo siguiente: Para las instalaciones fisicas con calificacion <

25% el OR es 1,81 y ORwmH es 1,94. Condiciones de saneamiento

IA

59% OR es 1,75 y ORwmH es 1,55, y para personal manipulador de
alimentos < 67% el OR es 1,99 y ORwmH €s 1,82.

Se observa que para los aspectos evaluados con respecto al nivel socio-
econdémico bajo existen 4 que son significativo ya que presenta valores p<0,05
(los OR respectivos: instalaciones fisicas 4,28, abastecimiento de agua 4,28,
limpieza y desinfeccion 6,19 y personal manipulador 7,02, ver tabla 16), para
los aspectos evaluados con respecto edad menor o igual a 6 afios (con
exposicion reciente) existen 3 que son significativo ya que presenta valores
p<0,05 (los OR respectivos: instalaciones fisicas 3,75, condiciones de

saneamiento 3,11, y personal manipulador 4,31, ver tabla 16)

Como la diferencia relativa entre las medidas ponderadas y las medida bruta
es superior a la 15% se sugiere: gue el estrato socio-econdmico bajo (SISBEN
1) yla edad (nifios con edad menor o igual a 6 afios) son factores de confusion,
y Se puede afirmar que los nifios con SISBEN > 1 y los nifios con edades

menores o iguales a 6 afios pueden verse infectado por las condiciones del
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colegio mientras que los nivel socio-econémico bajo o con edades superiores
a 6 aflos pueden verse afectado por otra situacion como las practicas y habitos

en el hogar. En el anexo 8 se presentan las tablas del analisis estratificado

15.2.4 Discusion general

El cumplimiento de las condiciones de saneamiento (que incluye limpieza y
desafeccion y abastecimiento de agua) cumplen un papel importante en la
prevencion de la infeccion por T. gondii; ya que un menor cumplimiento de los
procedimientos de limpieza y desinfeccion se asocid con una mayor
prevalencia de anticuerpos IgG e IgM (limpieza y desinfeccién con calificacion
< 75% para igG presenta un OR 3,29 p=0,0057 y limpieza y desinfeccidén con
calificacién < 75% para igM presenta un OR 4,91 p= 0,0135), en nifios que
asistieron a estos restaurantes indica que esta es una condicidn importante de
seguridad alimentaria que debe ser controlada en los restaurantes. La
transicion del parasito puede prevenirse con la prevencion de la contaminacion

cruzada en las cocinas y las medidas de propagacion (Jeffrey et al, 2012)

Armenia tiene una prevalencia de anticuerpos contra T. gondii en la poblacion
general superior al 50% (Cafon-Franco 2014). Este estudio confirma que esta
alta prevalencia existe desde la infancia y sugiere que los restaurantes
escolares pueden contribuir a esta infeccién temprana (para IgG 32,5% y para
IgM 3,9%). Una mayor prevalencia de IgG e IgM se asoci6 con restaurantes
con menor cumplimiento de los procedimientos de desinfeccién, lo que indica
gue los nifios que asisten a restaurantes de escuelas publicas tienen un mayor
riesgo de contraer la infeccibon como una enfermedad transmitida por
alimentos. La falta de correlacion entre la prevalencia de anticuerpos y los
resultados de la PCR se puede explicar porgue la produccién de anticuerpos
ocurre al menos una o dos semanas después de la exposicién a IgM y al

menos cuatro semanas después de la exposicion a I1gG (Villard et al.2016).
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Las fuentes de infeccion en los restaurantes escolares para nifios, segun el
presente trabajo, podrian ser agua, jugos de frutas, carne y algunas verduras.
Encontramos un 4,8% de positividad en la carne de res, y previamente, en
grandes estudios sobre varios tipos de carne, encontramos que la PCR puede
ser positiva en 32.4% a 52.7% de las muestras de carne (Lora-Suarez et al.
2007; Montealegre et al, 2008; Alvarez et al, 2015; Franco-Hernandez et al,
2016,). Ademas, en muestras de agua, encontramos una positividad del 20,0%
utilizando la misma técnica (Trivifio-Valencia.2016). Una muestra, de un
pepino, tuvo un resultado positivo en nuestro estudio, no hay estudios previos
en Colombia sobre la deteccion de ADN de T. gondii en muestras de vegetales
El instrumento que aplicamos identificé el factor critico que aumenté el riesgo
de la presencia de ADN de Toxoplasma. Estos hallazgos respaldan la
aplicacion del instrumento de inspeccion de seguridad alimentaria como
herramienta de salud publica (da CUNHA et al.2016; Lee y Hedberg 2016).
Los estudios futuros deberian analizar cémo la aplicacion de los
procedimientos puede afectar la reduccion de toxoplasmosis en la poblacién

de nifilos en edad escolar.

En conclusién, este estudio identific6 las fuentes potenciales y los puntos
criticos donde las autoridades de salud publica pueden intervenir en los
restaurantes escolares para reducir el riesgo de toxoplasmosis transmitida por

los alimentos
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Conclusiones

Se encontré que con un menor cumplimiento de las condiciones
higiénico-sanitarias del restaurante puede incrementar la posibilidad de
brindar alimentos peligrosos, pues cuando se realiza la evaluacién y su
calificaciéon es inferior al 51% existe 6,7 veces mas posibilidad de
encontrar alimentos con la presencia de ADN de Toxoplasma gondii.
Y si no se le da el manejo adecuado es un alimento peligroso que puede

ocasionar infecciéon en los nifios

Este estudio identifico las fuentes potenciales y los puntos criticos
donde las autoridades de salud publica pueden intervenir en los
restaurantes escolares para reducir el riesgo de toxoplasmosis
transmitida por los alimentos, estas son la infraestructura fisica, la

limpieza y desinfeccion y el abastecimiento de agua

Se encontro que: a) el modelo matematico propuesto es coincidente con
los datos experimentales y similares a otros resultados reportados. b)
para lograr temperaturas seguras en la coccion de carne de cerdo
(segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos es de
65°C en el interior de la pieza) un factor critico es el grosor de la pieza.
Este modelo indica recomendaciones practicas importantes para
preparar carne con un bajo riesgo de infeccién por Toxoplasma gondii
prepara la carne a bajas temperatura y preferiblemente trozos gruesos.
Con el fin de mantener la carne mas tiempo a temperaturas que

garanticen la destruccion del parasito.

El modelo resalta que el grosor de la pieza de carne es el parametro

critico que influye en el tiempo y la temperatura necesarios para lograr
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temperaturas 6ptimas en el centro de la pieza. La industria alimentaria
debe tener en cuenta que las propiedades termodindmicas cambian
segun la especie y el corte utilizado, ademas que estas varian de un
pais a otro, en consecuencia, las recomendaciones también pueden
modificarse y la autoridad sanitaria de cada pais debe tener en cuenta
la estimacion del riesgo y determinar qué recomendaciones de cocina

se deben hacer al consumidor final.

Segun el andlisis estratificado se encontr6 que el estrato socio-
econdémico (Sisben 1) y la edad (nifios mayores a 6 afios de edad) son
factores de confusion. y se puede inferir que los nifios con edad de 5
aflos o menores y los nifios de estrato socioeconémico 2 0 mas se
pueden ver afectados por las condiciones del colegio para infeccién con
Toxoplasma gondii. Para los otros nifios pueden existir diferentes

factores como las condiciones y practicas en el hogar

El analisis de escenario muestra que el riesgo de infeccién por T. gondii
por el consumo de cerdo segun su tipo de preparacion. Se estimo que
si se preparan las carnes bien cocidas se puede reducir de 350 a 1
nuevos casos por afio en poblacion infantil de 5 a 12 afios para Armenia
Quindio. Ademas, que se puede reducir la probabilidad de infeccion por
consumo de carne de 13,1% a 0,00%. Y que si se mejoran las
condiciones locativas se puede reducir la prevalencia el 41,8% al
28,8% lo que indica que habrian 3.646 menos infectados con

Toxoplasma gondii



111

17 Recomendaciones

Se recomienda cuando se consuma carne se realice una coccion adecuada
(preferiblemente a 65°C o cuando el color de la pieza de carne sea café) se
realice de forma lenta. Se puede hacer sellado, pero terminar la coccion a

fuego lento.

Utilizar diferentes tipos de utensilios de cocina segun tipo de especie, lavar
muy bien los elementos y antes de usar lavar con agua hirviendo

Realizar muy bien las practicas de limpieza y desinfeccion antes de iniciar a
trabajar y cada vez que requiera cambio de actividad hacer la higienizacién

nuevamente

En lo posible escaldar los vegetales antes de su consumo (sumergir en agua
hirviendo durante 1 minuto) lavar con agua potable las frutas y antes de su

consumo pelar preferiblemente.

Los consumidores lavarse muy bien las manos antes de consumir alimentos

En sitios de preparacion de alimentos garantizar que: a) la infraestructura fisica
en materiales lavables, no poroso b) realizar de manera adecuada la limpieza
y direccion c) garantizar que el agua sea potable y lavar frecuentemente los
tanques d) realizar capacitacion al personal manipulador y hacer énfasis en

todos los peligros bioldgico (parasitos, bacteria, hongos virus y priones)
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Anexo 1 consentimientos

Encuestas padres de familia

ENCUESTAPADEES DE FAMITTA
CENTRO DE EVESTICACIENES BIOMEDICAS
Proyecio 11356034687 COLCIEMCIAS
Idendficacién de profozoes puitgenos en comedores infamfiles en la cindad de Armesia
Encmsta No 3 (dd'mm =)

Instincion:
Mombrs:
Thmeoo de idantificacion:
Facha de nacizmanio:
Talafono:

VALOFACION ANTROPOMETRICA

Edad (mesa) Paso (kg) Al ()

Por frvor marnque com uma X bs casillas goe comepondmn v deje an blemco b spacios que mo
comsspondan
« Lmpar de residencin: Urtana _~ Famal

* Escolaridad dela madre:  afics aprotados de [ madrs

« 5o bjo'a conseme sgma: Delallmve (iinhervir)  Henida = Fowvasada (bomllz o bolsa)
Filrada {ozonc):  Duno'gwbmda
» Lac jmzes que consume m kjo's se preparan con spos: Do lalbve (smbere) . Hapada
Embaada (bomlla o bolia)  Filireds (ozomc)c Derodqueteada:

+ Su kipe's Beva refrigerio (lonchera): o
*5 mo resPoesta e s, que lleva de refrigerie”

» Agma com ls que lavs bz frmins ¥ vesecales: Agm bervids Agmacmda Agma con hipoclomo
Agnaconsal  Azmcon Bmém Ot T

« Comtanio com guies: Acmabmento fiens gabos an |2 casa. Thens wisias de gaies. arradios
Tania gato amies

* Hace coamio dempac _ (esss)

* Edad del pate: Damos da § messs Eniwe §pwaees v § aflon B da B ados

-Tq:udtt-uu.l.lrlum hije Geme con el gwto: Los acamcia Dusrew com ellow
Lodalacomids qr:qa.hm

« Donde hace laz necesidades el pate: Foara de L3 cama En calquicr mgar de b casa
Enma caja de arena

» Tieme otros snimales en ba caza: 5 No Cuzalas
= Permes: 5 Ho




» Consumo de carne de zn hijo'a: Bas Cende Az Pescado Mi
i Cual? = - - - — TR

Cmal s o tipo de caroe qoe mas consnme m Bjo'a: B Camde Arma
Peacado Mingzma Om Cral?

