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RESUMEN

Debido a la creciente incidencia de la presencia de Anisakis spp. en pescados,
especialmente en las costas del Cantabrico, las investigaciones sobre este parasito han
aumentado, asi como las medidas de control y prevencion establecidas por el gobierno
para minimizar cualquier riesgo de enfermedad causado por su presencia accidental.

En el presente trabajo se determina la carga parasitaria de siete especies de pescado
comercializadas en Asturias. Se establecieron las frecuencias de parasitacion en funcién

del hospedador, resultando ser bacalada y merluza las especies mas parasitadas.

Mediante el andlisis de secuencia del gen que codifica el enzima mitocondrial Cox 2 se
evalud la diversidad interespecifica del género Anisakis y se determiné la existencia de
tres especies diferentes, de las cuales dos pertenecen al género Anisakis (A. simplex y A.
pegreffii) y una al género Hysterothylacium (Hysterothylacium aduncum). El estudio
revel6 que A. simplex es la especie predominante en el Cantabrico, ya que de todos los
individuos examinados un 87,5 % pertenecian a esta especie, mientras que solo el
10,5% pertenecian a A. pegreffii. La comparacion de carga parasitaria entre especies de
pescado permite concluir que no se trata de nematodos especificos de las especies de
hospedadores estudiados, sino que la presencia del parasito en un hospedador concreto

se explica por otros factores como el tamafio o la alimentacion.

También se elaboré un arbol filogenético en el que se han reflejado las relaciones
evolutivas entre individuos en funcion de su haplotipo y en el que también se representa

el hospedador que lo contenia.



ABSTRACT

Due to the growing incidence of Anisakis spp. in fish, especially in the Cantabrian coast,
research on this parasite have increased, as well as the control and prevention measures
introduced by the government, to minimize any possible risk of disease caused by

accidental presence.

In this document, the parasite load of seven species of fish marketed in Asturias has
been determined. Parasitation frequencies are determined based on the host, being cod
and hake, the most parasitized species.

Through genetic analysis of mitochondrial enzyme Cox-2 interspecific diversity of the
genus Anisakis sp was evaluated and it was concluded that there are three different
species, two of which belong to the genus Anisaki (A, simplex and A. pegreffii) and the
other belong to the Hysterothylacium genus (Hysterothylacium aduncum). The study
revealed that A.simplex is the predominant species in the Cantabrian sea, because of all
individual tested, 87.5% belonged to this species, while only 10.5% belonged to
A.pegreffii.

Comparison of parasite load between different species of fish, leads to the conclusion
that the relationship between nematode and fish is not specific, but the parasite in a

particular host is explained by other factors such as the size or feeding.

In addition, a tree that reflects the evolutionary relationships between individuals based

on their haplotype and the host which contained, was also designed.
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1. INTRODUCCION

El pescado es un producto esencial en nuestra dieta, ocupando un lugar destacado en la
alimentacion humana. En algunos paises constituye el principal aporte de proteinas de
origen animal, y desde hace tiempo forma parte indiscutible de la dieta Mediterranea.
Su consumo ha sido muy recomendado por especialistas, ya que tiene un alto valor
nutricional, contiene proteinas de alta digestibilidad y &cidos grasos poliinsaturados que
producen un efecto beneficioso en el organismo. A pesar de esto, el pescado también
figura entre los alimentos con mayor riesgo de transmision de parasitos. En muchas
ocasiones contienen agentes patdgenos que afectan a la seguridad alimentaria,
provocando un peligro para la salud.

El parasitismo en peces dulceacuicolas y marinos es sefialado como un fenémeno
frecuente y constante (Luque y col., 2004). Diferentes tipos de parasitos pueden estar
presentes en una misma especie de pescado, o incluso en un solo ejemplar. Dentro de
ellos, los nematodos constituyen uno de los grupos de mayor importancia, por su alta
prevalencia y capacidad para causar enfermedades (Oliveiro y Baldiris, 2008). Esto
provoca fuertes consecuencias negativas a nivel socio-econémico en el sector

pesquero.

