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Resumen

Los anisakidos son parasitos nematodes de la &awilisakidae cuyo ciclo biol6gico
se desarrolla en hospedadores acuéaticos.

La anisakidosis humana es causada por la ingegiasdado crudo o insuficientemente
cocido infectado con larvas de tercer estadio (ld& los génerosAnisakis
PseudoterranovgContracaecune Hysterothylacium.

A pesar de que las larvas no se desarrollan enrmsnpueden vivir y causar sintomas
severos, pudiendo penetrar en la pared del estoregando dolor abdominal agudo,
nauseas y vomitos a las pocas horas pos ingestiango invaden la mucosa gastrica o
intestinal, a menudo producen ulcera o granulomsinéfilo; y suelen ocasionar
reacciones alérgicas que van desde urticaria Bastk anafilactico.

La globalizacién de habitos alimentarios que ineluypescado crudo o poco cocido
provocé un aumento de la enfermedad en todo el mund

Aunque los géneros de los anisakidos mencionadedepudiferenciarse mediante su
morfologia, las larvas recuperadas de los paciafeesados frecuentemente presentan
estructuras deterioradas, que no permiten ideatiit parasito. Asimismo, la existencia
de especies morfolégicamente similares en anisakdificulta la identificacion a nivel
de especie. Por lo tanto, el diagndstico molectastituye una herramienta muy til
para la identificacion definitiva de estos parasito

El objetivo de este trabajo fue desarrollar unesist de diagndstico molecular de
anisakidos con impacto en la salud publica: disgfefiectuar la puesta a punto de un
sistema de identificacion mediante la reaccion aeca de la polimerasa (PCR) y
secuenciacion nucleotidica de los génénsakis PseudoterranovaContracaecune
Hysterothylaciumidentificar a nivel de especies, los génerosdistios y aplicar la
nueva metodologia para la identificacion molecullr muestras procedentes de
infeccidbn humana y halladas en el alimento prevda aonsumo.

Se obtuvieron larvas de nematodes de merliMel(ccius hubbgj pescadilla de red
(Cynoscion guatucupay pez palo Percophis brasiliens)sde la ciudad de Mar del
Plata, y de MeroAcanthistius patachonichy merluza adquiridos en pescaderias de la
ciudad de Buenos Aires. Las larvas de anisakidadestificaron a nivel de género de
acuerdo a caracteristicas morfologicas.

Se disefiaron un par de cebadores a partir de gmanreonservada del espaciador
transcripto interno 1 (ITS1) del ADN ribosomal res de los génerofnisakis,
PseudoterranovaContracaecuny Hysterothylaciunton el fin deamplificar mediante
la técnica de PCR fragmentos de ADN de una longiteds44pb, 505pb, 601pb vy
583pb, respectivamente. Se elabord un sistema digotanterno de amplificacion
(CIA) con el objetivo de validar la precisién de paueba. ElI CIA consistio en un
producto de amplificacién por PCR, purificado, faao por ADN quimérico del gen de



la enzima Maturasa K da&rabidopsis thalianaodeado por secuencias especificas de
ADN blanco parasitario. Posteriormente, se efedtudeaccion de PCR a partir de
larvas L3 obtenidas y los productos amplificadosrda analizados mediante la
secuenciacion nucleotidica. Las secuencias obtesiglaotejaron con la base de datos
de nucledtidos del GenBank.

El método desarrollado se aplicé para la identifima molecular de tres muestras
remitidas al laboratorio, una procedente de infetdiumana y dos halladas en un
alimento.

En los pescados procedentes de comercios se eldentarvas de anisakidos que se
identificaron como pertenecientes Anisakis pegreffji Contracaecum osculatym
Contracaecum sp, Hysterothylacium aduncum Hysterothylacium
deardorffoverstreetorumrerranovasp y Pseudoterranova cattanEsto indica que el
método de identificacion molecular de anisakidosad®llado en el presente trabajo,
permitié diferenciar los géneros de parasitos inicialmeertenntemplados (i.&nisakis,
Pseudoterranova, ContracaecunHysterothylaciurpy ademas identificar a otro como
correspondiente al géneferranova.

Las muestras remitidas para analisis a nuestradtiye correspondieron . cattani
Este hecho constituye la primera identificacioresi&a especie, proveniente de infeccion
humana.

Este métodse propone como una herramienta Gtil para la ifiesntion de anisakidos
en humanos, que podra auxiliar al diagndstico elifeial con otras patologias
gastrointestinales, favoreciendo un tratamientcagfidel paciente. Asimismo, esta
técnica de identificacion, podra contribuir a lostudios de prevalencia y
comportamiento de la anisakidosis en nuestro pais.



1. Introduccion

Los anisakidos son parasitos nematodes cuyo celeidh ocurre en hospedadores
acuaticos. Los hospedadores definitivos son peaegdiles, aves y mamiferos. Los
hospedadores paraténicos son peces y cefalépodos.

La anisakidosis humana es causada por la ingedédarvas de tercer estadio (L3) a
través del consumo de productos de mar, pescaah@sigcos crudos o poco cocidos.

Se destacan por su interés sanitario los génékosakis Pseudoterranova
Contracaecune Hysterothylacium{(Umehara et al, 2008).

1.1. Caracteristicas morfologicas generales de netodes anisakidos.

El cuerpo de los nematodes anisakidos es cilindatargado, sin segmentacion y
puntiagudo en los extremos y posee una cuticulacadar por estriaciones finas
transversales. El sistema digestivo es completmpoesto por boca, es6fago, intestino
y ano (Moller & Anders, 1986). La boca posee laligsn desarrollados y segun el
género, puede presentar un diente perforante.Gidgs comprende dos porciones bien
diferenciadas: una anterior muscular llamada prisi@io y otra posterior glandular
denominada ventriculo, que puede exibir un apéndme presencia de intestino con o
sin ciego intestinal, dependiendo del género. Estematodes poseen un sistema
nervioso rudimentario, destacandose un anillo neov/situado en el tercio anterior del
parasito. El sistema excretor, compuesto por udadgila y un conducto que finaliza en
el llamado poro excretor, esta situado por debajtadpertura bucal, o bien a nivel del
anillo nervioso, segun el género (Cheng, 1982).

La taxonomia de los anisakidos estd basada prinapée en la morfologia de los
machos adultos. Las caracteristicas estructuralesantes para la identificacion de
especies son la distribucion y el patrén de lalpagaudal, la espicula y la morfologia
del extremo cefalico (Fagerholm, 1991).

La diferencia principal entre los estadios larvauydos adultos esta determinada por el
desarrollo del sistema reproductor, claramentebisen estos ultimos. Las larvas
pueden ser identificadas al nivel de género porras@opia Optica, basandose
principalmente, en la morfologia del tracto digesty del sistema excretor (D’ Amelio
et al, 2013).

1.2. Taxonomia

Los aniséakidos pertenecen al Phylum Nemathelmintdase Nematoda, Subclase
Secernentea, Orden Ascaridida, Superfamilia Asomted, Familia Anisakidae, dentro
de la cual se hallan 24 géneros (Cheng, 1982; Gis@h 1983; Myers, 1975¢ntre



ellos cabe descatar Anisakis, Pseudoterranova, Contracaecum, e Hydtglatium
por estar asociados a infecciones humanas.

1.2.1. GénerdAnisakis.

En la actualidad el génernisakisposee nueve especies descriptas, agrupadas en dos
clados principales (Tabla 1). En el Clado 1, quemessponde con el morfotipo larval

I, el ventriculo es mas largo que ancho y a memsiginoide y las espiculas del macho
son delgadas, largas y desiguales. En el Cladoo&iramdo el morfotipo larval Il, el
ventriculo es corto, no sigmoide y mas ancho gigolanientras que las espiculas del
macho son cortas, anchas y de largo similar (Beyla861; Valentini, 2006; D’ Amelio

et al, 2013).

1.2.2 GénerdPseudoterranova

El géneroPseudoterranovale mamiferos marinos incluye las espedreskogiae P.
ceticolay P. decipiensDentro del complejd®. decipienssensu latose encuentran al
menos 6 especie®. decipiens sensu strict®. azarasj P. cattanj P. krabbej P.
bulbosay P. decipien€ (Timi et al, 2014).

1.2.3. GénerdContracaecum

Al presente, el génerGontracaecuncomprende unas 50 especies, la mayoria de las
cuales se presentan en estadio adulto en pinnipgdases piscivoras. Han sido
reconocidos cinco miembros del Compl€ontracaecum osculatuntres especies del
Artico (C. osculatumA, C. osculatumB y C. osculatum sensu strigtoNascetti et al,
1993) y dos especies antartic& psculatumD y C. osculatumE) (Orecchia et al,
1994). Estas especies s6lo maduran en pinnipedwgrdde las especies que maduran
en aves piscivoras se encuentr@n pelagicum C. australe C. rudolphii C.
septentrionale C. chubutensisC. microcephalumC. micropapillatum C. bioccaj C.
gibsoniy C. overstreet{Garbin, 2009).

1.2.4. GénerdHysterothylacium

El géneroHysterothylaciumincluye actualmente 65 especies descriptas enspate
todo el mundo y una Unica especie de anfibios,rilesen los EE.UU (Rossin et al,
2011).