Terming dela carne: Biknococids Amediococar_ Cmda

o Eije/s come foers de soocasac 51 Mo Veowsmea:
Su kijo/s ha estado enfermo’a en los altmos tres meses: 51 Mo D oqus:

Su Eijo/s presemtade alznnos de los dgmiemtes sntomas scmalmente:  Fichre Escalofo
Dolar da Ergpeitm, Gengficn
Chros %:

* Cuzmics episodios de dizrmea ba pressmizdo m kjo'a e bos wltmes § meses (d no ha texido peangee O

Draramie mo embarses, le realizaron erames de foroplasmesis: 3 Mo Mo meosnda

Cmal for e rezolinde en la proebs de nroplemosis: Ighd podove_ Io(r peciove Negativo
para ambas__ Mo recoerda

Eealiza actividsdes de jardimeris o agricalrora: 5i Ha
Udlira suanies para esta sctividad @ 50 Ho__

MANIPULACTON ALDVMEFRTOS

Mizierial de la ishla de picar vesetales: Plactico Madam  Ooos_ Cuales?
Mizierial de la isbla de picar corme: Plastico . Madam  Omos_ Coales?
Unliza diferenie tnbla de picar pars vegerales v pars carnes: 5i Ho

Apna con la guoe lava ke veserales: Az kemida Agm crads Agua com hipoclomito
Agmicomsal  Agmaconlimoen  Omos CmalasT

Tipo de from nolizsds em los jopos: Pola de fum empacads Frum complet s procesar_
Chros Cualen?

Temperamra de almacenamiemio de los vegetales: Teoperamre Ambies 4 °C_ -I0 4 °C
O Cal?

Temperamura de almscenamiente de la carmer  Teopemmre Ambianrs S0 -20°C_
O Cual?

Procedencia de los slimemms: Plam de mercade Supermercade  Mocado amibalante Cros
Cnales?
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Consentimiento informado

DOCTMENTO DE INFORMACION PARA PARTICIPANTES ¥
CONSENTIMIENTO INFORMATHD

Estudo sobre la identificarion de protozoos patdsenos en comedores infantiles en la cindad
de Armenia-

Investgadores responsables:

Torpe Enrique Gomez Marin 3D, PRI
Fabiana Maria Lora Suarez Lic. Biol. M5¢
Elizabeth Tomes Morales Bact. M5e
EatherineRodrisuez Marm B S .¢
Estefania Buitraso Lopez B.S ¢

Alejandre Zamora Velez B S

Glonia Deicy Mumioz B.5.c

Invitacicn a ..
Antes de tomar la deckion de permitir que su hojoa participe en la inwestizacion, lsa
atemfamente este foromlano de consentimisnto ¥ discum con el inwvestigader cualguier
inquistud gue tenza o palabra que oo entienda. El proposito de esta mfarmacion es avudarle
a tomar la decision de participar - o De-, e una investigacion en cisncias biomedicas

Lo fnvitamos para gue aprusbe la participacion de su hijo'a en el provects de investipacion:
Hacia la identificacion de parasitos presenies en ouesia poblacion infantil que asisie a
comedores escolares, el cual, dene como ttulo “Tdentificacion de protozoos patozencs en
comedores infamtiles en la cindad de Armenia”. El cual sera Hevado a cabo par el Gnupo
de Iovestzacion en Pamsitalogia Molecular (GEPAMOL), por la loea de investipacion en
(Fiardiasis v parasites intestinales de la Universidad del Craindio.

Aspectos importantes sobre los estudios de mvestigacion:

- Los esmodios de imvestigacion en cienrias biomedicas buscan gamar conocimienio
ciepfifico que pusde ser il al sector salud u oiras personas en el fibaro.

- La participacion de su hijo es volmtaria. Usted puede rehusarse a participar, o puede
refimar su consentimisnte en cualquier momento ¥ por cualquisr modive.

- 51 desea gue su hijo paricipe en este estudio es necesario firmar este consentinnento. E1
cual 2 realizara por duplicade para que usted reciba uma copia de el

- Usted puede preguntarle al imvestizador principal Jorge Enrgue Gomsz Marn o a
cualquisr oo mismbro del zFrupo de myvestizadaores iedas las dudas qus tsnza acerca de este
estudio ¥ puede realizarlo en cualquier momento de su ejecucion. Podrd comunicarse
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directamente al siguiente telefone (036) 7359370 o mediapte comreo electranico
gepamel? Guniquindie edn co (Homrde de atencion Lunes a viemes en herario de oficina).

JPara queé e esta realizando este estadio?

Esta mwestigacion tiene comeo objetivo identificar la frecuencia de ADN v de formas
quisticas de protozoos patceenos | ooquistes de Cryptosporidium sp, Toxoplasma pondii v
muistes de Giardia sp v Blastocystis sp) presentes en nifios ¥ en alimentos de los restumamntes
escolares de la cindad de Armerda. Los resultados obtenides a partir del estadio aportaran a
los conocimisntos fondamentales sobse la sitnacion achial de presencia de parasitos en los
comedorss infamtiles, lo cual sara la base para el desarrollo de planes de mejoramients v
mopitores que impactaran 2 futuro en &l mejoramismts de condiciones sanifarias v
PIEvencion.

Procedimiento del estadio

En este esudio tomara una tmica muestra de sangre de 20 mL a raves de puncion venosa, lo
rual sera realizado por un ausiliar del laboratoro clinico del Cenmro de Investipacionss
Biomedicas de la Universidad dal Quindio, el procedimisnts representa un riesgo minima,
ademas se realizara una toma de muestra coprologica, Ia coal sera tomada por kos padres en
sus hogares, para ello se le proporcipnara el recipiente comespondiente. La pmestra de
sangTe ser3 procesada para realizar prushas serologicas para el diagnostice d= toxoplasmesis
v la muesira de coprologico sera procesada para realizar identificacion de parasites en las
beces. Los resultades amojades por esta prushba sz le entregaran al participante v en caso de
56T pOsitivos pam la enfermedad, seran enviados al meédico experto del Centro de Salud de
la Universidad. quien realizara un diapnestico completo ¥ determirara =i debe miciar alsun
tipp de frafamismto. Si se detectan pamdsitos en las muesmas coprologicas, se les
proporcionand el tratimisnto comespondisnte de forma granita.

;Cuanto tempo dura la participacion?
La participacion micia dasds ] momente sn que se realiza la toma de la pmestra v durante
los fres afios de vigencia del provecto.

;Cuales son los posibles beneficios para usted ¥ la sociedad derivades de esta
: eacion?

Los resultados dal estodio podnan coofmibair al desamollo de planss de mejoramisnte v
momniterze de las condicionss sapitarias de los restaurantes escodares, de mode que a largo
plazo usted estaria aportando al bemeficio de la poblacion en pepemal Adema: Su
participacion en el estadio le proporcienars informacion sobre su estado sarelogice para la
toxoplasmaosiz, lo cual le permitira imiciar un tratamiento dependiends del estadie de la
enfermedad ¥ segin lo considere el medico experto del Centro de Sahad de la Universidad.
5i ¢ encuentra algin patogsne en su examen coprelogice usted recibim tratamisnte sin
totalmente gratiz. Los resultades de la investigacion v el analisis de la mizma se organizarzn
en 1m formato de articulo cientifico, al cual tendr acceso en el momento en que lo desee,
una vez se enfregoe 2] informe final del proyecio.
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Usted presentara alpuna afectacion pegativa por panticipar en el esmdio?

Su participacion en el estadio no afectara en minguna medida su intepridad personal, todos
los procedimisntos seran realizades por persemal experto en el area ¥ estas actividades
presentan un mivel de Hesgo minime. Los resultades de la muestra coprologica solo seran
entregados personalments v no se reporiam ningin resultade a la mstitocion, Ademas, los
resultados encoptrados en este estudie po daran kogar a pinguma medida sancionatoria o
disciplinaria

Sus derechos come participante:

51 usted decide que su hijo paricipe en este estadio v luego cambia de opinion, tiene el
derecho a retirarle del estodio en ualgoier momento s NIDFUNA CODSECURNCia
desfavorable. Asl mizmo puede bacer las preguntas que considers mmporantes.

Confidencialidad de mus datos:

51 acepta que su hijo paricipe en el presente estudio, los resultados obtenidos seran
confidencialmente: mansjados por el grupo de iowestizacion GEPAMOL v archive del
Centro de Investizaciones Biomedicas.

Z0ne debe hacer si decide terminar su participacion en el estudio?
La participacion de su hijo es volmtari v usted pusde negarse a participar, o retirarss del
estudio en cualguisr momento. Si usted decide suspender la pamicipacion de su hijo en &l

gstudio, pusde lamar al telefono (038) 7359370 o mediapte comeo electramico
gepamol 2 Eumiquindo edo co (Homrio de atencion Lunes a viemes en horario de oficina).

Z0me debe hacer si tene prepuntas acerca de este esmidio?

Usted fizne la oporunidad de pregunfar ¥ obtensr todas las respuestas a sus preguntas sobre
esta iovestigacion amtes de fimmar el consenfimisnto. 51 usted posierimmente Gens ommas
preguntas relacionadas con la iowestgacien, pueds lamar al iowestizader Jorge Enmgue
Fomez Marin, al telefono [036) 7350370 o mediante correo electromico
gepamel} Funiquindio edn co (Horarie de atencion Lanes a viemes en horario de oficina)).
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CONSENTIMIENTO INFORMADD PERSONAL

Me han explicade verbalments v he leido la informacion propercionada previamenta Yo
con cedula de cindadania Mo
futor o representante legal del menor con nombre , ton identificacion Mo
. volmtaraments acepie que mi hijo’a paicipe en este estodio. En
constancia, firme este documento de Consentimisnte mformade, en pressncia de un
investigadar del estudie v dos testigos, en la ciudad de Armemia ol da _ del mes de
del atio .

Npmbre completo, firma y documento de idenfidad del tufor o padre del menor quien acepta
que =0 hija‘e participe en el eshadio.

Mombre:
Firma:
Cedula de Chndadanda # de:

INVESTIGADOR Y TESTIGDS

Hombre complete, fimma v dorumento de idenfidad del INVESTIGADOE
Mombre:
Firma:

Cadula de Crudadania # de-

Nombre completo, fimma v documento d= identidad del TESTIGO NUMEERD 1

Mombre:

Firma:

Codula de Chodadania £ de: Dhireccion;

Relacion o pareniesoo:

Nombre completo, fimma v documento d2 identidad del TESTIGO NUMEERD 2

Mombre:

Firma:

Cadula de Chidadanda # de- Driresscidm:

Relacion o pareniesso:




Consentimiento para instituciones

DOCTUMENTO DE INFORMACTION PARA INSTITUCIONES ¥
CONSENTIMIENTO INFORMATHO

Estudio sobre la identificarion de protozoos patdsenos en comedores infantiles en la cindad
de Ammenda

Investgadores responsables:

Torpe Enrique Gomez barin MD. PHD
Fabiana hara Lora Suarez Lic. Biol. MSc
Elizabeth Tomes Morales Bact. M5c
EatherineFodrsuez Marn B.5 ¢
Estefania Buitrago Lopez B.S ¢

Alejandre Zamora Velez B 5 ¢

Gloma Deicy Mumioz B .5 ¢

Invitacicn a ..
Antes de tomar la decision de participar en la investzacion, lsa atentamente este formuolario
de consentimiento ¥ discuta con el myvestigador coalguier inguistad que tenza o palabm gue
oo entisnda. El proposito de esta informacion es ayudarle a tomar 2 decision de participar -
@ D0-, 80 N3 investigacion en cisncias biomedicas.