La enfermedad producida por el parasito Anisakis spp. se denomina anisakiasis. Es una
zoonosis producida por larvas de un nematodo de la Familia Anisakidae que se
encuentran en la cavidad corporal, principalmente en las visceras (Figura 1) y también
en el sistema muscular de peces tele6steos como la merluza, y moluscos cefal6podos,
que son ingeridas accidentalmente por el hombre cuando consume pescado parasitado
insuficientemente cocinado (ahumados, adobo, salazones, etc.) o sobre todo crudo.

La alta prevalencia de estos parasitos en pescados consumidos habitualmente y sus
graves consecuencias para la salud humana, ha creado la necesidad de identificar las
especies de Anisakis.

El primer caso de anisakiasis humana fue descubierto en un nifio groelandés en el afio
1876, y posteriormente se constaté en Holanda en 1960 por consumo de arenque
ahumado. En Espafia los casos descritos hasta finales de 1998 fueron 32, siendo Arenal

Veral y col. quienes publicaron en 1991 el primer caso de esta enfermedad. En 1992,
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Barros y col. publicaron tres casos de anisakiasis humana en Espafia por consumo de

sardinas crudas.

Figura 1. Pescado infectado con larvas de Anisakis spp. enrolladas.

La presencia de Anisakis spp. en productos de la pesca es un peligro para la salud que
no se debe subestimar, ya que aunque la mayoria de estos parasitos no son patdgenos
para el hombre, algunas especies si originan enfermedades graves. Se localizan
principalmente en pescados consumidos habitualmente que viven en aguas
relativamente frias como el Océano Atlantico Norte y el Mar Cantabrico, por lo que el
Gobierno lo ha considerado un problema de salud publica.

Los controles de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién han
determinado que en Espafia, el 36 % del pescado de las lonjas esta infestado por
Anisakis spp. La mayoria del pescado parasitado se captura en el Mar Cantabrico y en el
Océano Atlantico, mientras que solo el 6 % proviene del Mediterraneo.

El cuadro clinico se traduce en un sindrome gastrointestinal, oscilando desde una
presentacion leve con nauseas y dolor abdominal hasta una forma mas intensa con
sintomatologia propia de apendicitis u obstruccion intestinal. También se ha observado
que algunos pacientes, sin relacién expresa con dicha patologia digestiva, presentaban
sintomatologia alérgica, desde urticaria o angioedema hasta shock anafilactico. El

diagnéstico de la enfermedad es dificil porque suele confundirse con otras patologias,
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por ello el numero real de casos no aparece reflejado en las estadisticas
epidemioldgicas, y solo se confirma con la visualizacion de las larvas por gastroscopia;
no obstante, el antecedente dietético, el cuadro y los hallazgos clinicos, asi como

examenes alergologicos, permiten establecer un diagndstico de sospecha.

La anisakiasis es frecuente en la poblacion japonesa, donde se registra el 95% del total
de casos denunciados en todo el mundo (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricion, AESAN). En Japon, el habito de consumir pescado crudo esta muy
extendido, mientras que en Europa y de manera especial en Espafia, la preocupacion por
este problema ha ido incrementando en los Gltimos afios.

La infestacion humana se ha asociado al consumo de platos tradicionales orientales
preparados con pescado crudo como el sushi o el sashimi, a la ingestién de pescado
ligeramente salado y también a aquellos pescados en los que se emplean técnicas de
preparacion que no requieren altas temperaturas, como el escabechado entre otras.

Para combatir este problema el Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN) ofrece medidas para reducir la incidencia del
parasito en los consumidores del pescado y disminuir el riesgo de enfermedad, tanto a
nivel de produccion primaria como de manipulacion y consumo en tierra.

Desde el descubrimiento del primer caso de esta enfermedad en Espafia, se ha
observado un aumento en las investigaciones, lo que ha conllevado una importante
sensibilizacion social y una mejora en las medidas de prevencion. Sin embargo, las
mismas fuentes consideran que el aumento de la incidencia en aquellos paises en los que
el consumo de pescado es poco frecuente ha sugerido la posibilidad de que las medidas

preventivas no son tan eficaces como se creia.