1.3. Ciclo biologico de los anisakidos

El ciclo comienza cuando los huevos son eliminaawslas heces de los hospedadores

definitivos, generalmente mamiferos marinos y aussivoras (Figura 1). Los huevos,

libres en el mar, eclosionan dando lugar al segwstiadio larvario (L2) que debe ser

consumido por un hospedador intermediario, un &cest, para madurar hasta el tercer

estadio larvario (L3). Peces y calamares se infleatacomer un crustaceo infectado.
2



Como los anisakidos no sufren algun tipo de debarm muda dentro de peces y
calamares, éstos son considerados hospedadorésnpara del nematode, conteniendo
la L3 infectiva para los seres humanos. El ciclovidia se completa después que el
hospedador paraténico es ingerido por un hospedtdioitivo, en este dltimo, la larva
muda dos veces hasta convertirse en el parasittmaHs posible que pequefos peces 0
calamares sean ingeridos por grandes peces, dedsioi el pasaje adicional en un
nuevo hospedador paraténico. Mientras el ciclo ida descrito es aceptado por la
mayoria de los cientificos, existe evidencia de mueden ocurrir dos mudas durante el
desarrollo en el huevo y entonces el tercer estadval emerge de éste. El hombre se
comporta como hospedador accidental a través aslucoo de pescado o cefalépodos
(moluscos marinos, como calamar y pulpo) crudossuficientemente cocinados
(EFSA, 2011; D’Amelio et al, 2013).

1.4. Hospedadores
1.4.1. GénerdAnisakis

Los cachalotes son los hospedadores definitivosedpindo clado. Delfines y marsopas
son los hospedadores finales del compkejsimplexy de A. typica en tanto que las
ballenas son hospedadoras definitivag\daphidarumy A. nascetti{Tabla2)

1.4.2. GénerdPseudoterranova

Los gusanos adultos viven en los intestinos desfgcdeones marinos y las larvas
infectivas viven en los tejidos de varios pecesimegr como el bacalao, abadejo y
eperlano (Tabla 3).

1.4.3. GénerdContracaecum

Los hospedadores definitivos de estos parasitosases ictiéfagas (Tabla 4 a) y
mamiferos pinnipedos asociados a sistemas de agce, dalobres y/o marinos Los
nematodes del complejo de espedesosculatunse encuentran en los peces de aleta
marinos como larvas y en pinnipedos como adultablér4 b). Otras especies que
parasitan pinnipedos s@ ogmorhiniy C. radiatumentre otras (Garbin, 2009).

1.4.4. GénerdHysterothylacium

Las formas adultas de este género son parasitosnesntel tracto digestivo de peces
en ambientes marinos, salobres y de agua dulcefnaseque los estadios larvales viven
en diferentes tejidos de numerosas especies de peceertebrados (Tabla 5).



1.5. Distribucion geografica

Los miembros de la familia Anisakidae presentandistiibucion mundial donde cada
especie tiene un area de distribucién especifiabl&ro).

1.6. Anisakidosis humana

La anisakidosis humana es una enfermedad prodpod#arvas de nematodes de la
familia Anisakidae, debida principalmente al consude pescado parasitado crudo o
poco cocido. En 1960, van Thiel et al. reportarbrprédmer caso de Anisakidosis
ocurrido en Holanda, a través del consumo de assngwdos o mal cocidos, que
estaban contaminados con larvas vivafidesakis simpleXvan Thiel et al, 1960)A
pesar de que las larvas no se desarrollan en hwnastas pueden vivir y causar
sintomas severos, pudiendo penetrar en la paredestémago causando dolor
abdominal agudo, nauseas y vomitos a las pocas hogingestion; cuando invaden la
mucosa gastrica o intestinal, a menudo produceerailo granuloma eosinofilo; y
suelen ocasionar reacciones alérgicas que van detschia hasta shock anafilactico.

La mayoria de los casos de esta parasitosis handgagnosticados en Corea, Japon,
Espafa y otros paises, debido a sus habitos ahn@ngue incluyen pescado crudo o
poco cocido (Kim et al, 2011). Sin embargo, la gldacion de dichos habitos provoco
un aumento de la enfermedad en todo el mundo.

1.6.1 Epidemiologia

Los productos de la pesca procedentes del malagamicipal fuente de las infecciones
humanas con larvas de anisakidos, que llegan abiemor el consumo de pescados
crudos o ligeramente salados o ahumados.

La presencia de estos nematodes en los peces psoblema universal y ha sido
descrita en todos los océanos y en una gran diaelsde especies de peces y
cefalopodos. Las especies donde mas comunmentegengran son bacalao, sardina,
boquerdn, merluza, arenque, salmon, bonito, caldaifdola, pescadilla, abadejo, atun,
calamar, entre otras.

Los tratamientos de salazén ligera, ahumado en€66°C) y escabeche, a los cuales
se someten a algunos pescados no matan las l&esta$ nematodes (AESAN, 2007).

Algunos de los productos que han sido implicadomfatciones humanas son (fuente:
Gobierno de Cantabria http://www.saludcantabriandsk.php?page=anisakis):

e Ceviche: pescado con especias marinado con jujmde

e Lomi lomi: salmon marinado con jugo de limon, cédgltomate



e Huevos de salmoén
e Sashimi: trozos de pescado crudo
e Sushi: piezas de pescado crudo con arroz y otgoedientes
e Arenque crudo en salmuera ligera
e Boquerdn en vinagre
e Pescado ahumado en frio
e Pescado insuficientemente cocinado
1.6.2 Patogénesis y manifestaciones clinicas

La anisakidosis del tracto digestivo es clasificddade el punto de vista clinico, como
aguda o moderada. Segun su localizacion, la enéiEdnes subdividida en anisakidosis
gastrica e intestinal, aunque se han documentamizaciones extragastrointestinales
en cavidad abdominal, mesenterio y epiplén (D’Ameli al, 2013).

1.6.2.1.Anisakis

Las especies asociadas a anisakiasis (anisakidag&ada por parasitos del género
Anisakig sonA. physeteris/ el ComplejoA. simplexKoinari et al, 2013)

1.6.2.1.1. Anisakiasis gastrica

La forma gastrica aguda esta caracterizada poeaaugdémito y dolor epigastrico, de 4
a 6 horas después de la ingesta de pescado irdedthddolor abdominal ha sido

observado en casi el 100% de los casos en un estalizado en Japdén (Ohtaki et al,
1989), con nauseas (68.3%), vomitos (39%), sensad#® saciedad o distension
abdominal (29.3%), diarrea (19.5%), anorexia (9.82olor de pecho (4.9%). La

fiebre no es un signo clasico pero la temperatuetesestar ligeramente por encima del
valor normal. Otros hallazgos son leucocitosis iderh a severa y algunas veces,
eosinofilia. La mayoria de las larvas son encoasah la curvatura mayor, seguido por
la pared posterior. Se han descripto hallazgos sexigiicos tales como pliegues
gastricos hipertréficos edematosos, aumento eredeesion gastrica y peristalsis, y
lesiones de la mucosa, incluyendo edema, enrojentmi coagulacion, hemorragia y
ulceracion (Shibata et al, 1989). La forma crérseacaracteriza por pérdida de apetito,
epigastralgia, y la ocurrencia de pseudotumor igastd’Amelio et al, 2013).

1.6.2.1.2. Anisakiasis intestinal

Los signos aparecen después de los siete diasnfexxion con dolor abdominal,

nauseas, vomito, fiebre, diarrea, sangre ocultanmeteria fecal, leucocitosis y
5



raramente, eosinofilia. La evolucion de la anissikiaintestinal cronica es mas
maliciosa. En un estudio realizado, el 27% de lasakiasis se encontraron a nivel
intestinal (Ishikura et al, 1967). La mayoria de éasos llevaron a colico intestinal y
algunas veces peritonitis. Puede haber sintomas ammaiseas, vomitos, abdomen
hinchado e indurado, a pesar de que muchos casosnfasintomaticos. La forma
cronica se caracteriza por granulomas eosinofifoomando tumores en las paredes
intestinales mientras que la forma aguda tienesiotomas de ileo agudDbistintos
casos reportados de Espafa (Rosales et al, 1988)Italia (Moschella et al, 2005)
fueron caracterizados por un cuadro clinico de rd@lbdominal agudo, diarrea,
meteorismo, y dolor selectivo a la palpacion ea derecho con sintomas como nausea,
fiebre y vémitos. Aunque es dificil de evaluar, ugs pruebas bioquimicas como
recuento de leucocitos, porcentaje de eosinéfilrzimas glutamato oxalacetato
transaminasgGOT) y glutamato piruvato transamina@PT) pueden ayudar en el
diagnéstico. Esta condicion también puede ser adalu por radiografia o
ultrasonografiaSobre la base del cuadro histologico, ha sido fadladia en cuatro
estadios: 1- flemon, 2- absceso, 3- granuloma-absge- granulomaA pesar de que
una de las principales caracteristicas de lasrieside inflamacion local producidas por
larvas deAnisakises la presencia de infiltrado eosinofilico endig§i que rodean al
parasito, la eosinofilia sistémica esta asociadaisakidosis en menos del 30 % de los
casos (D’Amelio et al, 2013).

1.6.2.1.3. Anisakiasis alérgica

Las larvas de anisakidos presentes en el pescaéliless 0 no, pueden llevar a la
aparicion de reacciones alérgicas, frecuentemestiamlas a altos niveles de
inmunoglobulina IgE. Se describieron casos de &leagA. simplexocupacional en
pescaderias, 0 relacionados con la exposiciong@aacto o inhalacién) a harinas de
pescado en la alimentacion de polloss sintomas clinicos de anisakiasis alérgica van
desde urticaria hasta shock anafilactico. El diatoo suele ser complicado ya que las
infecciones por helmintos, en general, producenaumento de IgE y de otras
inmunoglobulinas. Ademas puede ocurrir reaccionzama con otros antigenos
parasitarios. Este problema demandd el desarr@laédnicas inmunologicas mas
sensiblesen Espafa, mas del 50 % de los pacientes conipstdd alergia, requirio
tratamiento de emergencia, con 5 de 64 hospitalzadr falla respiratoria (Fernandez
de Corres et al, 1996). Desde 1995, mas de 15G asa@lergia debidos Anisakis
fueron reportados en Espafia. Los signos usualesrgoaria, shock anafilactico y falla
respiratoria debida a edema (D’Amelio et al, 2013).