Lo imvifamos par gue pemmita gue la nsdmucion haga pare de o participacion e el
provects de imvestzacion: Hacia la identificacion de parasitos presemtes en moesira
poblacion infantil gue asiste a comedores escolares, & cual, teme como thalo
“Identificacion de protozoos patozencs en comedores infantiles en la cindad de
Armenia”. El cual sera levado a cabe por el Gripe de Inwestizacion en Pamsimlogia
Malecular (GEPAMOL), por la linsa de investizacion en Giardiasis ¥ parasitos intestinales
de la Universidad del Chaindio.

Aspecios importanies soboe kos estudios de mvestipacion:
- Los estudios de imvestipacion en cencizs bipmedicas buscan gamar comocimiento
ciepfifico que puede ser il al sector salud u oiras personas en el fiztara,

- La participacion es volmntaria. Pusde rebusarse a participar o pusde retimar su
consenfimisnte en cualguisr momentd v por cualquisr mekiv.

- 51 usted guoiere gue o Mmstifocion partcips en este esmdio &5 pecesano Ommar este
consentimisgty, El cual 2 realizara por duplicade para que usted reciba una copia de el
- Usted pueds pregumtarle al investizader principal Jorge Enrigue Gomsz Marn o a

cuakguisr oo miembro del Frupe de investzadores indas las dudas que tenza acerca de este
estudio ¥ pusde realizarlp en cualquier momente de su ejecucion. Pedrd comumicarse

137



directamente al siguiente telefomo (035) 7359370 o mediamte comes elecioonico
gepamol} Guninquindse ado oo (Horarie de atencion Lanes a viemes en harario de oficna).
Para que se esta realizando este estadio?

Esfa mvestigacion fiene como objetive iendficar la frecuenca de ADN v de formas
quisticas de protozoos patogenos | ooquistes de Cryptosporidium sp, Toxoplasma pondii v
quistes de Giardia sp v Blastocystis sp) presentes en ndes ¥ eo alimentes de los restanrantes
esgolares de la ciudad de Ammenia. Los resultados obtenidos a partir del Eamdin_a]mmm'n a
los conocimisntos fundamentales sobre la situacion actual de presencia de pamsites en los
comedores infantiles, lo cual gerd 1a base para el desamollo de planes de mejoramismto v
monitorse que impactaran a fuumo en el mejoramismte de copdiciomes sanifamas v
PIEVEnCion.

{Que procedimiznto s¢ ke realizara?

En este estudio tomaran 3 muoestras de came coada (50g cfu ), 3 muoestas de jugo (200 ml
cu), fres muestras de ensalada (204 g cfa), s musstras de azua coo la que se prepann los
jugns (200 g chr). Todas las muestras seran tomadss del recipients de preparacion ¥ seran
almacemadas en frasces de vidme d= 230 ml (omestas liquidas) v de came en bolsas de
plastico (para alimentos solidos), previaments esterilizadas. Ademas s2 tomaran muestras de
superficies: 3 de superficies meries (Eruadon, Msmumeniacion goe este en con@cio dxecto
con alimeptos) mediante el metedo de hisepado. Estas ultimas seran poardadas en solacion
salina estéril para su posterior apalisis en el lboratordo de Ciencias Biomedicas de la
Universidad del Cramdio. La toma de muesiras sera realizada por un investizador capacitado
del Centro de Investigaciones Biomedicas de la Universidad del Quindo.

L Cuanto tGempo dura la partcipacion?
La participacion micia desde el momento en gue se realiza la toma de la pmuestra ¥ durante
los tres abios de vigencia del provecto.

£ Cuales son los posibles beneficios para su institucion ¥ la seciedad derivados de esta
: imaciin?

Los resultados del estudio podnan coofmbuoir al desamelle de plmnes de mejoramisnto y
monitoree de las condicionss sapifarias de los restaurantes escolares, de modo que a largo
plazo su institacion estara aportande al beneficio de a poblacion en general. Los resultades
de la mvestigacion ¥ el analiziz de la misma 5= oogapizaran en uo formate de argoulo
cientifico, al cual tendra acceso en el momento en que lo desee, una vez se entregue el
mmforme final dal proyecto. Ademas se realizara una capacitacion acerca de metodos de
bigiens para la manipulacion de alimente de forma grafuits posterior a [a toma de nmpestras,

;La institcion presentara alruna afectacion negativa por participar en el estudio?

La participacion de la instrucion en el estudio no afectara en mingana medida su integridad,
todos los procedimientos seran realizados por personal experto en el area v los resulfades
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serdn mangjados con confidencialidad, ademas, los resultados encontrados en este esmudio
i daran hugar a ninpuna medida sancionatoria o disciplinaria.

Sus derechos como participante:

51 usted decide partcipar en este estadio ¥ luepo cambia de opinion, fiene el derecho a
retirarlo del estudio en cualquier momento sin minguna comsecuencia desfavorable. Az
mismo puede hacer las preguntas que considere Importamtes.

Confdencialidad de == datos:

51 acepta participar en el presente estadio, kos resilfades obienidos seran confidencialments
mansjados por el grope de investizacion GEPAMOL v archive del Centro de
Investigaciones Biomedicas ¥ no sera reporfade a mingana autoridad sanitaria, por bo faoto
oo tendra hugar a ninguna medida sancomatoria o disciplinaria.

2 Que debe hacer =i decide terminar la participacion de m instimcion en & estdio?

La particfpacion & veluntaria ¥ usted pusde negarse a participar, o retirarse del estudio en
cualquier momente. Si usted decide suspender by participacion de su imstifucion em el

gstudio, pusde lamar al telefome (03§) 7339370 o mediamte comeo elecironico
gepamel?Euniquindie sdn co (Haorarie de atencion Lanes a viemes en horario de oficina)).

7 Que debe hacer =i tene prepuntas acerca de este estudio?

Usted tizne la oporunidad de pregunfar v obtener todas las respusstas a sus preguntas sohre
esta iowestizacion aofes de Srmar el consentimiento. 5@ usted posteriorments Gene otmas
pregumtas relacionadas con la iowestigacion, pueds llamar al iowestigador Jooge Ennigue
Fomez Marin, al telefone (0367 7350370 o mediante corres electromico
gepamol}funiquindie edo co (Homrie de atencion Lunes a viemes en horario de oficina).

CONSENTINIENT O INFORMADHD PERSONAL

Me han explicado verbalments v he leido la informacion proporcionada previaments. Yo

con cedula de ciudadania
Ko . 8o calidad de (cargo) de b mstfocion
acepto. que la instinacion
pardcipe en este esmdio. En constancia, fimmo este documsoio de Consentimiento
informade, en presencia de une de los investizadores del estadio v dos testizes, en la cindad
de Armenia el dia _ delmes de dal atio .

Nombrz completo, fima y documento de idenfidad de la persoma que autorza la
participacion de la mstitncion
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Mombne:
Firma:
Czdula de Crudadama £ de

INVESTIGADOR Y TESTIFDS

Nombre complete, fimma v decumento de identdad del INVESTIGADOR
Momibre:

Firma:

Codula de Ciundadania £ de

Nombre complete, firma v documento de identidad del TESTIGO NUMERD 1

Mombne:
Firma:
Codula de Chndadanda  # de Diireccian;

Relacion o parensesoo

Mombre complete, firma v documento de identidad del TESTIGO NUMERD 2

Mombne:
Firma:
Cadula de Chodadania # de Diireceian:

Relacion o parensesoo




Autorizacion tratamiento de datos

AUTORIZACTION TRATAMIENTO DE DATOS FERSONALES

En los términos de 1a Ley 1581 de 2012 mumifiesto expresamente que autorizo, de manera libre,
previa ¥ vohumiania al Ceniro de Investizaciones Hiomedicas de la Universidad del Chundio, a dar el
matamianin de kos dates sunmnstrades por o 3 traves de este foremlario, para que en desamallo de
sz fimcionss propias comd cenimo de mvestizaciones sean tatados pam fins de imestmtves. s
derechos como tmular del dato son los previsios en la Constirucion y la ley. especialmente el
darecho a conocer, acualizar, ecficar ¥ suprinsT oo infoomacion personal, as1 como el derecha a
revocar &l consenfimisndo otorzado pan & fatmiento de dates personales. Son datos ssnsibles,
aqeellos qoe afectan la mfinvidad del Teular o oo use mdebide puede enerar disoimmacion, par
gjemplo la orientacion politica, las convicciones religiosas o filosoficas, d= derechos humanos a1
com los datos relatives a ka sabod, a la vids seoml] v kos dates hipmetricos, estos semn iratados da
acuerdo a Ia lev v de acnerdo con &l Mamal de Calidad del Contro de Investizacione: Biomedicas
de 1a Universidad del Caindie v con 1a confidendialidad propia d= los mismos.

No

Fimma:

Tombre
Cadula W™
Fecha: (Trames ana)
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Anexo 2 Formato para la inspeccion sanitaria para el restaurante escolar

FORMATO DE INSPECCION SANITARIA

Servicio de Alimentacion — Colegios:

ASPECTOS A VERIFICAR

OBSERVACIONES

Habitos Higiénico Sanitarios

Operario 1

Operario 2

Operario 3

Operario 4

Promedio

Instalaciones fisicas

Material de los mesones de la cocina

Material de las paredes y techo de la cocina

Material del piso de la cocina

Condiciones de Proceso

Material de la tabla de picar vegetales

Material de la tabla de picar carne

Utiliza diferente tabla de picar para vegetales y carne

Temperatura de almacenamiento de vegetales (°C)

Temperatura de almacenamiento cérnico

Procedencia de los alimentos

Tipo de fruta utilizada en los jugos

Material de recipientes para almacenar la comida preparada

Condiciones de saneamiento

Abastecimiento de agua

Tanque de reserva de agua

Veces al afio en que se realiza limpieza y mantenimiento del
tanque de reserva

Agua con la que lava los vegetales

Agua gue utilizan para la preparacién en los jugos

Limpieza y Desinfeccion

Frecuencia de lavado de manos durante la preparacion

Se lava las manos después de la manipulacién de productos
Carnicos

Sustancias Utilizadas en la limpieza y desinfeccién de
superficies

Sustancias utilizadas en la limpieza y desinfeccion de
implementos de cocina

Frecuencia con la que cambia la esponja del lavaplatos

Frecuencia con la lava la nevera

Momento de realizacion de la limpieza de la cocina

Personal Manipulador de Alimentos

Implementos de bioseguridad que utiliza

Frecuencia con la que recibe capacitacion al afio

Experiencia laboral de los manipuladores

Escolaridad alcanzada
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Anexos 3 Estado Antropométrico de los nifios evaluados

% de nifios segun su edad en afios
total evaluados (422)
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Anexos 4 edad de los nifios con muestra positiva para anticuerpos positivos
para Toxoplasma gondii

cantidad de nifios segun su edad en anos
con lgG positivo para T. gondii
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cantidad de nifios seguln su edad en anos
con lgG positivo para T. gondii
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% de nifos con IgG positivo para T. gondii
segun su edad en aios
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Anexos 5 Calificacion de las condiciones higiénico-sanitaria de los