El objetivo del presente proyecto es hacer una estimacion de la carga parasitaria, en
concreto del genero Anisakis, presente en cada hospedador, y averiguar si se trata de
especies especificas, también se hard un estudio de la variabilidad genética
interespecifica y se concluira con la elaboracion de un arbol filogenético que explique la
relaciébn entre individuos. Para llevar a cabo este proyecto, se ha planteado la
realizacion de un trabajo experimental que nos permita conocer la situacion real de
parasitacion, concretamente en nuestra region, de siete especies de pescado
hospedadoras de gran importancia comercial en el sector pesquero, como son la

merluza, el gallo, la bacalada, el chicharro o jurel, la caballa, el boquerdn y la lubina.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

2.1 TAXONOMIA

En los dltimos afios se ha observado un incremento de la prevalencia de la anisakiasis
humana en todo el mundo, debido principalmente a la variacion de los gustos
gastronémicos y la globalizacién de los viajes entre otras causas. Lo que ha provocado
que el interés sanitario por este parasito haya ido en aumento no sélo en paises donde

tradicionalmente se consume pescado crudo.

La primera descripcion de las larvas tuvo lugar en el siglo XIX, pero no fue hasta el
siglo XX cuando se conocié el problema sanitario que representa la presencia de estas
larvas en el pescado.

Segun Anderson y col, 1974, los anisékidos pertenecen al Phylum Nemathelmintes,
Clase Nematoda, Subclase Secernentea, orden Ascarida, Suborden Ascaridina, Super
familia Ascaridoidea, Familia Anisakidae, Subfamilia Anisakinae, Género Anisakis. En
1961, Berland clasificé las distintas especies en dos grupos (Tipo | 'y Tipo I1) en funcion
de la morfologia de la larva, correspondiendo la de Tipo | a A. simplex y la de Tipo Il A.
physeteris.

En la década de los setenta, ante la imposibilidad de especificar la identidad de las
larvas presentes en el tracto gastro-intestinal humano, gran parte de los autores optaron
por identificar los nematodos como larvas Anisakis tipo I, tipo II, tipo Ill, tipo 1V,
segun los criterios morfolégicos de Shiraki, 1974.

En afios posteriores, los estudios in vitro permitieron identificar un determinado tipo de
individuos como una larva en tercer estadio de Anisakis simplex (Pippy y Vann
Banning, 1975, Grabda, 1976, Oshimay col., 1982).

En 1998, Paggi y col. descubrieron la especie A. ziphidarum, aislada en ballenas del
Mar Mediterraneo y de la costa africana.

Sin embargo, no fue hasta las décadas de los ochenta y noventa cuando los analisis
electroforéticos de proteinas codificadas por diferentes genes, permitieron confirmar las
diferencias entre larvas de tipo | y Il, y entre Anisakis simplex y Anisakis physeteris

(Orecchia y col., 1986). Gracias a aspectos ecoldgicos y a la distribucion geografica de
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los hospedadores se han podido reconocer genéticamente 9 especies de nematodos

pertenecientes al género Anisakis mediante el analisis de marcadores genéticos.

Los analisis basados en la electroforesis de enzimas multilocus (Figura 2) ha permitido
establecer una clasificacion del complejo Anisakis distinguiendo al menos tres especies
gemelas aisladas reproductivamente: Anisakis simplex sensu estricto (s.s.), Anisakis
pegreffii y Anisakis simplex C. Estas especies son iguales morfolégicamente, pero
existen diferencias geneticas, ecoldgicas e incluso en la patogenia que producen
(Kirstein y col., 2007).

A.simplex 5.5,

100 L Apegreffi

96 A.simplex C Type | larvae

A.typica

99
‘ A. ziphidarum
71

L

Anisakis sp

A. physeteris
94 Type |l larvae

A. brevispiculata
65 |:A‘ paggiae

Pseudoterranova ceticola

Figura 2. Cladogénesis de las especies del género Anisakis obtenida mediante analisis genéticos (Malttiucci, y
Nascetti, 2008).