1.6.2.1.4. Anisakiasis gastroalérgica

La anisakiasis gastroalérgica es un tipo de ardsekicaracterizada por urticaria,
angioedema, y anafilaxis, la cual consiste de réaaeneralizada aguda mediada por
IgE después de ingerir pescado ya sea crudo, pmido; cocido o freezado, infectado
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conA. simplexEs una condicion frecuente en Japon. La reacdérgiea ocurre a las
24 horas pos ingesta del pescado. En Espafia Ildemsi®i son moderados,
probablemente debido a una isoforma diferente leegeno Ani s1) (D’Amelio et al,
2013). Otras inmunoglobulinas, como IgA, IgG1, I4G2 IgG2¢c pueden detectarse
tambiénInvestigadores encontraron que los alergenosnigaks, Ani s1, y Ani s4 son
resistentes al calor, por lo tanto estaran en deggpaciones cocidas (Shikamura et al,
2004; Moneo et al, 2005).

Recientemente se han descripto 28 antigenos y @qalen nuevos alergenos
pertenecientes a diferentes familias de proteinas, funciones biologicas diversas
caracterizadas por primera vez A&msakis simplex s. Hasta la fecha tan solo estaban
descritas 12 proteinas alergénicas (Proteomicg})201

1.6.2.2 Pseudoterranova

Los miembros del compleje. decipienson los segundos anisakidos mas comunes que
se encuentran en los seres humanos (los mas cosaméass integrantes del complejo
A. simplex

Se han descripto casos humanos en varios p&iselapon, 335 casos de Anisakidosis
gastrica porPseudoterranovaueron reportados entre 12000 casos de anisagidosi
clinica. Fue encontrado con mas frecuencia en d¢gomenorte, y principalmente
relacionado a peces planos del area norte infestado larvas ddé>. decipiens s.l.
Recientemente fue identificado, en dicho pais, asocade infeccibn humana pBr
azarasi(Arizono et al, 2011). En Korea, después del priceso descripto siguieron
otros, y mas recientemente, se reportaron 12 dasmsanos. En casos notificados de
Norteamérica, la infeccion fue transiente, probaelete luminar, sin evidencias de
penetracion tisular significante. En Chile, despigesin primer caso documentado, siete
nuevos casos fueron reportados recientemente (Meetaal, 1997, 2001). En Pera hay
tres casos notificados por larvasRledecipiens s.[(Tantalean et al, 1993; Cabrera et
al, 2003). En Europa, la enfermedad ha sido halfatlzcipalmente desde el norte
aunque actualmente esta siendo encontrada en, enslialia y Francid.a larva L3 de
Pseudoterranovanostré en pocos casos ser capaz de invadir tgagtrointestinal de
animales infectados experimentalmente. Sin embatgoacuerdo a la literatura, los
sintomas de infeccién causados en humanos son @bilsesdque los observados con
Anisakis spp y puede ser asintomatico. No obstante, lowreas clinicos pueden
aparecer de 2 a 3 horas hasta 7 dias despuésdedton de pescado infectado. Podria
manifestarse en forma aguda o cronica. La formaa@sta descripta hasta ahora, por
ejemplo, para las anisakidosis girdecipiens s.lkeportadas en Europa, Chile, Perd y
Norteamérica, donde las larvas de este parhaitcsido encontradas a menudo unidas a
la mucosa oral, faringea y digestiva, o libres leliraen del estbmagda mayoria de
los pacientes chilenos, mostraron nausea, irritad®la faringe, y en algunos casos la
larva fue expectorada entre 36 horas y 7 dias desgeicomer pescado. En varios casos
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descriptos, los estadios larvales fueron expulspdosia oral, a través de vomito o tos,
o fueron encontrados muertos en las heces comtinfeecion transiente luminar”. En
estos casos puede haber sensacion de hormigueogemglanta y moderado malestar
abdominal. En algunos pacientes se ha observathxion de la faringe y/o sintomas
alérgicos.Los reportes de una forma crénica relacionada &dsss descritos de esas
areas geograficas, son muy pocos y no estan plemnardecumentados. En Japodn, los
casos notificados involucran solamente el estonydge larvas han sido detectadas por
endoscopia. En la mayoria de los casos la infece®nluminar. Cuando hubo
penetracion gastrica fue a nivel de la curvaturgganalel cardias. Las imagenes
endoscopicas revelan que la mucosa es edematashigpkia del sitio de penetracion
mostré que no hay formacion de granuloma eosioofifiomo emnisakis En Europa,
ha sido informada la forma géstrica, donde los gi@s estan libres en el lumen. Una
serie estudios revelaron que las larvasAdsimplex s.ly P. decipiens s.lcomparten
antigenos comunes, estos autores sugieren quéntosnas gastricos agudos severos
debido aP. decipiens s.Ipodrian haber surgido como una reaccion cruzadaaa
infeccidn secundaria después de una exposicionagpeelarvas deéA. simples s.lLa
hipersensibilidad alérgica vista eAnisakis no aparece aqui. Este hallazgo
probablemente esté asociado con la ausencia deilgman eosinofilico formado
alrededor de la larva (Mattiucci et al, 2013).

1.6.2.3.Contracaecum

Si bien el rol zoonético de estos helmintos esutido y su presencia en humanos
sumamente casual, recientemente confirmaron eleprodaso de anisakidosis luminal
por larva deContracaecunsp. en Australia (Shamsi & Butcher, 2011). Una mdg41
afos de edad, experimentd dolor gastrointestinaiitos y diarrea de intensidad
creciente durante 3 semanas. Todos los sintomassdvieron espontaneamente
después de que un gusano fue eliminado en sus. li#@samen microscopico mostrd
gue se trataba de una larva de una especteod@acaecunde la familia Anisakidae
(Biolé et al, 2012).

1.6.2.4 Hysterothylacium

En 1996, Yagi et al describieron un caso de infet¢iumana en Japdén debido a la
ingestion de un pescado parasitado Eoraduncum Overstreet y Meyer describieron,
en 1981, lesiones hemorragicas y eosinofilia cassadr la larva delysterothylacium
tipo MB en monos rhesus (modelo animal experimgikaioff et al, 2012). También
se han observado alteraciones patolégicas causpdasHysterothylacium en
Paralichthys isdscelesn la costa sudeste de Brasil. (Felizardo et &9R0

1.6.3. Diagnéstico

El diagndstico clinico es dificil, dada la inesfiealad de los sintomas. La asociacion
de éstos con los antecedentes epidemiolégicos dmsadla ingesta de pescado crudo,
8



son datos que ayudan a orientar la etiologia. ldoexcion ecografica, radiogréafica o
gastroscoOpica permite visualizar las lesiones oldass del parasito. Las larvas se
pueden extraer por endoscopia, aunque en ocasierreguiere cirugia. El diagnéstico
se confirma por la observacion de las larvas asaiglas, o halladas en el vomito o las
heces, o durante el examen anatomopatoldgico jpiea quirdrgica resecada (Zuloaga
et al, 2004).

1.6.3.1. Criterios morfoldgicos de las larvas (L3)

1.6.3.1.1. GénerdAnisakis. las larvas deéAnisakisson de aproximadamente 2 cm de
longitud. Se diferencian morfologicamente deloed® los anisakidos por la ausencia
de apéndice ventricular y de ciego intestinal y lpoubicacion del poro excretor en la
base de los labios. La larva tipo | posee un vauitysilargo con la unién ventriculo-
intestinal oblicua y una cola redondeada, cortaryuna espina terminal, y la larva tipo
II: tiene el ventriculo corto con una union horitaral intestino y posee una cola larga,
puntiaguda y sin apéndice terminal (Berland, 1961).

1.6.3.1.2. GéneroPseudoterranova: si se obtiene la larva intacta de una infeccion
humana, puede ser posible distinguir, macrosco@otanla larva d@. decipiengde la
larva deAnisakistipo |, porque la primera es mas larga, mas gruesar blanco
amarillento cremoso, rojiza o marrén. Sin embatgdarva deAnisakistipo Il, puede
confundirse porque éstas son de color rojo blarigaeg del mismo largo qué.
decipiens Por este motivo es necesario un diagnéstico sudmco. La principal
caracteristica morfolégica sobre la cual el diagoosdiferencial es posible es, en la
larva deP. decipiensla presencia del intestino el cual, inmediatamedetras del
ventriculo, se extiende hacia delante como un dietgstinal. El ciego intestinal no se
encuentra en la larva daisakisspp (Mattiucci et al, 2013).

No posee apéndice ventricular. Presenta una caelameal corta y conica con una espina
terminal fina. La cuticula, a lo largo de todo ekrpo, esta finamente estriada por lo
gue muestra una apariencia lisa. El extremo amtdréme un diente pequefio y

triangular dirigido hacia afuera. El poro excretgparece situado justo en posicién
ventral al diente (Berland, 1989).

1.6.3.1.3. GéneroContracaecum: Por lo general la larva mide entre 4 y 16 mm.
Ventriculo pequefio y esférico, apéndice ventric@gpandiéndose inmediatamente
después del ventriculo hacia el intestino, que e&pan ciego anterior. El extremo

posterior es conico y no presenta espina termliaatuticula de esta larva es gruesa con
las estriaciones transversales muy marcadas (Bel&89).