Evaluacioén por colegios
Para Instalaciones fisicas

Col 9 Col 3

Col 8 Col 4

Col 6

Evaluacion por colegios
Para Condiciones de Proceso

Col 9 Col 3

Col 8 Col 4

Col 6
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Evaluacién por colegios
Para Condiciones de saneamiento

Col 9 Col 3
Col 8 Col 4
Col 6
Evaluacién por colegios
Para Abastecimiento de agua
Col 9 Col 3
Col 8 Col 4




Evaluacion por colegios

Para Limpieza y Desinfeccion
Col 1

Col 9 Col 3
Col 8 Col 4
Col 6
Evaluacion por colegios
para Personal Manipulador de Alimentos
Col 1
Col 9 Col 3
Col 8 Col 4

Col 6
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Anexos 6 Muestra de alimentos evaluados por colegio y reporte de presencia
de ADN de Toxoplasma gondii en la muestra

Numero de muestra evaluadas por alimentos y numero de muestras positivos para presencia de ADN de
Toxoplasma gondii

colegio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
muestra alimentos 9 9 9 9 9 9 9 9 9 90
positivas 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 3
carnes 3 3 3 3 3 3 3 21
positivas 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
huevo 3 3 3 9
positivas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
vegetales 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30
positivas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
jugos 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30
positivas 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
muestra agua 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 40
positivas 0 0 2 1 0 0 0 0 0 1 4
agua para el jugo 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 30
positivas 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 2
agua del grifo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
positivas 0 0 0 0 0 0 0 0 2
superficies 11 9 9 11 7 6 5 10 7 8 83
positivas 0 0 2 1 0 0 0 1 1 1 6
superficies inertes 7 6 6 8 4 3 2 7 5 5 53
positivas 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 3
superficies vivas 4 3 3 3 3 3 3 3 2 3 30
positivas 0 0 1 0 0 0 0 3 : : I
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Anexos 7 Curvas de Tiempo de Destruccion térmica para el Toxoplasma
gondii a 49, 52, 58 y 64°C

Destruccion térmica a 49°C
Probabilidad de Infeccién en funcién del tiempo

3
y =-0,1189x + 2,3963

2 O R2=0,9548
c | T
S | T
gl T
& (T
=
9 0
S 0 5 50
S -1
E
8
S -2
[a

-3

-4

Tiempo en Minutos
Destruccion térmica a 52°C
Probabilidad de Infeccion en funcién del tiempo
2,5

y =-0,1569x + 1,9113
15 R2 = 0,9809

30

Probabilidad de Infeccion
o

Tiempo en Minutos



Probabilidad de Infeccion

Probabilidad de Infeccion

Destruccion térmica a 58°C
Probabilidad de Infeccion en funcién del tiempo

y =-0,4159x + 1,7608
R?=0,8647

1,5
Tiempo en Minutos
Destruccion térmica de Toxoplasma gondii a 64°C
Probabilidad de Infeccion en funcién del tiempo
2,5
y =-0,469x + 1,7937
2 R? = 0,9855

Tiempo en Minutos
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Tiempo de Destruccion Térmica D
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Valor Z
Para Toxoplasma gondii

1,2
y =-0,0426x + 2,9837

R?Z = 00,9686

0,8

0,2

45 50 55 60 65 70 75

Temperatura en °C
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Anexo 8 Andlisis Destrucciéon térmica Cultivo mesdfilo

Destruccion térmica cultivo mesofilo a 52°C

. . ey =-0,2118x +5,5084
Incertidumbre de medicion e
R*=0,8727
6,00
y=-0,2927x + 53793
550 $-gog ¥=-0,1309¢+5,6374
R R ™ S ER s
6]
5
" 4,50
o}
-
4,00
3,50
3,00
0 05 1 3 35

152
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Destruccion térmica cultivo mesofilo a 55°C
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y=-0,9502x + 5,8937
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Destruccion térmica cultivo mesofilo a 58°C

Incertidumbre de medicion y=-0,8345¢+ 59779
R?=0,9589

y=-0,6618x +6,2534

y=-1,0072x+5,7024

. 1’5 n
Tiempo (minutos)

Destruccion térmica cultivo mesdfilo a 60°C

Incertidumbre de medicion y=-14721x+ 436,
700,0 R?=0,8658
600,0 y=-60,277x+ 589,51
5000 w 836
400,0
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Log UFC

UFC

0
-1000
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Destruccion térmica cultivo mesofilo a 58°C
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6,00
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Curvas de Muerte Térmica
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Valores de tiempo de muerte térmica para cultivo mesdfilo
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Temperatura | Valor D ecuacion R2 U

52°C 4,72 Y=-0,21X+5,5 0,87 + 0,08
55°C 1,36 Y=-074X + 6,2 0,92 +0,21
58°C 1,20 Y=-0,83X+ 6,0 0,96 +0,17
60°C 0,99 Y=-1,01X + 6,25 0,80 + 0,57
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Anexos 9 Curvas para evaluacion de pruebas diagnosticas

Sensibilidad
condiciones sanitarias vs IgG

100,00% e
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

0,00% =
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

—— Instalaciones fisicas Condiciones de Proceso

Condiciones de saneamiento - Abastecimiento de agua

—— Limpieza y Desinfeccion Personal Manipulador de Alimentos

Exactitud
condiciones sanitarias vs IgG

100,00%

—

50,00% \ \

0,00%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Condiciones de Proceso

Instalaciones fisicas

Condiciones de saneamiento Abastecimiento de agua

= Limpieza y Desinfecciéon Personal Manipulador de Alimentos



especificidad
condiciones sanitarias vs 1gG

100,00%
50,00%
0,00%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
- |nstalaciones fisicas Condiciones de Proceso
Condiciones de saneamiento Abastecimiento de agua
e | impieza y Desinfeccidn e Personal Manipulador de Alimentos
Valor predictivo positivo
condiciones sanitarias vs IgG
100,00%
50,00%
0,00%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

—— |nstalaciones fisicas Condiciones de Proceso

Condiciones de saneamiento Abastecimiento de agua

= Limpieza y Desinfeccion —— Personal Manipulador de Alimentos
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sensibilidad
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Valor predictivo negativo
condiciones sanitarias vs IgG
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Diagrama ROC
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40,0%
——Personal Manipulador de
Alimentos
20,0%
0,0%
0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%

1-especificidad
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Eleccion punto de Corte condiciones higienico-sanitarias vs 1gG

Instalacionesfisicas Condiciones de Proceso

Personal Manipuladorde

Alimentos
100,00% 100,00% 100,00%
50,00% 50,00% 50,00%
0,00% 0,00% 0,00%
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
——VPN ——VPP —— VPN ——VPP —— VPN —— VPP
Condiciones de saneamiento Abastecimiento de agua Limpiezay Desinfeccion
100,00% 100,00% 100,00% ’-
50,00% 50,00% 50,00%
0,00% 0,00% 0,00%
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
——VPN —— PP —— VPN ——\PP —— VPN ——\PP
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Exactitud
condiciones sanitarias vs PCR

100,00% -
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N~ \
0,00%
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Valor predictivo negativo
condiciones sanitarias vs PCR
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0,00%
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Condiciones de Proceso

= |nstalaciones fisicas
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Eleccion punto de Corte condiciones higienico-sanitarias vs 1gG

Instalaciones fisicas
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Anexo 10 Analisis estatificado
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Para bajo condicién socio-econdmica para nifios atendidos en restante escolar con
calificacion inferior < 25 % para infraestructura fisica segun prevalencia anti T. gondii

IgG

Nifios analizados para IgG anti anti T. gondii N= 311

Nifios con bajo nivel socio-
econdémico (SISBEN 1)
n=187

/

™~

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacion

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacién

Nifilos con nivel socio-econémico
superior SISBEN >1
n=124

/

N\

Nifios atendidos

en restaurante

con calificacion
<25%

Nifios atendidos

en restaurante

con calificacion
>25%

<25% >25%
Prevalencia: Prevalencia
35/85 (41.2%) 41/102 (40.2%)
OR=1,04

(IC95% 0.6-1.9)
p=0.89

Prevalencia
13/33 (39.3%)

I

Prevalencia
12/91 (13.2%)
OR=4,28
(1IC95%1,8- 10,4)
p=0.013
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Para bajo condicién socio-econémica para nifios atendidos en restante escolar con
calificacion inferior < 26 % para abastecimiento de agua segun prevalencia anti T.

gondii IgG

Niflos analizados para IgG anti anti T. gondii N= 311

Nifios con bajo nivel socio-

Nifilos con nivel socio-econémico

economico (SISBEN 1) superior SISBEN >1
n=187 n= 124
Nifios atendidos Nifios atendidos Nifios atendidos Niflos atendidos
en restaurante en restaurante en restaurante en restaurante
con calificacion con calificacion con calificaciéon con calificacion
<26% >26% <26% >26%
[
Prevalencia: Prevalencia Prevalencia Prevalencia
35/85 (41.2%) 41/102 (40.2%) 13/33 (39.3%) 12/33 (39,4%)
OR=1,04 OR= 4,28 (IC95%
(IC95% 0.6-1.9) 1,8-10,4)
p=0.89 p= 0.00002
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Para bajo condicién socio-econémica para nifios atendidos en restante escolar con
calificacion inferior < 75 % para limpieza y desinfeccion segun prevalencia anti T.

gondii IgG

Niflos analizados para IgG anti anti T. gondii N= 311

Nifios con bajo nivel socio-
econdémico (SISBEN 1)
n=187

Nifilos con nivel socio-econémico
superior SISBEN >1
n=124

/

™~

/

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacion

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacion

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacién

N\

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacion

<75% >75% <75% >75%
Prevalencia: Prevalencia Prevalencia Prevalencia
5/7 (71.4%) 71/109 (39,4%) 8/15 (53.3%) 17/109 (15,6%)
OR=3,84 OR=6,18
(1IC95% 0.8-18.7) (IC95% 2,2-17,7)
p=0.09 p= 0.0006
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Para bajo condicién socio-econémica para nifios atendidos en restante escolar con
calificacion inferior < 67 % para personal manipulador de alimentos segun prevalencia

anti T. gondii IgG

Niflos analizados para IgG anti anti T. gondii N= 311

Nifios con bajo nivel socio-
econdémico (SISBEN 1)
n=187

Nifilos con nivel socio-econémico
superior SISBEN >1
n=124

/

™~

/ N\

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacion

Nifios atendidos
en restaurante
con calificacion

Nifios atendidos Nifios atendidos
en restaurante en restaurante
con calificacion con calificacion

<25% >25%
Prevalencia: Prevalencia
29/68 (42,7%) 47/117 (39,5%)
OR=1,14

(IC95% 0.6-2.1)
p=0.673

<25% >25%
Prevalencia Prevalencia
17/40 (42,5%) 8/84 (9,5%)
OR=7,02
(IC95%2,9-17,2)
p=0.0002
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Anexo 11 Articulos publicado

Toxoplasma en restaurantes escolares
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Ahstract

There exist a peed for improved models of m=k for meai bome ioxoplasmesis. Here we
proposed a model that inclodes fime and temperatore of cooking and thickness of the pork
meat portion. The model was based on data of lethality with beat meatment for piz meat taking
mie acoount the themmodynamic properties of the meat piece. The heat penetration curves
were integrated into a Momte Carle simvulation. We found that one critical component to obain
safie coaking temperatmes af the center of the pisce (63 5C) 5 the thickness of the piece This
model ndicates mupariant practical reconmendation to ob@m a low nsk for Toxgpliarma
mfection during cooking of meat.