1.6.3.1.4. GéneroHystherothylacium: El apéndice ventricular es fino y el ciego
intestinal es mas largo que el apéndice ventricurporo excretor esta situado
inmediatamente por debajo del nivel del anillo les®. Las gbnadas estadn presentes



como filamentos, que se extienden desde la extegmilistal del apéndice ventricular
hasta el ano (Navone et al, 1998).

1.6.3.2. Limites de la identificacién convencionale nematodes anisakidos

Especies diferentes de anisakidos pueden estamdssacon distintas formas clinicas
de anisakidosis en humanos. Debido a esto, laifidaston a nivel de especies de
larvas de anisakidos es un prerrequisito fundarhgmdga que cualquier estudio
epidemioldgico se lleve a cabo en un area parti¢Mattiucci et al, 2013).

Bajo condiciones diagndsticas, muy a menudo soleagera una porcion de la larva,
o bien luego de la cirugia intestinal, se obtiena muestra de nematode muy dificil de
reconocer.

Las larvas que pertenecen al gén@nisakisy pueden ser subdivididas sobre la base de
la presencia/ausencia del mucrén o espina termaématjos tipos larvales distintos, no
pueden identificarse a nivel de especie, dado qda tipo larval es representado por
mas de una especie indistinguible morfologicamemidas aun, el fendmeno
generalizado de la existencia de especies morfidagnte similares en anisakidos,
dificulta la identificacién a nivel de especie, lisb en adultos, donde el numero de
caracteres morfologicos utiles para propdsitos rf@rocos es mucho mayor. Estos
factores hacen el uso de métodos moleculares ahswote necesarios para identificar
las larvas de nematodes anisakidos a nivel de iesfiZémelio et al, 2013).

1.6.3.3. Diagndstico molecular
1.6.3.3.1. Aloenzimas

La electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) hdosusada extensivamente en
nematodes anisakidos desde los comienzos de 1989 alaordar cuestiones
concernientes a la genética de poblaciones, evslucoevolucién hospedador-parasito,
y la relacién entre variabilidad genética y altevaes del habitat. Los logros mas
importantes de esta metodologia son a niveles blag@on y especies, mientras que por
encima de estos niveles taxondmicos, muestra Lioitas significantes (D’Amelio et
al, 2013). A pesar de que sigue siendo utilizada platectar y describir especies de
anisakidos, una de las limitaciones de esta matgéoles el hecho de que si bien fue
estandarizada sobre los distintos anisakidos, puedeontrarse diferencias entre
laboratorios (Mattiucci et al, 2013).

1.6.3.3.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR

La técnica de reaccion en cadena de la polimeRalgriierase Chain Reactid?CR)
descripta por Mullis en 1987, simulavitro la replicacion del ADN que tiene lugar de
forma natural en las células. Esta metodologia pemitener gran nimero de copias a
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partir de un segmento determinado de ADN. Porregian, utiliza pequefas cantidades
de muestra del parasito, fresco o fijado en etgaoh el analisis y es independiente del
estadio de desarrollo del mismo. Esto representa wamtaja respecto del método
anterior. La técnica de PCR se basa en realizam#zala de reactivos donde se agrega
el templado de ADN previamente extraido de laslaglen estudio. Luego, esta mezcla
de reaccion es sometida a varios ciclos de amgdificn en un termociclador, que
proporciona la temperatura necesaria para la apede la doble cadena de ADN
(desnaturalizacion), la union de los cebadoresirogus (hibridacion @nnealing y la
generacion de los fragmentos amplificados (exte)siBosteriormente, los productos
de amplificacion (amplicones), se detectan medinté&cnica de electroforesis en geles
de agarosa o poliacrilamida. Estos geles se calores procede a la interpretacién de
los patrones de bandas obtenidos, relacionandonelito de las mismas con las bandas
de los controles positivos, con marcadores de pmetecular, o secuenciandolas
(Merino & Giusiano, 2011).

Recientemente, herramientas basadas en la reateiBCR han sido utilizadas para la
caracterizacion de especies de anisakidos en megltipci, incluyendo la region del
espaciador transcripto interno ribosomal (ITS)s/denes de las subunidades | y 1l de la
citocromo oxidasa C mitocondrial (Mattiucci et 2002; Valentini et al, 2006; La Rosa
et al, 2006; Umehara et al, 2006; Umehara et &82Borges et al, 2012; Smrzket al,
2012; Koinari et al, 2013; Jabbar et al, 2013; Defim et al 2013; Mattiucci et al,
2013).

En los organismos eucariotas, los genes de ADNsoibal nuclear (ADNr) que
codifican las subunidades ribosomales 18S, 5.8S8y, Ze agrupan en regiones
repetidas en tandem, se trata de una estructurplejaniormada por genes altamente
conservados. Las subunidades 18S y 5,8S estaradapgror el espaciador transcripto
interno 1 (ITS1), mientras que las subunidades %.8S estan intercaladas por el
espaciador transcripto interno 2 (ITS2), dondeelgisaciadores presentan altas tasas de
sustitucion. No obstante, las repeticiones en tandiel ADNr se encuentran
conservadas a lo largo de todo un genoma por uanisgao de evolucion concertada
(Hartl & Ruvolo 2000).

Los ITS pertenecen al ADNr, que constituye unaci@c abundante del ADN total,
ademas se encuentran entre regiones de ADN altarcenservadas (18S, 5.8S y 28S);
estas caracteristicas permiten una facil amplificapor PCR utilizando cebadores y
fragmentos de amplificacion que pueden ser seca@gosi

Por otra parte, las secuencias mitocondriales tambépresentan sitos blanco que
permiten una deteccion sensible y especifica degpabs mediante analisis
moleculares. EI genoma mitocondrial se caractgriwaconstituir una molécula circular
cerrada, trasmitirse por herencia materna, tersgraia de recombinacion, presencia de
un patrén de evolucién rapida y por hallarse entipi@s copias (Moraes, 2001).
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Ademas, la forma circular de la molécula la protegde la accion de las exonucleasas
en los tejidos en descomposicion (Foran, 2006).

1.6.3.3.3. PCR mudltiple

En esta prueba se utiliza mas de un par de celsagosel ventaja es que permite
amplificar diferentes segmentos de ADN en una misgaacion de PCR (Merino &
Giusiano, 2011).

Umehara et al. desarrollaron un método basado &hrRdtiple para la identificacion
rapida deA. simplexs.s,A. pegreffij A. physeterisP. decipiensC. osculatume H.
aduncum donde se emplearon seis cebadores especificoscghador universal de la
region ribosomal ITS (Umehara et al, 2008).

1.6.3.4. Diagndéstico serolégico

El diagndstico serolégico puede resultar complicaddas infecciones por helmintos,
en general, donde se produce un aumento de IgEoyrakeinmunoglobulinas. Ademas
puede ocurrir reaccién cruzada con otros antiggrarasitarios. Estos problemas
demandaron el desarrollo de técnicas inmunolégwas sensible€s de notar que
pacientes sanos pueden tener altos niveles de mgEAaisakis en suero, sin el
desarrollo de sintomas alérgicos. Por otro ladiividuos con niveles bajos de Ac IgE
especificos pueden mostrar manifestaciones clinibat Pozo et al recomendaron
cuatro criterios para el diagnéstico de alergiArasakis 1- urticaria/angioedema o
anafilaxis dentro de las 6 horas después de Iastagk pescad@; Ac IgE especificos
paraA. simplex3- prueba cutédnea “prick test” (inoculacion intnadi€a de extractos de
A. simple), positiva (un diametro >3 mm se considera unacaiéa positiva) 4-
exclusion de alergia al pescado u otras causasduagas=n el ambito experimental y
mediante inmunoblot se han detectado anticuerposefra 5 antigenos de simplexde
45 y 66-95 kDa, al igual que ha sido posible detemmantigenos de este parasito en
suero mediante el empleo de anticuerpos monockal@dmelio et al, 2013).

1.6.4. Tratamiento

El tratamiento de eleccién es la extraccion deatmal por endoscopia o cirugia. Las
lesiones gastrointestinales se resuelven a laset¥@nas después de haber extraido el
parasito. El diagnostico de anisakiasis intestamlmas dificil, sin embargo, por lo
general, se puede controlar sin la extraccion dehigo dado que finalmente muere
dentro de aproximadamente tres semanas. La ciquggde ser necesaria para las
infecciones intestinales 0 extraintestinales cuarmmnirre obstruccion intestinal,
apendicitis o peritonitis. No existe un tratamieatwihelmintico de eficacia probada. El
tratamiento exitoso de anisakiasis con albenddfdl,mg por via oral dos veces al dia
durante 6 a 21 dias, se ha informado en casos iegnddticos presuntivos (historia
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altamente sugerente y/o serologia). No obstantestéoaprobado por la FDA (Agencia
de Alimentos y Medicamentos de EEUU) para estaauidbn (Hochberg et al, 2010).

1.6.5. Profilaxis

El mayor nimero de reportes de anisakidosis in@aaonivel mundial se debe a dos
especiesA. simplexs.l. y P. decipiens s.l.siendo el fendmeno disparador del principal
efecto patogénico, su capacidad de invadir loddsjdel hospedador. Ni el tamafio, ni
la especie del pez, ni su carga larval en la cavadaporal, son predictores confiables
de la carga de anisakidos en el musculo. La reggexial (flancos que rodean la masa
visceral) es mas intensamente parasitada que daialp(filet propiamente dicho), y la
migracion hacia el filet responderia a la capacidaividual para decodificar sefiales
presentes en la musculatura de los peces (Tar2dla).

Por otra parte, los nematodes poseen un conjuntaddptaciones que le permiten
sobrevivir en los entornos en los que vive. Est@mmismos tienen adaptaciones de
resistencia que les permiten sobrevivir en medi®@os hasta que las condiciones
sean favorables nuevamente, como los mecanismosedancia al frio.

Las medidas de prevencion segun la regulacion iag@teal Decreto, 2006; AESAN,
2007; EFSA, 2010; FDA, 2012) incluyen:

» Extremar las medidas de control bromatoldgico eandllisis de la calidad de
productos pesqueros destinados al consumo humano.

» Evisceracion inmediata de los peces.

» Para la preparacion de platos crudos (orientadesheter la carne de pescado a
congelacion por freezer (-20°C) durante 72 horas.

« Cocinar muy bien el pescado, esto es lograr qua tadmasa a consumir
adquiera por mas de 5 minutos una temperatura raider60°C.

Lanfranchi y Sardella (2010) analizaron los efealie diferentes tratamientos sobre
anisakidos de peces en Argentina. No hallaron pasasobrevivientes por freezado de
filetes a -20°C por 24 hs ni por exposicion a sabsde pescados infectados durante 24
horas. En el mismo estudio, las larvas Atesakissp en filetes sobrevivieron a la
coccion en microondas a una temperatura intern®4d@5°C durante un minuto,
mientras que a 75.56°C ninguna de las larvagmisakis sobrevivid. En un estudio
previo, Adams y De Vlieger (2000) encontraron cuedccion en microondas requiere
mayor temperatura para matar a los anisakidos dedbidin calentamiento desigual
(Lanfranchi & Sardella, 2010).
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1.6.6. Anisakidosis en Argentina

En Argentina, practicamente todas las especiegdespnarinos y varias de agua dulce
albergan, con diferente prevalencia e intensidawas infectivas de estos nematodes.
Sin embargo existen pocos casos de anisakidosisrfaunn caso identificado como
Anisakissp que por provenir de un tripulante de barcoaeyro, no se lo considera
como caso autoctono (en Tanzola, 2011); y otro cgsartado en una nifia, que elimind
a través de sus heces una larva de anisakidoade stadio (Menghi et al, 2011).

Adultos deA. pegreffiihan sido identificados a nivel molecular en deléirdel Mar
Argentino. En un estudio realizado en merluzas denBs Aires y de Mar el Plata, de
91 larvas pertenecientesAaisakisspp, el 100% fue identificado comfa pegreffii
(Hutler Wolkowicz, 2008).

Se ha demostrado que pegreffiitendria menor tendencia invasora del filet due
simplex s.seste dato puede explicar la baja casuistica d@damusculares en la
ictiofauna marina sud atlantica y la consecuentguex prevalencia de anisakidosis
humana en nuestro pais. Ademas, el consumo reteivie bajo de carne de pescado y
los habitos de su coccion completa, hasta el mamenplican en parte la escasez de
casos clinicos descritos en la Argentina (TanZ#a,1).

Por otra parte, adultos d& cattanihan sido identificados en lobos marinos de aguas
del Sudeste del Pacifico y del Sudoeste Atlantiterjandez-Orts, 2013; Timi et al,
2014), y larvas de este parasito fueron identiisadn la musculatura de peces de
consumo en aguas argentinas y chilenas (Hernandez2D13; Timi et al, 2014). Por
este motivo, es de esperar que el riesgo de idie¢daimana sea similar al reportado en
Chile, con la tendencia al consumo de pescado crudo

1.7. Justificacion y alcances

El desarrollo e implementacién de un método detifigacion molecular de anisakidos
que afectan al hombre permitira realizar el diago@diferencial con otras patologias
gastrointestinales, permitiendo un tratamientcegfidel paciente. Asimismo posibilitara
estimar la prevelencia y el comportamiento de atasitosis en nuestro pais.

1.8. Objetivos
1.8.1. Objetivo general

Desarrollar un sistema de diagndstico moleculaardsakidos con impacto en la salud
publica.
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1.8.2. Objetivos especificos:

Disefar y efectuar la puesta a punto de un sistmidentificacion mediante PCR y
secuenciacion nucleotidica de los généknisakis PseudoterranovaContracaecune
Hysterothylacium

Identificar a nivel de especies, los géneros eatiodi.

Aplicar la nueva metodologia para la identificaciaolecular de muestras procedentes
de infeccion humana y halladas en el alimento pra\su consumo.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Poblacion y muestra

Las larvas de nematodes analizados se obtuvierometkiza Merluccius hubbgj
pescadilla de redQynoscion guatucupay pez palo Rercophis brasiliens)sde la
ciudad de Mar del Plata, y MerAdanthistius patachonicyy merluza adquiridos en
pescaderias de la ciudad de Buenos Aires.

2.2. Disefio experimental

Los pescados se diseccionaron y las larvas fueeoolectadas de las visceras
(estbmago, intestino, higado, cavidad celomaticaegenterios) por observacion a 0jo
desnudo y/o con lupa binocular, y lavadas con smtusalina fisiol6gica. De cada

individuo, se escindié un fragmento de la regiordimede 3 mm de largo que se
conservo en etanol 70° a -20°C para el posteritudies molecular, y el resto del

parasito se aclaré en lactofenol (Berland, 19843 phexamen morfologico.

2.2.1. Andlisis morfologico

Las larvas de anisakidos se identificaron a nieefjénero de acuerdo a caracteristicas
morfologicas (Ver secciones 1.1.y 1.6.3.1.)

2.2.2. Extraccion de ADN

El ADN de cada nematode se aisl6 mediante el méRagnd isolation of Mammalian
DNA (Sambrook & Russell, 2001).

2.2.3. Identificacién molecular
2.2.3.1. Disefio de cebadores

Se realizo el alineamiento de secuencias, obterldabanco de datos de secuencias
nucleotidicas del GenBank (http://www.ncbi.nim.gibv), de la region ITS1 del ADN
ribosomal nuclear d&. simplex, P. decipien€. osculatuny H. aduncun(Figura 2).

Se disefiaron un par de cebadores, Ani-9F y Ani-552Rpartir de las regiones
conservadas de las subunidades ribosomales 1&Sydue rodean al ITS1 (Tabla 7a),
con el fin de obtener fragmentos de amplificaciépeeificos y de tamafio diferencial
para cada uno de los cuatro géneros de anisakidbta(7b).

2.2.3.2. Construccion de un control interno de ampicacion (CIA)

Se elaboré un sistema CIA con el objetivo de valilda precision de la prueba,
distinguir resultados negativos verdaderos de tedos falsos negativos causados por
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fallas de la amplificacién por PCR, debido a degcawmh de ADN, mal funcionamiento
del ciclado térmico, mezcla de PCR incorrecta, riawte de los reactivos, pobre
actividad de la ADN polimerasa y sustancias inbiigis en la matriz de la muestra y en
el ambiente de trabajo.

Se disefiaron un par de cebadores (CIA-Ani-9F y Bib52R) que consistieron en la
adicion de una secuencia de 21 bases, corresptadiegen de la enzima Maturasa K
de la hierb&Arabidopsis thaliangen el extremo 3" de los cebadores mencionados en el
apartado anterior (Ani-9F y Ani-552R) (Tabla 7ancl fin de generar un producto de
amplificacion de 400 pares de bases, que inclwyaelgiones linderas de los cebadores
Ani-9F y Ani-552R.

La mezcla de reaccion de PCR se realiz6 en un wiuinal de 5Qul, que contenia
1.25 U deTagpolimerasa (Invitrogen); 1X de buffer dag 4 mM de MgCI2, 2 mM de
cada dNTP, 0.25 uM de cebadores (CIA-Ani-9F y CIA-A52R) y 1ul de ADN de
Arabidopsis thaliana Las condiciones de ciclado (Px2 Thermal Cyclelécton
Corporation) incluyeron una primera desnatural@aa 94 °C durante 3 min, seguida
por 40 ciclos de 1 min a 94 °C (desnaturalizacibmpin a 60°C (hibridacién) y 1 min a
72 °C (extension), con una extension final de 19 anr2 °C. Como control negativo se
utilizé agua ultrapura. El fragmento de ADN amgtiilo por PCR fue determinado por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % y comdpacan un marcador de tamafo
molecular de 100 pb (Invitrogen), tras tefir coarburo de etidio.

El producto de amplificacion fue purificado paras##izado como CIA, a partir del gel

de agarosa, usando AccuPrep Gel Purification KitOMEER) y titulado en un
espectrofotometro Ultrospec 2100 pro (Amershambs@&ences). EI nimero de copias
del control interno fue calculado como la cantidked ADN en ng x NA / largo de
templado en pb x 1.1% el peso medio de un par de bases, donde NAmsn&ro de
Avogadro (6.022x18) y el peso medio de un par de bases es 650 daltons
Posteriormente, fue almacenado a -20 °C hastail&acitn en la amplificacion por
PCR junto al ADN blanco, por medio de los cebaddwmsOF y Ani-552R.

2.2.3.3. PCR y Secuenciacion

La mezcla de reaccion de PCR se realizo en un aidinal de 251, que contenia 0,5

U de Taq polimerasa (Invitrogen), 1X de buffer; 1,5 mM de G418, 0.8uM de cada

dNTP,y 0.25 uM de cebadores (Ani-9F y Ani-552R)s lcencentraciones de ADN del
parasito y del CIA fueron determinadas de acuel@dnalisis de optimizacion detallado
en seccion 2.2.3.4. Los condiciones de cicladmofuéas siguientes: 3 minutos a 94°C,
40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 60°C y 1 m#2&C, con una extension final de 10
min a 72 °C, en un equipo Px2 Thermal Cycler/ EtecCorporation. Se utilizé agua
ultrapura como control negativo. Los fragmentos lgrogdos se chequearon mediante
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el andlisis electroforético en un gel de agarosa %. con bromuro de etidio,
comparados con un marcador de tamafio molecula®@pM. (Invitrogen).