Eeywords: Towgpiosma; meat; Colombia; cooking temperatures, maodel,
destruction tme
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L Introduction

Toxoplasma gondli infects a large vaniety of vertebrates and is considersd the mest prevalent
zoonodic parasite i the world "', The consequences for bumans are imporant, mchuding
oppounistc, congenital infections and recent evidence alse sugeest an effect on mental
bealth =" The Food and Apricultare Orpamization (FAC) and the World Health
Crpanization declared Tecgplzsma as the fourth prionty parasitz m feod of global concem
B3 Systematic review of case coniroled studies about consumption of Taw of mdercosked
beaf or sheep meat indicate that they are an imporiant sounce of I gondli transmission to
bumans . There exist also good evidence that indicates that in Europe uncooked meat iz
the main soumce of infection for pregnant women, as was concloded by a review about meat
s source of Novoplarma miection™ and, at least in Colombia, consumption of raw meat
(orespective of meat species) was the nisk factor with the highest odds mafio to acguire
mfection during pregmancy ™. In conseguence, to protect the gensral population it is
pecessary to establish what measures o prevent Toxoplosmg infection from meat can be
recommended . Five qualifadve and quanfitative microbial nzk assessment (QMEA)
models have been proposed """, All this models were propesed to estimate the probability
of infection and‘or expesurs in order to support decisions on the manazement of food safety
Esues, but impoemant gaps noouwr knowledee wers identified that indicates that without
fimthar data on the distribution of the mimber of cysts in edible fissues and of bradyzoites
per oy, estimations will have considerable uncertainty ' We consider that wmiil we can
completely modsal the nsk, the present eption is to consider all meat potentially imfected so
it is Important to give indications to the popualation about what cosking conditions eliminates
the nsk of infection for consumer. Af this regard, two definidve factors, that it kas not been
amalyzed in previous models of nisk assessment, are the temperanme and the fime for cocking
takins info acopumt the themwodynamics of different type of meat and thickness of the portion
of meat. Here we present a modz]l by using the pork loin meat as example, considaring
thermodynamics for each piece of meat and thus we can offer practcal recommendation of
coaking fo prevent Taroplosma infection throuzh meat

L Materials and methods.

i Cumeral madel

In arder to model the lethality on Toxopiasma gondli in pork during cooking, fiwe stages
were regumed, the first two focused on the determination of temmperatmre profile a)
determination of thermodynamic properties of pork loins, b) determimadon of hbeat
peneration curves of temperature profile of the loin (as the temperature chanzes inside the
piece depending on the fype of cooking), the next o focused on the destroction of the T
Fondii by the heat treatment in the cooking of loins, which requires ¢ determination of the
tme of thermal death (I} at different tfemperatures and finally d) lethality analyvsis of T,
Fondii. The purpese of the last stage is to validate the modsl for which the Monte Carlo
simulation was camiad out.
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‘“mmsnfmmﬂwmmﬂmﬁemﬂ&lmmnﬁ: heat (Cp).

thermal :umi'urmwpc] , thermal diffasivity () and density (p) were calculated by using the
following equations:

o= (Cpiv#) Eal
.
S N

The values [§) of outrient composition (water, carbohydrates, lipids and ) for sach type of
meat (besf, poark or chicken) were obtained from the soffware Mutmz * and AgreU0) Temin
*_The data of both software are based on a table of matrient conposition of Colombian food
(Tostimuin Colombiane de Bienestar Familiar), inchuding seandard deviaton of values. The
Terming sofiware performs a combined uncertamty analysis for these values (Equation 3.

U= [LigUzek  EaS

2 3 Haat pemetrafon CLrves.

We aszume that heat mamsfer across a solid (meat piece) is pot mnifoom, this difference will
e manifestad as a mabe of changze of temperatme with tme . This tvpe of problem is callad
an unsteady s@te of heat mansfer, thos the tempeatre at the center of the piece is estimated

according the rate of change of temperature with dme at aoy positien (7] and [ibe time of

coaking (&) and by usmg equm’:;nﬂ' .
L] T
] Al } l:.i ;I
Crae to the complexity of these caloalations, agrapht:mmbu-dnaimaimmdermmhe
them, where the order &5 & is the relatenship between differences that exist i inital

temperature (T.) and final temperahore at time ¢ (T} of de center of piece of meat (or cold
point). With respect to the temperatare of the environment (T,).

TeT. _ T=T
g= T=-T. = T=T Eq. 7

And the values of axis with the Fourier mumber obtained with the followns formmla::
Fet@=elf) ms
Iheshpenasacqlmaiwﬂtefmmﬂa['ﬂmnmbﬂ Bi):
Bi:"— Eq. @
WmhdmmﬁmmtmnmEEa]ﬂspmadsheade@edmnrﬂEmubﬂueﬂm

remperamre imside the pork meat as they are copked. Heat penstration 1= dependent of several
variables, sach as: thickness, origin of the meat, initial temperapoe and specially of the
coaking conditions. This mode] was adjusted for pork loins and any other type of paopkefiEs
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p&nﬂmﬂnnmm!:rﬂpm&dhi Swart ¥ Franssen ™ *®, using a thickpess valoe of 125 cm,
an initial temperanme of 20°C and the showve temperatre was s=t at 153°C
On ithe other hand  experimental evaloation was camed by heating
pork loins with 10 fimes preater than the mdis in order to assume that the loin is 1ke an
mifinite cylinder and allows the caloulation of the uni-directsonal heating. Heating was
carried out in comvection ovens of pork loins at three different temperatures (104, 130 and
150 ® C), In arder to obtain the temperarre profiles, a temperatare sensar was placed in the
midpeint of the midpoint of the piece. The femperanme sensers were K npe thermopiles
adap:edhahtﬁﬁb"imndu]u:dlaw:mnmdm the conditioning madole and the data
acquizition system. The Aniunine connection to the compofer presents the femperature
mfarmation of sach of the svahmtion points io real time (femperatures were recorded every
2 seconds). Then with the information the temperatme curves were constmucted and fited to
the proposed mathematical mods.

T estmmate the effect of different cooking conditions mrmpm_'.w Cysis viability we wsed
the data obtained by bioassay on mouse model of the effect of heat on viability of
Toxopiasma in pork meat ™. This work reported the viability afier cooking pork meat at 49,
5253, 38,61, 64 and §7 °C during 0, 3, &, 12. 24, 48 and 96 mimites and described the 097
upper confidence limits of the fime required at each temperamre for the mactivation of
Toxoplasma gondii. By using thiz data, the time of thermal destruction of Towoplasma
(comstants D and z) was calonlated by assuming a kipetic of first erder where the Dt wvalue
was ihe dme need to destroy the %)% of parasites (based on the bisassay data). The z vahie
was the increase in temperarare in *C nesd to obtain a tenth of the initial Dt vahe. Fimally
the D (destruction of parasites at different copking temperanmes) was caloulated as follows:

25 T eondii lethaling

Cooking is the most :ummnnfmmplem&ntedmbm;&hnldsmredlxememﬁmceuf
biological hazards, as &s the case of exposure to T. gondii in infected fresh pigs. However,
amather typs of weatment such as low temperaiores, manreted uie may not be sufficient fo
mactivate T. gondii bradyzedtes. So i 15 assumed that copkmg & the only facter associated
with the reduction / inactivation of T. gondii in home kitchens. To caloulate the lethality, the
Dy valoes are pmlbplied at sach of the temperarores repored according to the femperamre
profile ourve (the I valres were caloulated bazed on D 49 *C and z) for the time that the
piece of meat is af that temperature (for each test, 20 divisiens were made) and the sum of
the projected time was made to the reference temperature (only the dat were used for the
cakculation when the intemal emperamure of the meat was higher than 49 = O, for it %
compliance the relation of the projected time to which the indicator micreorzanism was
subjected o a reatment similar to that of the reference tempemture (T1) was mads on the
tme that the microorgamism should be in order to goarantes that the food is considered safe
Fi (the F walue represents the infeerated microbial lethality or as a known cooking value
fime equvalent to the reference femperanme, using the heat penefmation curves as a function
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of time alluded to the reduction the probability of infection assuming as the effect of lethality
£e* in the parasite by cooking.

Ftreatment) = ZW La=['Lide= ['DI0FT & Eq 10
n=1

26 Treament validation

We used Montecarlo simulation to analyze cooking condittons by usimg the Crystal Ball

suﬁ'mre (Oracle, United States). We estimated different curves of heat penstration by
time of cooking, thickness of meat portion and typs of preparation (barbeone ar

). and % of achievement of themmal treatment (P bganthms cycles). Fimally sensifivity

amalysis was performed. We made 30 simulations with 3 repetitions and 100N} fterations.

We use Termin software data with a limdt of vanability of 2%

3. Resuliz and Discussion

2.1 Thermal prongrries anaivii

Using the concept of mixing thermodyvnamics, the physical propertiss of foods can be
determined if the fractions of the macromtrient compenents (@) arz known. The Nomrix ®
sofrware presents the food composition or mixmre of these using the tables of Colombian
food compositon and results are show in fable 1.

Tahble 1. Composition of Colombian pork loins
Component g 100 2

Water G780
Protein ne
Fat 3.60
Sugars 0.30
Ash 1.30

LsmgteigmLQTmnmﬂ:-:u&mm Lh.eﬂumud'\'namm propertiss were determined using
the eguations of Ched et al, 193§ " With the composition vahies and the wncertamty
reparted by the MNomix software. T]].E-r.illE of thermodynamic properties are presented n

the tahle 2
Tablz 1. Thermic properties of the pork loms
Themyic propertiss
Specific heat & 3IM=010 ENEg"E
Thermal conducivity K 047 =001 Wat/m“E
Density p 110533 Kg/m*

Themmal diffosivity 000013 m¥s
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of time a3 shown n Figure 1.

FPerfll Tempearatura de la coooldn de carne de

oardoc a 100°C
aen

o

10.0: TH.8
o LT
= ann 4.5 @33
I
E o
E e
= [T
E
[T
[
a 2 4 = E] 10 12
TIEMPD BN MIMNUTOE
T T T L il b s Cicar el pasor 0U0E m
el s passr 0002 m Enpassor 0.008 m

Figure |. Temperatare profils of the pork loms donng cooking. Meat thickness 0.012m.

The results obiained were comparsd with thoss presented by Swart for diffevent scenamos of
pork cooking and, as shown in Fipae 3, they are similar (If a piece with an inifial
temyperamure af 0001215 m thickness is heated, after 2.5 mires it achieves a final temperatune
of 54 " C ar after 4.2 an imternal temperanme of 63 ° C is achieved) comparatives are
presented m Figure 2.