Los fragmentos de amplificaciéon por PCR que aromjagl tamafio de banda esperado
fueron purificados a partir de geles de agarosadss&ccuPrep Gel Purification Kit
(BIONEER). La secuencia de nucleétidos de los potmdu de amplificacion fue
determinada por la secuenciacion automatica del Addiante un equipo ABI 3500
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Los datossdeuenciacion fueron analizados
por el programa Chromas LITE 2.01 y las secuersgaglinearon y compararon con la
base de datos del GenBank mediante la  herramientdastnB

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov).

2.2.3.4. Optimizacion de las condiciones de la reaén de amplificacion por PCR
2.2.3.4. 1 Determinacion de la concentracion éptinde CIA

La concentraciéon de ADN del CIA fue optimizada andge incluirlo en la mezcla de
reaccion. Se realizaron diluciones del CIA (de 10ka 0.1 copias) para determinar la
menor cantidad de ADN del mismo suficiente paraeganun producto de PCR visible
por electroforesis en gel.

2.2.3.4.2 Ensayo de sensibilidad y determinacion da concentracion éptima de
templado

Para determinar el limite de deteccion y la cadtigiatima de ADN a utilizar, la PCR se
llevé a cabo con diluciones seriadas con aguapuitea de ADN de los parasitos
identificados comda\. pegreffij C. osculatumH. aduncuny P. cattani, de 5 ng a 5 fqg,
tanto en presencia como en ausencia de CIA en alande reaccion. El analisis se
realizo por duplicado para cada dilucion.

2.3. Aplicacion del método

De enero a abril del afio 2012, se recibieron erstrmdaboratorio, 3 muestras de
nematodes para su identificacion. Una muestra gooreliente a una paciente
colombiana, asintomética, que acude a la consa$ahiaber eliminado un parasito por
la boca junto con la expectoracion, manifestandm®haomido ceviche en Perd, 15 dias
antes. Las otras dos muestras corresponden atpargsie han sido hallados en el
pescado previo a su consumo. Una se trata de amguncontrado dentro de la bolsa
junto a filetes de mero adquiridos en una pescadkrila ciudad de Buenos Aires. La
otra muestra, se trata de un parasito observadoabrotola poco cocida a punto de ser
consumida, también proveniente de dicha ciudad.
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En todos los casos eran gusanos cilindricos dexiaprdamente 2 cm de longitud, de
color blanco amarillento. Estas muestras no eréasgpara su estudio morfolégico por
encontrarse mal conservadas, y fueron analizaddsante el método de identificacion
molecular desarrollado en el presente estudio.
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3. Resultados
3.1 Deteccién de anisakidos en pescados infectados

En los pescados procedentes de comercios se ewxdendarvas de anisakidos que
mediante la secuenciacion nucleotidica de ITSIHeetificaron como pertenecientes a
A. pegreffij C. osculatumContracaecunsp,H. aduncumH. deardorffoverstreetorum
Terranovasp yP. cattani.Todos los géneros coincidieron con el analisisfoh@gico y
dieron un fragmento de amplificacion diferenciat P&€R (Figura 8).

3.2. Optimizacion de las condiciones de la reacci@®e amplificacion por PCR
3.2.1. Concentracion 6ptima del CIA

Se estim6 que 1 copia del CIA es suficiente pgeaerar una amplificacion visible por
electroforesis en gel de agarosa. No obstantea emplificacion conjunta del control
interno con el ADN de los cuatros anisakidos, sabéscidé una cantidad de CIA de 100
copias por tubo de reaccion para asegurar la pieséa un nimero adecuado de copias
del mismo en cada tubo (Figura 7).

3.2.2. Sensibilidad de la PCR y concentracion optiende templado

La cantidad minima de ADN necesaria para detegtaamplicones fue de 5 pg p&a
osculatum(Figura 3 a) y de 500 fg paRa cattani(Figura 4 a)H. aduncunm(Figura 5 a)
y A. pegreffii(Figura 6 a), cuando el CIA no fue afiadido a lacizede PCR.

Luego de la adicién de 100 copias de CIA a la riéacde PCR, los limites de deteccién
no variaron par&. osculatum(Figura 3 b) yP. cattani(Figura 4 b), mientras que para
H. aduncum(Figura 5 b) yA. pegreffii(Figura 6 b) pasé de 500 fg a 5 pg.

Se establecié una concentracién 6ptima de ADN jtar@s en la mezcla de reaccion de
PCR, de 5 ng, con el fin de evitar posibles fakb&sla amplificacion debido a la
degradacion del ADN en muestras no conservadagpiagemente.

3.3.Deteccion de anisakidos en muestras enviadas paaidentificacion

Todas las muestras remitidas para analisis a wué&gioratorio, una procedente de
infeccion humana y dos halladas en el alimentorespondieron @seudoterranova
cattanipor analisis molecular (Figura 9).
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4. Discusion

El método de identificacion molecular desarrollagio el presente trabajo permitid
diferenciar los géneros de parasitos inicialmeeteabntemplados (i.eAnisakis,
Pseudoterranova, ContracaecunHysterothylaciurpy ademas identificar a otro como
correspondiente al génerberranova en pescados adquiridos en comercios de las
ciudades de Buenos Aires y Mar del Pldtas longitudes de los productos de PCR
generados en la reaccion de amplificacion fuerderehciales para cada género de
anisakidos, y estos resultados fueron concordasdesel andlisis de indentificacion
morfologico de los parasitos. La secuenciacion eaiddica y el subsiguiente analisis
comparativo, mediante la herramienta Blastn, ddrigmentos amplificados, permitié
la identificacion a nivel de especie de los ejemgdastudiados.

Ademas, la identificacion a nivel de especie ewitenuna correlacién con los
hospedadores y su distribucién geogréfica previgenmportadas para estos parasitos
(tablas 2 a 6).

Diferentes especies de anisakidos suelen ser magitaimente similares y en ocasiones
sus estructuras son dificiles de reconocer, ygpgeao ser correctamente obtenidas en
procedimientos quirdrgicos, 0 por no encontrarseseon/adas en condiciones idoneas.
Estas pueden estar asociadas con distintas forhivssas de la enfermedad en
humanos. Debido a esto, un método de identificaaidrivel de especies de larvas de
anisakidos, como el empleado en el presente traib@jtesis, es necesaria para la
identificacién del agente etiolégico y para efectaatudios epidemiolégicos de esta
parasitosis en un area determinada.

La sensibilidad de deteccion del método, deternsinamh los géneros implicados en
infecciones humanas fue similar paapegreffii, P. decipieng; H. aduncur(0,5pg)
aungue enC. osculatumlos productos de amplificacion se evidenciaron éhasta
dilucion decimal inferior. No obstante, el limite deteccion de 5 pg registrado @n
osculatumes consistente con otros métodos de PCR descpptasel diagndstico de
nematodes (Dangoudoubiyam et al, 2009).

Para evitar resultados falsos negativos de la RERIjsefio e incluyé en el ensayo un
control interno de amplificacion competitivo con la region del ITS1l d&N de los
géneros de anisdkidos estudiados. En esta estrateg@mpre se evidencia una
competencia entre el ADN blanco y el CIA, dondedacentracion del control interno
es critica para el limite de deteccion (Hoofarle@04). En este estudio se establecio
que 100 copias fue la menor concentracion de Cpazae producir una amplificacion
visible por electroferesis en gel. Este contratiind exhibié una leve competencia con
el ADN deH. aduncumy A. pegreffij aunque no afectd la deteccion de los restantes
anisakidos. De todos modos, la adicién del CIAstEma permitié un limite minimo de
deteccién de 5 pg. Es de notar que el ADN extrafdtas condiciones mencionadas en
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el apartado 2.2.2 arroja en promedio una conceairage 100 ng/ul, y siendo la
concentracién ajustada en la reaccion de PCR dg Gmlimite de detecciéon de 5 pg
seria mas que aceptable.

Finalmente se utiliz6 este método para el andlisisnuestras de parasitos recibidas en
el laboratorio para su andlisis. Estos parasitesofuidentificados comB. cattani

La presentacion del caso clinico fue similar adasos de pseudoterranovosis luminar
notificados de Chile, Perl, Norteamérica y EurdpaJapon, donde las formas clinicas
de pseudoterranovosis suelen presentarse de fawesascon penetracion del tracto
gatrointestinal, el agente causal de pseudoterami®vha sido recientemente
identificado comdP. azarasi(Arizono et al., 2011)P. cattanise encuentra como adulto
en el lobo marindtaria flavescengn aguas del Sudeste del Pacifico y del Sudoeste
Atlantico. Larvas de este parasito fueron iderddi@s en la musculatura de peces de
consumo en aguas argentinas y chilenas (Hernandsz2013; Timi et al, 2014). El
riesgo de infeccion humana en nuestro pais seagpersea similar al de Chile, donde
se han informado casos de esta parasitosi$ pdecipiens s.ISin embargo, hasta el
momento, no se han reportado casos humanos entiagorobablemente debido a la
tradicion de consumir pescado bien cocido, o alka le sospecha clinica del sistema
de salud frente a una patologia poco conocida estrlumedio. Es de notar, que aqui,
se describe el primer caso de diagndstico de adissik porP. cattanien nuestro pais
de una paciente que consumié ceviche en Per0. liestieo constituye la primera
identificacién de esta especie, proveniente deaxd® humana.