Perfil de Temperatura del madela vs modelas de coccidn

I R B S T - S

Figure 2. Comparison of the temperature profiles of park loin cooked from the ca
data vs those reperted by other authors
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wmmm first 5 heating tests were camied out on two péeces of park

ﬂ%ma%ﬁﬂmwupmadmmmmammmmm

thickness of the pieces was 4.5 cm, with a Inifial temperature of 20 * C. And a heating was
done in ap owen at 120 ° C, arecord of 4 temperanmes was made (fwo inside the pisces of
and two i different points of the chamber) the temperatore record was made oo average
every 2 98 second. These resalts can be exparted from the moduls throuzh a flat file which
i paszad to an Excel sheet for caloolations. Using the concepts of control chants, the standard
deviation of the temperatares reported befween the sensors is 1.16 ® C in the chamber and
0.64 ® C in the pieces of pork loin With the average of the data, the temperatare profils
graph 5 presented which &5 presenfed in Figre 3.

Perfil de temperatura experimental

it

NN A A

— T
— e de cadi
4,5 em)

aa E T 100G 15800 200,00
Tiempo s

Fizure 3. Expenmental temperanre profile of perk loin coolbing temperature of 4.5 cm thick

After determining the themmodynamic properties of the pieces and caloulating the
temvperature profile in the center of the piecs according to the same conditions of the tests,
these results are comparsd with the experimental results. In Figure £ it can be seen that the
caloulated teniperatre profile is coincident with experimental temperanare profile

sEEEEES
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Figure 5. Comparison of temperaiure profiles Caloulated vs. experimsental

De‘termma‘h.unuft‘te ﬂl&lmldeuhmrllsmiedmasnﬂ] asﬂledetemmmnnnfﬂle
z vahee for which the curves of the kinefics are mads at different temperaturss of the data
reparted by Cubbey 1900, to which the regression analysis is made md found that D=0 ©
=83 mimes and z= 7 * T (Fesults not shewn)

Table 3. Thermal Drestracton {vahe ) of T. pondil m mimares at different temperarures

Temperatare (*C) D-valus (minuees)
40 23

52 313

53 0.5

i 0.07

With this information, we can caloalate the Themmal Destraction Time D at ather temperamnira
using the following equation (eguation 11), where T is the refemce Temperanre (48 °C 0=
£.3) and t is the temperatura at wich the heat reament is performd and z por Toxopiarme
pondii is T°C
T=r
D =D+ 105 Eq. 11
T—
Dy =D+ 10= [Eg.11

+E-L
D, =83+10"7
For the analysis, lethality is caloulated by performing the summation of the redocton at each

remperaiure and tme reported o the thermal meatment according to the t=mperaurs
prafiles. Cmly temperaturss hizher than 49 * C ars taken into acoount.
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e F(trectmentl= % L= f.r.mu'e = f 0= & ;

=1
And the fime that the piece of meat is exposed 0 a Teatment similar to 4% = C is caloulasd,
which if it lasts 83 minupes redoces to 10% of the probability of infection (reduces a
bogarithmic cvele) that lasts 16,9 redoces to 1% the probability of infecton (redaces o
bogarithmic cycles) and that if i lasts 22 9 minates raduces to 0.1%: probability of infection
(reduces thres logarithmir cycles), a condition recommended by Crabey's work. To make the
caloulation the sum of the adjosted times of the temperanmes above 29 ° C i made

Table 4. Calculation to determine the Lethality (sum of time)

Time Tempearasmms =4 L

i (O T4 @ " e D e
0.0 2.8 .00 -1E 25 -1E25 QLD14R6238 0000000
103 1.0 103 1500 -1 B CLDL5E4ER3 0.001630
2.01 1.0 0ag 1500 -1 B QLD15E4ER3 0.001551
3.02 13 Lol 1675 -1.573 Q00211346 0002138
4.05 130 103 -26.00 -1 6 CLDD2SN1EBES 0.0023584
5.03 243 0ag -14.50 -145 Q003548134 0.003473
7.03 0 m =20.00 -1 0.01 0.020073
b 358 m -13.25 -1325 QETINEI2E 0.084277
11.00 413 10& -1.73 0775 QL16TEE0402 03218536
13.00 43 201 7S 0075 0668343918 1341587
15.01 18 201 275 0375 LEEIG4S0E9 1781106
17.00 56.5 201 7.50 075 1623413292 11.288048
19.03 508 201 1175 LITS 149623565 30034381
2104 £43 201 1525 L1925 33406392 67238626
1108 £5.0 0.0 16.00 16 3981071706 1981320

Simmation 1143

3.4 Data simuwlstion.

After evahuting the madel companne with the reported results and the experimental data,
the determimations were made of the fime required to heat pork loin of differsnt thickness
and achieve an imternal temperanmre of 65 % C, which is the recommended femperatare for
cooking meat from pork 25 shown in Table 3.

Table 5. Pork loin temperature coakine results at 104 and 170 °C
i Pogk loin

Chamacieristic

Thickness (cm) ) 4 ] 2 4 [
Extemnal temperamure [ “C) 1 170

Initial temperatare (C) 5 5 5 5 5

Final temperatare (C) 65 65 65 |85 65
Cooling time (min) 130 520 1170 [57 225 5@8
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e [sing the Monte Carlo siomiladon to analyze the cooking conditions by using the Crystal -

Ball softwarz (Ogacle, United Sfates) We estimare different beaf pepemation curves
the cooking time, the thickpess of the meat portion and the type of prepamtion
(reasted 100 * C or fmed 170 ® C), it is assumed that the meat is safe when the meatment
performed has a reduction of 2 loganthmaic cycles. Finally, a sensitviry anakysis was camied
ouf. Performinz 18 sipmladems with 3 repetifions and IDﬂ{ﬂixmthnseam.Fnrﬂle
variability of the dafa in each iteration. the following information was nsed: for
(standard deviation of the temperatmes reported hetwesn the semsors is 1.16 le:he
chamber and (86 © ) themmodynamic properties according to the resalts of combined
umcerainty (Cp 334 £ 01002, K 047 £ 00141, p 1105 + 33.15). And it was found that
althongh the prodact reaches the infernal temperature of §5 © C. The ime pecessary to reducs
the probability of infection te less than 0.1% is oot always achieved, as shown in Figurs &

i M
LR
g 0%
-g nos
BT
g- 0%
E Lo it
E Ll
® mox
0%
0=

3 e B0OC Scmal bome DT Zome 1T Somalido Beomalioo

1% min 32 min 14 min 3, F min Zi5min Sk min

condldones oo ralamiemo bemico | L del medio
Y Sempos ececarios para Ogral Tl e 48 S5 C
Figure 6. Tegrations that comply with the desrriction of Toxoplasma gondii whan the pork 5
cooked up fo 63 © C, depending om femperaire and thickeess

4. Conclazion.
It was found that: a) the propesed mathematical moede] is coincident with the experimental
mmmﬂlnmuﬂmm;mmdrsﬂm.b]mﬂmufempammme:mhﬂgnf
park (according o the Deparmeent of Agricalnre of the United States is §5 ° C inside the
piece). a critical factor is the thickness of the piece. This model indicates importmt pracocal
recommendations to prepare meat with a low risk of infection by Tewoplasma gondii
pr=pares the meat at low emperarure and preferably thick pieces. In order to keep ik
longer at temperahires that guarantes the destmaction of the parasite.
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necessary to achisve optimal temperatures in the cemper

of the piece. The food industry nmst taks into account that the thermedynamic properties
chanze according to the species and the cut used, in addition that these vary from cne comiry
10 anoiber, therefors the recommendations can alse be modified and the health anthonny of

each

comniry mmst @ke mite accoumi the estmate of msk and determine what coolong

recommendations should be made to the final consumer.
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Anexo 12 Analisis de escenarios

Evaluacién cuantitativa de riesgo de infeccién en poblacién infantil por
Toxoplasma gondii por consumo de carne de cerdo, modelo para Armenia.
Quindio

Toxoplasma gondii es uno de los principales patdgenos transmitidos por los alimentos
el cual infecta a mas de la mitad de la poblacién colombiana, segun datos reportados
poblacion infantil tiene una prevalencia del 32%. Uno de los factores de riesgo es el
consumo de carne de cerdo poco cocida en los que el T. gondii ha enquistado. Sin
embargo, no se dispone de suficiente informacion sobre la evaluacion cuantitativa del
riesgo por carne o productos carnicos. El objetivo de este estudio fue desarrollar un
modelo de evaluacion cuantitativa de riesgo microbiano (QMRA) para predecir el
riesgo de salud publica asociado con el consumo de cerdo en poblacién infantil de 6
a doce afos en la ciudad de Armenia Quindio. Los datos obtenidos para el modelo
fueron obtenidos de un meta-analisis de los datos existentes de La prevalencia de T.
gondii, reportes de sacrificio de cerdo, el consumo y frecuencia de consumo. Se
utilizé el aplicativo Agro UQ coccidn de carnes para predecir probabilidad de T. gondii
de acuerdo al tipo de punto final de la coccién. De acuerdo con los resultados
obtenidos se encontré que se puede reducir de 430 a 2 nuevos casos por afio si
prepara la carne de un punto jugoso (temperatura interna de 53°C) a bien cocida
(temperatura interna de 75°C). Este estudio recomendaciones para la preparacion de
alimentos en las condiciones de restaurantes escolares o en hogar para el control del

riesgo de infeccion de T. gondii y otros parasitos.

11 Introduccion

La mayoria de los animales de sangre caliente pueden infectarse con T. gondii.
Existen tres estadios infecciosos de T. gondii: taquizoitos, bradizoitos en quistes
tisulares y esporozoitos contenidos en ooquistes (Hill, Sreekumar, & Dubey, 2005).
Los brotes documentados de toxoplasmosis humana se han relacionado con el
consumo de agua contaminada con oocistos y la carne que contiene quistes de tejido

(Dubey, 2010). Estudios epidemiologicos han demostrado que la carne,
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particularmente el cerdo y el cordero, es una fuente importante de infeccién (Boyer
et al., 2005, Cook et al., Jones et al., 2009). Un método reconocido y que se utiliza
a nivel casero es la coccion este permite eliminar los microorganismos presentes.
Para lo cual existen diversos métodos de preparacion previa al consumo.
Dependiendo del método que se utilice afecta la calidad de la carne de formas
diferentes y también se afecta la calidad nutricional sin olvidar que todavia existen
costumbres gastronémicas y culturales que van a incidir directamente reduccion de
los microorganismos presente Los tipos de coccion se clasifican en dos métodos:
Cocciones secas (como el asado en parrilla, BBQ, plancha, sartén, sartén grill y
horno), y Cocciones himedas (como Brasear: Estofar, Escalfar?).El Departamento de
Agricultura de los estados Unidos (USDA) esté actualizando su recomendacion para
cocinar con seguridad carne de cerdo, la se recomienda que para los cortes enteros
sea de a 63 °C medida con un termémetro de comida colocado en la parte mas
gruesa de la carne?. La carne de cerdo se debe de cocer adecuadamente para
eliminar parasitos y bacterias, causantes de enfermedades, Las personas que
consumen carne de cerdo cocida de manera inadecuada contraer enfermedades
transmitidas diferentes agentes etiologicos 1) parasitos como Toxoplasma gondii,
Trichinella spiralis.. Y 2) bacterias que también se pueden encontrar en otras carnes
como de res o aves, estas bacterias pueden ser: Escherichia coli, Salmonella,
Staphylococcus aureus y Listeria monocitogenes. Todos éstos se destruyen
mediante la manipulacién adecuada y la coccién cuidadosa®. Hoy en dia por la
implementacion de Las Buenas Practicas de Produccion Porcicola y los tipos de
alimentacién permite consumir la carne de cerdo cocida a punto medio, como lo
propone el documento USDA denominado Reglas de temperatura cocina para
servicio de comida donde se recomienda que el cerdo pueda cocerse a 63°C (145°F)

durante 15 segundos®.

1 Gomez B., Rodriguez C., Zambrano D., Gonzalez N. Manual de cortes de cortes de carne de cerdo
Colombiano. Centro de Investigacion y transferencia de tecnologia del sector porcicola Ceniporcino,
Bogota 2012

2 United States Department of Agriculture. USDA Revises Recommended Cooking Temperature for All
Whole Cuts of Meat, Including Pork, to 145 °F. Volume 13, Issue 21 May 27, 2011

3 Food Safety and Inspection Service United States Department of Agriculture. Inocuidad de la carne
de cerdo, desde el criadero hasta la mesa del consumidor. Washington, D.C. febrero 2003

4 U. S. Department of Agriculture Food Safety and Inspection Service. Temperature rules cooking for food
service, 2008
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El tiempo de coccién depende de la forma como esta se realiza, del corte carne
utilizado (el cual determina el espesor de la carne). Estas condiciones (tiempo,
espesor y forma de coccion) determinan el punto final de carne y por ende el efecto

que se tiene sobre los microrganismos presentes.

2. Materiales y métodos
2.1 Modelo general

2.2 Modelo granja

Se utilizé6 un método de revision sisteméatica y meta-analisis para extraer los datos
entre los estudios e integrar los resultados para proporcionar una estimacion
completa de la prevalencia de T. gondii en los cerdos para Colombia (Lora 2007,
Campo 2014, Franco 2015). Con dicha informacion se calcul6 la media y la
desviacion estandar de la prevalencia de en los cerdos Estos valores se utilizaron
para definir una distribucion binomial (O probabilidad 53,3% y 1 con una probabilidad
de 46,7%)

2.3 Planta de sacrificio

Segun los datos promedio de sacrifico para Armenia los cerdos llegan a la planta de
sacrifico con un peso promedio de 96,5 Kg y una desviacion estandar de 10,6. El
rendimiento en canal 76,36% y una desviacion estandar de 4,20%. Las canales son
posteriormente despostadas en cuatro cortes principalmente (pierna con un peso de
20,20 Kg, lomos con un peso de 11,30 Kg, costilla con un peso de 14,20 Kg y brazos
con un peso de 10,28) Kg). Los procesos de sacrificio (por ejemplo, escaldado,
evisceracion y enfriamiento de carcasa) no incluyen ningun paso que pudiera

inactivar los quistes tisulares de T. gondii que estén presentes.

En este momento no se dispone de datos sobre las concentraciones de bradizoito en
la carne de cerdo. Como resultado, los datos se obtuvieron a partir de un estudio de
PCR en tiempo real que cuantificé la concentracion de bradizoito en muestras de
musculos de 16 cabras infectadas experimentalmente (Jurankova et al., 2013). En
este experimento, dos grupos de cabras infectadas (8 cabras / grupo) murieron 30 y

90 dias después de la infeccion, respectivamente. Para cada cabra, la concentracion
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de bradizoito se cuantificO en cada miembro. Con esta informacion se calculé la
distribucion de bradizoitos en el cerdo (pierna 75%, lomos 42%, costilla 8%, y brazos
42%). Este modelo no supone cambios de la concentracion de bradizoitos en las
carnes ya que se asume que la temperatura de transporte y almacenamiento son de

refrigeracion a 4 a 8°C

2.4 coccion

La coccién es una de las maneras mas eficaces de reducir la exposicién a T. gondii
en el cerdo fresco infectado. Sin embargo, temperaturas inferiores a 49°C pueden
ser insuficientes para inactivar los bradizoitos de T. gondii. No se cuenta con
informacién para compra de carne de cerdo para Colombia se asume el 82% del
cerdo fresco se compré en tiendas minoristas y se preparé en casa, En modelo
supone que el 100% de cerdo fresco es comprado en tiendas minoristas y cocido en
casa.

Se supone que la coccion es el tnico factor asociado con la reduccion / inactivacion
de T. gondii en cocinas caseras. El efecto térmico de la coccién en el hogar sobre la
concentracion de bradizoitos se modelé utilizando el aplicativo Agro UQ coccién de
carnes® donde se asocian 4 tipos de preparacion de carne de cerdo segun los puntos
finales de la temperatura en su coccién (jugosa temperatura interna 60,6°C, media
temperatura interna 66,1°C, tres cuartos temperatura interna 71,2°C y bien cocida
temperatura interna 75,8°C), para poder calcular la reduccion de la probabilidad de
infeccion Agro UQ coccién de carnes® requiere una informacion inicial, para esto se
determind que el medio de calentamiento tiene una temperatura de 120°C, las piezas
de carne tienen un espesor de 1,25 cm con una temperatura inicial de 4°C. Segun el
reporte del aplicativo el aplicativo define se requiere un tiempo de 3,25 minutos para
jugosa, 3,75 minutos para media, 4,25 minutos para tres cuartos y 5 minutos para
bien cocida. Segun esta informacion la probabilidad de infecciéon se reduce para
jugosa hasta 70,8%, medio hasta 20,5%, tres cuartos 0,2% y para bien cocida hasta
0,000002%. Esta informacion se calcula el andlisis de la letalidad con cinéticas de
destruccién térmica por estudios realizados en inactivacion térmica, las carnes

infectadas con T. gondii tratadas por diferentes tiempos (0,01, 3, 6, 9, 12, 24, 48y
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96 min) y temperaturas (49, 52, 55, 58, 61, 64 y 67°C), y cada muestra tratada se
bioensayo en cinco ratones (Dubey et al., 1990).

2.5 consumo

Para la informacién del consumo carne se determind segun los reportes de las tablas
del ENSIM para poblacion de nifios y nifias de 5 a 12 afios de la region central de
Colombia. Elmodelo asume distribuciones Pert para el consumo con una prevalencia
del 12,9% valor minimo 11,3%, valor maximo 14,5%. Para el tamafio de la porcion
una prevalencia del 93,73 g valor minimo 86,11g, valor maximo 101,11g. y para la
frecuencia del consumo diario una prevalencia del 0,42 veces por dia valor minimo

0,40 veces por dia, valor maximo 0,50 veces por dia.

2.6 probabilidad de infeccion

La probabilidad de infeccion se calcul6 de manera individual segun el tipo de
preparacion (jugosa, media, tres cuarto, bien cocida), para esto se hicieron 3
simulaciones de 10.000 iteraciones del calculo de la prevalencia de la carne de cerdo,
porcentaje de piezas que pueden tener presencia de quiste de bradizoitos, la
reduccion de la probabilidad de infeccién, el consumo diario de carne de cerdo, este
se multiplico 365dias y 27.951 (que es la poblacion infantil de 5 a 12 afios para
Armenia para el afio 2019) y se reporta el nimero de nifilos que se pueden infectar

por afio . Ademas de la probabilidad de infeccion

2.6. Andlisis de sensibilidad
Se realizé un analisis de sensibilidad para proporcionar una medida cuantitativa de
los parametros mas importantes que afectan el riesgo para la salud humana de T.

gondii a través de las vias consideradas en el modelo.

3 Resultados

3.1. Numero estimado de casos de infeccion por T. gondii

El nimero de casos nuevos infectados con T gondii por afio en Armenia Quindio
debido al consumo de carne de cerdo segun su tipo de preparacion se presenta en
la tabla 1
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Tabla 18 El numero de casos nuevos infectados con T gondii por afio

Tipo de preparaciéon Numero de casos Intervalos de
confianza 95%
Jugosa 390 IC 350 — 430
Media 110 IC 100 - 120
Tres cuarto 23,5 IC 21 -26
Bien cocida 1,5 IC1-2
3.2. Probabilidad de infeccion

Las graficas de distribucion de probabilidad de infeccion para cada tipo de
preparacion presentan dos tipos de distribucién una primera de distribucion discreta
para la probabilidad de infeccion de 0% y una segunda donde se presenta
distribucion tipo normal. La primera agrupa el 53% y la segunda agrupa el 47% de
los datos.

Esto debido que cuando las carnes que provenga de cerdo que no presente quiste
de T. gondii la probabilidad de infectarse al consumirse la carne en esas condiciones
es nula. Pero cuando el cerdo pueda tener quietes de T. gondii la probabilidad de
infeccion se ve afectada por las condiciones del tratamiento térmico. La probabilidad

de infeccion por consumo de carne se presenta en la tabla 2

Tabla 19 La probabilidad de infeccion por consumo de carne

Tipo de preparaciéon probabilidad Cmﬁgﬁgsgg;)
Jugosa 13,51 % IC 12,88 — 14,23
Media 3,91 % IC 3,72—- 4,11
Tres cuarto 0,03 % IC 0,02 - 0,04
Bien cocida 0,00% IC 0,00 — 8*10
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Segun los parametros del modelo sobre el riesgo de infecciébn Los analisis de
sensibilidad indicaron prevalencia de T. gondii en cerdo y la frecuencia de consumo
son las variables de mayor impacto

4, Discusion

En el presente estudio, se desarroll6 un modelo QMRA para predecir el nUmero de
casos de nifios infectados con T. gondii asociados con el consumo de cerdo segun
el tipo de preparacién. La probabilidad de consumir carnes con quistes viables
depende del tipo de preparacién y que si se consumen carnes jugosas la probabilidad
de infectarse es del 13,51%, medio de 3,91%, tres cuartos 0,03% y bien cocida
0,00%. Lo que muestra que el parasito si se ve afectado por la temperatura y que se

recomienda que se consuma carne bien cocidas

5. Conclusiones

El presente modelo QMRA cuantifica el riesgo de infeccion por T. gondii por el
consumo de cerdo segun su tipo de preparacién. El modelo estima que si se preparan
las carnes bien cocidas se puede reducir de 350 a 1 nuevos casos por afio en
poblacion infantil de 5 a 12 afios para Armenia Quindio. Ademas, se puede reducir la
probabilidad de infeccion por consumo de carne de 13,1% a 0,00%.

El modelo muestra que los factores de riesgo de mayor importancia de la forma de
infeccion por el consumo de carne de cerdo son la prevalencia del T. gondii en el

cerdo y la preparacion de carnes inferiores 60°C
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Simulacion de escenario del analisis de riesgo de infeccién con
Toxoplasma gondii de poblacion escolar infantil segun las condiciones

higiénico-sanitarias del restaurante escolar

Introduccién

Existen muchas fuentes por la cual el Toxoplasma gondii puede infectar a la poblacién
Humana, como es el caso por el consumo de alimentos cuando el agua o vegetales
estan contaminados, por carnes contaminadas y poco cocidas, pero también por la
contaminacién cruzada que se puede tener en los sitios de preparacién de alimentos.
Luna en 2019 reporta que existen otros factores asociados infeccién para poblacién
infantil como son las condiciones higiénico-sanitarias de los restaurantes escolares.
De estas las més relevantes son: instalaciones fisicas (OR: 1,8), limpieza y
desinfeccion (OR: 1,8) y personal manipulador de alimentos (OR: 2,0).