Por ultimo, y considerando las otras dos muestradizadas que se hallaban en el
pescado a punto de ser consumido, podemos infedrlg presencia de larvas de
Pseudoterranovean la musculatura de los peces, que apareceenger en el alimento
a consumir, constituye un riesgo para la salud mansh no se toman las medidas de
prevencion sanitarias adecuadas.
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5. Conclusiones

La anisakidosis constituye un problema de saludigaildado el aumento que ha
experimentado la prevalencia en los ultimos afiost@io el mundo, debido
principalmente, a la adquisicion de nuevos hébgastronémicos basados en el
consumo de pescado crudo o insuficientemente ah@ina

En nuestro pais, en particular, ha aumentado lastagde pescado a través de la
popularizacion de platos exoticos, como el sushgeymovimientos naturistas que
promueven el habito de consumir pescado crudo o pocido. Por este motivo, es

importante el diagndstico diferencial por parte daboratorio para evaluar la

emergencia de los anisakidos como agentes etiodie parasitosis.

El método disefiado permite identificar al mismani@ varios anisadkidos en una

reaccion de PCR convencional, seguida de la sei@ogit de nucle6tidos. Se propone
como una herramienta util para el estudio de gstnésitos en humanos, cuando las
estructuras morfolégicas no se encuentran consasvasimismo, este método podra
auxiliar al diagnostico diferencial con otras patphs gastrointestinales, favoreciendo
un tratamiento eficaz del paciente, como asi tambi®ntribuir a los estudios de

prevalencia y comportamiento de la anisakidosisiesstro pais.

Perspectivas futuras:

Conforme el numero de casos humanos de anisakidosiaestro pais aumente, de
acuerdo a lo esperado, otras estrategias diagagstisponibles hoy a un costo
accesible, como la PCR en tiempo real a travésisielde sondas de ADN especificas,
podran emplearse para la identificacion de espeeestos nematodes, sin la necesidad
de recurrir a un servicio de secuenciacion nuaesstj que puede ser poco accesible, de
mayor costo y demandar mas tiempo.
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6. Tablas

Tabla 1: Clasificacion taxondmica del génfArasakis

Clado 1

A. pegreffii 2
A. simplex sensu strictp  ComplejdA. simplex
A. SimplexC > Larva morfotipo |
A. typica

A. ziphidarum

A. nascettii )

Clado 2

A. physeteris
A. brevispiculata Larvamorfotipo Il

A. paggiae
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Tabla 2: Hospedadores del génarisakis® ®

Especie

Hospedador definitivo

Hospedador paraténic

A. simplex s.s.

Balaenoptera acutorostrata
Delphinapterus leucas
Delphinus delphis
Globicephala melaena
Lagenorhynchus albirostris
Orcinus orca

Pseudorca crassidens
Phocoena phocoena
Stenella coeruleoalba

T. trachurus

Brosme brosme

Salmo salar

Clupea harengus

Gadus morhua

Theragra chalcogramma
Reinhartius hippoglossoides

A D. delphis Merluccius merluccius
" Ziphius cavirostris Trachurus trachurus
pegreffi Tursiops truncatus Merluccius capensis
Caperea marginata Lepidopus caudatus
Thyrsites atun
Merluccius hubbsi
Parapercis colias
Pseudophycis bachus
A. simplexC L. albirostris P. colias
Lissodelphis borealis P. bachus
P. crassidens
A. ziphidarum Z. cavirostris Jurel, merluza
Mesoplodon layardii
Mesoplodon europaeus
Mesoplodon densirostris
A. nascettii M. layardii Moroteuthis ingens
M. densirostris M. merluccius
Mesoplodon mirus
Mesoplodon grayi
A. typica Globicephala macrorhynchus Thunnus thynnus

Sotalia fluviatilis
Steno bredanensis
Stenella attenuata
Stenella longirostris
S. coeruleoalba

T. truncatus
Lagenodelphis hosei
Mesoplodon bidens

M. merluccius

A. physeteris

Physeter macrocephalus
Kogia breviceps

Varias especies de peces (merluza, pez espada,
bacaladilla).
Predileccion particular por cefalépodos

A. brevispiculata y A. paggiae

K. breviceps
Kogia sima

Predileccion particular por cefalépodos

@) a lista de hospedadores definitivos y secundarosélo indicativa y es incompleta

debido a la amplia variedad de hospedadores per@epo de parasitos.

®) D'Amelio et al, 2013; Mattiucci y Nascetti, 200Mattiucci et al, 2009; La Rosa et

al, 2006.
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Tabla 3: Hospedadores del génBseudoterranov® ®

Especie

Hospedador definitivo

Hospedador paraténico

P. decipiens sensu stricto

Phoca vitulina
Halichoerus grypus

P. vitulina richardsii
Zalophus californianus

Peces gadidos del Océano
Atlantico Norte.

P. krabbei Phoca vitulina Gadus morhua
Halichoerus grypus Melanogrammus aeglefinug
Pollachius virens
P. bulbosa Erignathus barbatus Hippoglossoides
platessoides
Reinhardtius
hippoglossoides
P. azarasi Erignathus barbatus ND
Eumetopias jubatus
P. decipien& Leptonychotes weddellii Notothenia coriiceps.
P. Otaria flavescens Prionotus nudigula
cattani Percophis brasiliensis

Acanthistius patachonicus
Paralichthys isdsceles
Paralichthys patagonicus
Pseudopercis semifasciata
Conger

orbignianus Paralichthys
isosceles

ND: Dato no disponible

@ a lista de hospedadores definitivos y secundagosélo indicativa y es incompleta

debido a la amplia variedad de hospedadores per@®ego de parasitos.

®) Mattiucci et al, 2013: Hernandez-Orts et al, 200i&i et al, 2014
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Tabla 4: Hospedadores del gén€antracaecun?’

a- Especies que parasitan av¥s:

Especie Hospedador definitivo Hospedador paraténico
C. pelagicum Spheniscus magallanicus | Engraulis anchoita
Phalacrocorax atriceps
Thalassarche melanophris
Phalacrocorax atriceps
albiventer
C. rudolphiiy C. Phalacrocoracidae boreales ND
septentrionale
C. chubutensis Phalacrocorax atriceps ND
C. bioccai Pelecanus occidentalis ND
C. australe Phalacrocorax brasilianus | ND
C. microcephalum Phalacrocorax pigmaeus | ND
C. micropapillatum Pelecanus onocrotalus ND
C. gibsoniy C. overstreeti | Pelecanus crispus ND

ND: Dato no disponible

O | a lista de hospedadores definitivos y secundasosdlo indicativa y es incompleta
debido a la amplia variedad de hospedadores per@epo de parasitos.
® Garbin, 2009; Garbin et al, 2013.

27




Tabla 4: Hospedadores del gén€antracaecun?’

b- Especies del Complejo. osculatum®™

Especie Hospedador definitivd Hospedador secundafio
C. osculatunsp. A E. barbatus Theragra chalcogramma
H. grypus
E. Acinonyx
C. osculatunsp. B Pagophilus groenlandicug ND
P. vitulina
H. grypus
Z. californianus
C. osculatum sensu strictpH. grypus ND
C. osculatunsp. D L. weddellii Peces pelagicos y meso-

pelagicos pertenecientes g
las familiasChannicthydag
y Bathydraconidae.

C. osculatunsp. E L. weddellii Peces bentonicos
antarticos pertenecientes|a
la familiaNothotenidae.

ND: Dato no disponible

O | a lista de hospedadores definitivos y secundaosdlo indicativa y es incompleta
debido a la amplia variedad de hospedadores per@epo de parasitos.
W Mattiucci et al, 2013
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Tabla 5: Hospedadores del génelgsterothylaciunt® ®)

Especie Hospedador definitivo Hospedador paraténico

Hysterothylaciunde Notophthalmus viridescens| ND

anfibios de norteamérica

H. corrugatum Xiphias gladius ND

H. rhamdiae Rhamdia sapo ND

H. patagonense Percichthys trucha ND

H. aduncum M. hubbsi Themisto gaudichaudii
S. japonicus E. anchoita

Genypterus blacodes
G. brasiliensis.

Merluccius hubbsi

Hysterothylacium spiralsp. | Zenopsis conchifer ND
Nov.

H. geschein. sp Cauque mauleanum ND
H. winteri Eleginops maclovinus ND
H. fortalezae Scomberomorus cavalla ND

Scomberomorus maculatus
Harengula clupleola

H. reliquens

Archosargus
probatocephalus
Opsanus beta
Chilomycterus schoepfi
Halichoeres bivittatus
Micropogon undulatus

ND

H. deardorffoverstreetorum
sp. Nov.

Paralichthys isosceles

ND

ND: Dato no disponible

@ La lista de hospedadores definitivos y secundasosolo indicativa y es incompleta

debido a la amplia variedad de hospedadores per@ego de parasitos.
®) Torres et al, 1998; Rossin et al, 2011; Navora,et998; Knoff et al, 2012
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Tabla 6: Distribucién geogréafica de anisakiffds

Género

Especie

Distribucién

Anisakis

A. simplex s.s

Océanos Atlantico Norte
Pacifico Norte
Mar Mediterraneo (raramente)

A. pegreffii

Mar Mediterraneo
Océano Atlantico Sur
Aguas japonesas Yy neozelandesas.

A. simplexC

Distribucién de “piel de leopardo™:

Aguas del Pacifico de Canada y California
Chile

Nueva Zelanda

Océano Atlantico suroriental.

A. typica

Aguas calidas y tropicales:

Golfo de México

Costas brasileras

Costas de Somalia, Mauritania, y Morocco
Mar Mediterraneo (parte central este, incluye
Cyprus, Tunisia, y Lybia)

ndo

A. ziphidarum

Costas de Sudafrica
Mar Mediterraneo
Aguas del Atlantico Central hasta el Mar Cari

De

A. nascettii

Océano Atlantico Central

Costas de Madeira

Espafia noroccidental

Aguas de Sudafrica y Nueva Zelanda.