El presente trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto que puede tener el
mejoramiento de las condiciones higiénico sanitarias de sobre sobre la infeccion por
Toxoplasma gondii en poblacién infantil que asiste a restaurantes escolares en la
ciudad de Armenia. Para lo cual se utiliz6 como metodologia La simulacién que es el
proceso de desarrollar un modelo computarizado para conducir un experimento con
el propdsito de comprender el comportamiento de un sistema de acuerdo a situaciéon
dada

Metodologia

Para esto situacion se realiz6 una simulacion de Montecarlo con la informacion
obtenida de los resultados serolégicos de los nifios y las asociaciones segun las
evaluaciones de las condiciones higiénico-sanitaria de cada uno de los colegios.
Segun el andlisis estratificado se encontr6 que la prevalencia y la incidencia de la
infeccion con Toxoplasma gondii estan asociados a las condiciones socioecondémicas
y la edad de los nifios. Por tal razon se utilizaron analisis de regresion para prevalencia
o incidencia segun la edad para nifios de estrato 1y nifios de estrato 2 o mas. Y estos

valores se ajustaron segun el reporte de la poblacion infantil que asisten a los colegios
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reportados por la secretaria de educacion para salud para el 2019 y las estadisticas
de los estudios realizados (ver tabla 1).

Tabla 20 Poblacion Proyectada segun la condicion socio-economica y su edad

Edad de los nifios poblacion P;Z{;i;aio esljrrz.:t)cl)ezc t(?(:r?as

5 afios 3064 1802 1262
6 afios 3171 1611 1560
7 afios 3396 1934 1462
8 afios 3430 2005 1425
9 afios 3615 2473 142
10 afios 3592 2694 898
11 afios 3695 3695 0

12 afos 3988 3988 0

Con resultados obtenidos de los estudios de los colegios se realizaron diferentes tipos
de regresiones para calcular la incidencia y prevalencia proyectada (poblacion infantil
con IgM positivas y con IgG positiva respectivamente). Segun los analisis obtenidos
los mejores coeficientes de correlacion se presentan si la poblacién se divide en dos
grupos: grupo 1 estrato socioecondémicos 1 y grupo 2 estrato socio econémico 2 o
mas. Se encontrd que: la incidencia general seria del 4,5% (el 5,2% para el estrato
socio-econémico 1 y 2,5% para los estratos socioeconémicos 2 o0 mas) 1.059 de
20.202 nifios del estrato 1 y 195 de 7.748 nifios para el estrato 2. Y la prevalencia
general seria del 44,2% (51,5% para el estrato socio-econémico 1y de 24,5% para el
estrato socio-econdmico 2 0 mas), 10.459 de 20.202 nifios del estrato 1y 1.897 de

7.748 nifios para el estrato 2 (ver tabla 2 y 3)
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Tabla 21 Incidencia de la poblacion infantil segun su edad y condicion socio-econémica para el afio 2019

Edad de los Incidencia Incidencia
nifios poblacion Proyectada estrato | Proyectada estrato 2
1 0 mas

5 afios 3064 333 0
6 afos 3171 240 17
7 afios 3396 218 32
8 afios 3430 154 47
9 afios 3615 101 50
10 afios 3592 13 49
11 afios 3695 1 1
12 afios 3988 1 1

Tabla 3 Prevalencia proyectada poblacion infantil segun su edad y condicion socio-econdmica para el afio 2019

Edad de los Incidencia Incidencia

Nifos poblacion Proyectada estrato | Proyectada estrato 2
1 0 mas
5 afios 3064 919 721
6 afios 3171 818 260
7 afos 3396 1811 258
8 afios 3430 1418 223
9 afios 3615 1112 285
10 afios 3592 1596 150
11 afios 3695 2772 1
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12 afios

3988

Segun estudios realizados reportan que existen muchas fuentes de infeccidon para

Toxoplasma gondii (Pérez et al, 2008; Kijlstra et al, 2008; Mirza et al, 2018; Shapiro

et al, 2019). El estudio realizado encontr6 que los factores relacionados a las

condiciones higiénico-sanitarias del restaurante escolar son significativos, las mas

son: instalaciones fisicas, condiciones de saneamiento, abastecimiento de agua,

limpieza y desinfeccion y personal manipulador (ver tabla 4).

Tabla 4 Factores de riesgo asociados a la prevalencia de Toxoplasma gondii segun la calificacion del restaurante

escolar
Prevalencia en Riesgo
Factor de IC P . g
. expuesto vs no OR atribuible
Riesgo 95% | valor
expuesto n/N (%)
Condiciones higiénicas
Instalaciones fisicas
con calificacién < 48/118 (40,7%) vs 53/193 1,81 11-29 0.0157 -0,431
(27,5%)
25%
Condiciones de
0,
proceso con 53/193 (27,4%) vs 48/118 0,55 03-0,9 0,0157 10,260
. (40,68%)
calificacion < 60%
Condiciones de
. 0,
saneamiento  con | 46/114 (404%) Vs 551197 | oo | 0 o0 | g ooan 0.424
e (27,2%)
calificacién < 59%
Abastecimiento  de
Py 48/118 (240.7%) Vs
agua con calificacion 181 | 1.1=2 157 -0.431
53/193 (27,5%) 8 ’ 9| 0,015 0,43
< 26%
Limpieza y
desinfeccion  con | 13/22(59.1%)vs 88/289 | o o |\ oo | | 0es 0278

calificaciéon < 75%

(30,5%)
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Calificacién
promedio < 56,4%

41/102 (40,2%) vs 60/209
(28,7%)

1,67 1,0-2,7

0,0422

-0,466

El analisis estratificado si demostré que para los cuatro aspectos evaluados solo son

significativos los factores de riesgo del restaurante para los nifios de nivel

socioecondmico superior. Esto indica que llegan al restaurante escolar ya infectados.

A manera de ejemplo se presenta el analisis estratificado para condicion socio-

econdmica para nifios atendidos en restante escolar con calificacién inferior < 25 %

para infraestructura fisica segun prevalencia anti T. gondii IgG

Nifios analizados para IgG anti anti T. gondii N= 311

Nifilos con bajo nivel socio-
econdmico (estrato 1)

Nifilos con nivel socio-econémico
superior estrato >1

n=187 n=124
Nifios atendidos Nifios atendidos Nifios atendidos Nifios atendidos
en restaurante en restaurante en restaurante en restaurante
con calificacion con calificacién con calificacion con calificacién
<25% >25% <25% >25%
I
Prevalencia: Prevalencia Prevalencia Prevalencia
35/85 (41.2%) 41/102 (40.2%) 13/33 (39.3%) 12/91 (13.2%)

OR=1,04 OR=4,28
(IC95% 0.6-1.9) (IC95%1,8- 10,4)

p=0.89 p=0.013

Para el anélisis de escenario

Con base en esta informacion se planean dos escenarios 1) simulacién no cumple:

Instalaciones fisicas con calificacién < 25%, Condiciones de proceso con calificacion

< 60, Condiciones de saneamiento con calificacién < 59%, Abastecimiento de agua

con calificacion < 26%, Limpieza y desinfeccidn con calificacion < 75%, Calificacion
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promedio < 56,4% y 2) simulacién cumple: con cumplimento de condiciones higiénico-
sanitarias con calificacion cunado la caracteristica cumple se hace la reduccion segun
el porcentaje de riesgo atribuible segun los datos obtenidos del estudio. Y se evalua
la prevalencia y la incidencia segun los escenarios. Utilizando el software @risk 7.6.1
se plantea para cada escenario una simulacion de Montecarlo (esta se realiza por
triplicado con 1,000.000 iteraciones cada una)

Resultados

Para cada escenario el software reporta los siguientes estadisticos: maximo minimo,
media, desviacion estandar, mediana, moda, X izquierda (el valor del percentil 5% el
cual se asume como error tipo B), la probabilidad de X izquierda, X derecha (el valor
del percentil 95% el cual se asume como error tipo a), la probabilidad de X izquierda.
Se hacen tres simulaciones para cada escenario y los datos se promedian (ver tabla
5).

Tabla 5 Reporte de simulaciones para incidencias y prevalencias segun escenario

Incidencia Prevalencia

estadisticos Cumple No cumple Cumple No cumple
simuiaciones 3 3 3 3
Numero de
iteraciones 100.000 100.000 100.000 100.000
Minimo -2,8% -0,4% 17, 7% 30,3%
Méximo 10,7% 12,2% 40,5% 53,3%
Media 4,2% 5,8% 28,8% 41,8%
Desv Est 1,7% 1,7% 2, 7% 3,1%
Mediana 4,2% 5,8% 28,8% 41,8%
Moda 4,4% 5,7% 29,1% 41,4%
Xizquierda 1,5% 3,1% 24,3% 36,8%
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P izquierda 5,0% 5,0% 5,0% 5,0%
X derecha 7,0% 8,6% 33,3% 46,8%
P derecha 95,0% 95,0% 95,0% 95,0%

Ademds, el software presenta los graficos individuales de la probabilidad y

probabilidad acumulada, ver ejemplo para escenario de prevalencia no cumple

prevalencia
37,81%

45,74%

16 1
14 1
12 1

10{ Version de prueba de @RISK
1Sélo para propositos de evaluacion

o N b OO
L L

32%
34%
36%

38%
40%
42%
44%
46%

48%

50%

. prevalencia

Minimo  32,588%
Méaximo  49,946%
Media  41,838%
Desv Est 2,416%
Valores 10000

1,0 4

0,8

0,6 -

0,4

0,2 4

0,0

prevalencia
37,81% 45,74%

90,0%
Version de prueba de @RISK
Solo para propdsitos de evaluacion

e
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o™ o™ o™ [2a} < < < < < n

llustracion 15 grafico individual de probabilidad segtn su prevalencia para el escenario no cumple

=== prevalencia

Minimo  32,588%
Méximo  49,946%
Media  41,838%
Desv Est  2,416%

Valores 10000

Segun los resultados obtenidos se ve que al mejorar las condiones higienico sanitaria

se reduce la incidencia en 1,8% lo que equvale a 457 menos casos y la prevalencia

en 13,0% lo que equivale 3.646 casos, pero solamente es significativo para

prevalencia ya que en la incidencia se presenta un solapamiento de las graficas de

distribucion ver ilustracion 2
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Estadisticos resumen para Estadisticos resumen para
Incidencia prevalencia

30,0% 30,0%
25,0% 25,0%
20,0% 20,0%
15,0% 15,0%
10,0% 10,0%
5,0% 5,0%
0,0% 0,0%

0,0% 5,0% 10,0% 15,0% 15,0% 25,0% 35,0% 45,0% 55,0%

e CUMple =m—No Cumple e simulacion cumple e==simulacion no cumple

llustracion 16 Estadisticos de distribucion para prevalencia e incidencia segun escenario

Conclusion

De acuerdo con los resultados se encuentra que si se mejora las condiciones
higiénico-sanitarias de los colegios se puede reducir la prevalencia del 41,8% a 28,8%
lo que indica que habrian 3.646 menos infectados con Toxoplasma gondii. Ademas,
esta diferencia es estadisticamente significativa ya que el error tipo a es del 33,3% y

el error tipo B es del 36,8%.

Para la incidencia se encontré que reduciria en 457 casos nuevos de nifios infectados
con Toxoplasma gondii por afio. Pero esta situaciébn no es estadisticamente
significativa ya que se presenta error tipo o es del 7,0% vy el error tipo B es del 3,1%
y con medias 4,2% y 5.8%. Esto puede ser a la IgM tiene un periodo muy corto de

permanencia en el individuo ademas que los valores son muy bajos