A. physeteris

Mar Mediterraneo (incluyendo las costas
Norte de Africa)

Costas atlanticas de Espafa

Océano Atlantico Central

Golfo de México.

del

A. brevispiculata y A. paggiae

Aguas cdlidas del Océano Atlantico (desd€
Golfo de México hasta las costas de la Penin
Ibérica)

el
sula

Continda Tabla 6 en la pagina siguiente
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Continuaciéon Tabla 6

Género Especie Distribucion
Pseudoterranova P. decipiens s.s. Regiones del Artico y Subrtico:
Noreste Atlantico (aguas escocesas, Isla Feroassa
del Sur de Islandia y noruegas)
Atlantico canadiense (aguas de Isla de Terrano
del Golfo de St Lawrence)
Aguas del Pacifico canadiense
P. krabbei Noreste Atlantico
P. bulbosa Mar de Barents
Mar de Noruega
Atlantico canadiense
Mar de Japon.
P. azarasi Océano Pacifico Norte (aguas japonesas y sajalihés
P. decipien€& Aguas antarticas y subantarticas.
P. cattani Sudeste de aguas del Pacifico (Chile)
Sudoeste Atlantico (costa patagénica argentina).
Contracaecum C. osculatunA Mares noruego y de Barents

Atlantico canadiense, islandés
Aguas del Pacifico canadiense
Mar de Japén.

C. osculatunB

Noreste y Noroeste del Océano Atlantico
Aguas del Pacifico norte

C. osculatum s.s.

Mar Baltico (Unica especie del complej@.
osculaturren este lugar)

C. osculatunb

Antartida: Mar de Weddell y Mar de Ross

C. osculatunk

Antartida: Mar de Weddell.

C. pelagicum

gu

ay

Peninsula Valdés y Bahia Engafio (Chubut.

Argentina)

C. rudolphiiA

Laguna de Venecia (Norte de Italia)

Contindia Tabla 6 en la pagina siguiente
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Continuacién Tabla 6

Género Especie Distribucion
Contracaecum C. rudolphiiB Laguna Oristano, Isla de Cerdefia y Salinas| de
Tarquinia (Italia)
Lago Mazury (Polonia)
C. rudolphiiC Bahia de Sarasota (Florida. EEUU)
C. septentrionale Islandia, Noruega
C. chubutensis Bahia Bustamante (Chubut, Argentina)
C. bioccai Pantano del Totumo (Colombia)
C. australe Laguna Santa Elena (Chile)
C. microcephalum Lago Scutari (Regién de Montenegro)
C. micropapillatum Asuan (Egipto)
C. gibsoni y C. overstreeti Grecia
Hysterothylacium H. corrugatum Ecuador
H. rhamdiae, H. patagonense, IHArgentina
aduncum, Hysterothylacium spirale
H. geschei, H. winteri, H. aduncum | Chile
H.fortalezae, H. reliquens, H.Brasil
deardorffoverstreetorum H. reliquiens también en norte del golfo de Méxicqy
sur de Florida
H. aduncum Atlantico Norte
Ampliamente distribuido en el hemisferio sur hasta

las aguas antarticas

@ D’Amelio et al, 2013; Mattiucci y Nascetti, 200Mattiucci et al, 2009; Mattiucci et
al, 2013; Hernandez-Orts et al, 2013; Timi et @ll£ Garbin, 2009; Garbin et al, 2013;
Torres et al, 1998; Rossin et al, 2011; Navond, 41998; Knoff et al, 2012.
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Tabla 7

a) Cebadores utilizados en la PCR para deteccionidéladios.

Cebador Secuencia nucleotidica
Ani-9F 5 CCGCCTTAATCGCAGTGG ‘3
Ani-552R 5"CAATTCGCACTATTTATCGCAGC '3
CIA-Ani-9F * 5'CCGCCTTAATCGCAGTGG
TTCAAACCCTACGTTACCGGG '3
CIA-Ani-552R * 5 CAATTCGCACTATTTATCGCAGC
CCAGAATGCATCTTCCGTGAT '3

* Las secuencias subrayadas son idénticas a l@glosts Ani.

b) Longitud de los amplicones obtenidos en la reacd@®RCR segun especie de

anisakido.
Especie Longitud del amplicén
A. simplex 544pb
P. decipiens 505 pb
C. osculatum 601pb

H. aduncum

583 pb

33




7. Figuras

Figura 1: Ciclo biolégico de parasitos anisakiddga@ucido de Levsen, 2010,
modificado de S. Mattiucc(European Food Safety Authority (EFSA), 2011)
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Figura 2: Alineamiento de secuencias de anisalathtsnidas de GenBank, en la region
18S - ITS1 - 5.8S del ADN ribosomal nuclear. En alloase resaltan las secuencias de
cebadores disefiados.
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Figura 3: Sensibilidad de la PCR para la detecd@®ADN deContracaecum
osculatum

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 1B4 15

601 pb

1 .

M 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 1B4 15

601phb

400pk

C. osculatuny el control interno de amplificacién (CIA) prodarcamplicones de 601
pb y 400 pb respectivamente.

A: PCR sin 100 copias de Cl&alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadgyeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @nlle 15: control negativo.

B: PCR con 100 copias de Cl8alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.

Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadqeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @nlle 15: control negativo.
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Figura 4: Sensibilidad de la PCR para la detecd®ADN dePseudoterranova cattani

A-
1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 1B4 15

M
i—___-_—--—- 50t pb
—

M 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 1B4 15

50E pb

400phb

P. cattaniy el control interno de amplificacion (CIA) prodarcamplicones de 505 pb y
400 pb respectivamente.

A: PCR sin 100 copias de Cl&alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadgeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @nlle 15: control negativo.

B: PCR con 100 copias de Cl8alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadgee8vamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @nlle 15: control negativo.



Figura 5: Sensibilidad de la PCR para la detecd®ADN deHysterothylacium
aduncum

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 145

58% pb
B-
1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 145 M
L S
L
s
582 pb !
40C pb e
——

H. aduncuny el control interno de amplificacion (CIA) prodarcamplicones de 583 pb
y 400 pb respectivamente.

A: PCR sin 100 copias de Cl&alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadgpeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @palle 15: control negativo.

B: PCR con 100 copias de Cl&alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.

Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadqpeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @alle 15: control negativo.
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Figura 6: Sensibilidad de la PCR para la detecd@®ADN deAnisakis pegreffi

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 145 M

544 ph

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 145

544 pb

40C pb

il -

A. pegreffiiy el control interno de amplificacion (CIA) prodarcamplicones de 544 pb
y 400 pb respectivamente.

A: PCR sin 100 copias de Cl&alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadgeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @nlle 15: control negativo.

B: PCR con 100 copias de Cl&alle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.

Calles 1 a 14la concentracion de ADN por ensayo duplicadqpeesvamente: 5 ng,
500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg, 50 fg, 5 @alle 15: control negativo.
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Figura 7: Sensibilidad de la PCR para la detecd@®ADN del Control interno de
amplificacion (CIA).

1 2 3 4 5 6 W8 9 10 11 12 13

400 pb

Calle M: marcador de tamafio molecular de 100Qddles 1 a 12el nimero de copias
de ADN de CIA por ensayo duplicado, respectivamehte 1d, 1. x 16, 1. x 16, 1. x
104 1, 0,1.Calle 13: control negativo.
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Figura 8: PCR para la deteccion de Anisédkidos tiés sanitario.

1 2 3 4 M

601 pb 582 ph

544 ph

50t pb

Fragmentos de distinto tamafio obtenidos por aroatifon de la region ITS1 de
Anisakissp.,Contracaecunsp.,Hysterothylaciunsp. yPseudoterranovap. (calles 1 a
4 respectivamente) Calle M: marcador de tamafiocut@ede 100 pb.
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50E phb

40C pb

Figura 9: PCR para la identificacion de anisékielosnuestras enviadas para su
identificacion

Las bandas de 505 pb y 400 pb correspondeseadoterranova cattarwi el control
interno de amplificacion (CIA), respectivamente.

Calle M: marcador de tamafio molecular de 100 pb. Calle3:1A®N de larva
procedente de infeccion humana, calles 4 a 6: ABNuva en filetes de mero crudos
recién comprados, calles 7 a 9: ADN de larva etolagoco cocida, calles 10y 11:
ADN de CIA sin ADN de parasito en la mezcla de o#ag, calle 12: control negativo.
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Figura 10: Caracteristicas diferenciales del extramterior de anisakidos.

K00 1L

ol

Anisakis sp. Fseudoterranova sp Contracaecsm sp.  Hysterothylaciten sp

a: anillo nervioso; d: diente; p: poro excretor; esofago; ci: ciego intestinal; v:

ventriculo; av: apéndice ventricular; i: intestino

Fuente: Yubero et al, 2004
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Figura 11: Larva déAnisakissp

a: Extremo anterior (la flecha indica un ventricutduminoso), b: extremo anterior (la
flecha indica el diente perforante), c: cola (lecHa indica el mucron), d: extremo
anterior visto con lupa binocular (la flecha indisaventriculo voluminoso).
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Figura 12: Larva delysterothylaciunsp

a-: Cola, b: ventriculo-ciego intestinal-apéndice ventricular, c: extremo anterior.
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Figura 13: Larva d@seudoterranovap

a: Cola; b: Intestino (flecha azul), ventriculce¢ftha amarilla), ciego intestinal (flecha
roja).

Figura 14: Larva d€ontracaecunsp (cola)
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