2.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES

El género Anisakis comprende, como se ha dicho anteriormente, muchas especies
diferentes, y su distribucion geografica, como se muestra en la Figura 3, es
especialmente amplia, al tratarse de especies ecoldgicamente diferentes. Ademas suelen
presentar distintos ciclos de vida y hospedadores definitivos diferentes (Malttiucci y
Nascettii, 2008).
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Las especies mas importantes desde el punto de vista clinico son A. simplex, A. pegreffii

y A. simplex C. (http://www.mncn.csic.es/). En cuanto al complejo de Anisakis simplex

al cual pertenecen A. pegreffii, A. simplex s s. y A. simplex C. se ha visto que parasitan
principalmente peces pelagicos, demersales, y mesopelagicos como hospedadores
intermediarios.

Estudiando otras especies como A. zhipidarum se ha visto que en la etapa de
maduracion a estado adulto parasitan cetaceos de la familia Zhipiidae, mientras que en
la etapa larvaria viven en calamares.

Las especies del tipo A. physeteridae tiene como hospedador intermediarios calamares
de aguas profundas, en lugar de peces, y se han encontrado en torno a la costa
mediterranea italiana (Malttiucci y Nascettii, 2008).

Se ha concluido que A. pegreffii se distribuye principalmente en el mar Mediterraneo, y
en el Hemisferio Sur, y A. simplex s s. en el Atlantico Norte decreciendo
progresivamente desde el norte (sur de la costa de Noruega) hasta el sur (costa del
Algarve) y en el Océano Pacifico, mientras que A simplex C. se encuentra en el océano
Pacifico y en el hemisferio Sur (Malttiucci y col., 2007; Malttiucci y Nascetti 2008)
(Figura 3).

Se podria considerar que se trata de especies al menos parcialmente alopatridas; sin
embargo, esto podria no ser enteramente cierto porque se observa una superposicion en
el habitat de A. simplex s.s. y A simplex C ya que se encuentran en simpatria en la costa
del Océano pacifico canadiense. Por otro lado, A. simplex pegreffii y A. simplex C. lo
estan en el océano Atlantico sur (Malttiucci y Nascceti, 2008). En la costa atlantica de
la peninsula Ibérica (Figura 4), el sur de Irlanda y de Japdn se ha visto simpatria entre
A. pegreffii y A simplex s s. (Abollo y col., 2003; Martin-Sanchez y col., 2005; Umehara
y col., 2006; Marques y col., 2006).

En conclusion, se estima que Anisakis simplex tiene una amplia distribucién entre el
circulo polar Artico y 30 ° de latitud norte que comprenderia la costa de Japdn, Canada
(Atlantico y Pacifico), norte de Islandia, Islas Faeroe y Noroeste de Espafia, Mar de
Noruega, Mar Baltico y Mar Mediterraneo. En cuanto a la especie de Anisakis pegreffii

habita en una distribucién entre los 35° y 55° de latitud sur ya que ha sido encontrada
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en las islas Malvinas, Mar Mediterraneo, Nueva Zelanda, Costas de Sudafrica, estrecho

de Gibraltar y Atlantico Sur.

La mayor implicacion de una especie u otra en la enfermedad producida por estas larvas
es dificil de saber mediante su identificacion con métodos morfolégicos, por lo que
habria que recurrir a técnicas moleculares que hasta el momento no han sido aplicadas
sistematicamente para la identificacion de los patdgenos. A pesar de ello, la amplia
distribucion de Anisakis simplex en el hemisferio Norte, que abarca mayor extension
poblacional humana respecto a la distribucién de Anisakis pegreffii, sugiere que la

primera es la mayor causante de esta enfermedad en términos cuantitativos.

"1 A pegreffii [ A.simplex(s.s.) [ A.simplexc B A. typica [ A. physeteris

DA. brevispiculata [ A. ziphidarum A. paggiae . Anisakissp.

| =

Figura 3. Distribucion geografica mundial de Anisakis spp. (Malttiucci y Nascceti, 2008).
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Figura 4. Distribucion en la costa Atlantica de la peninsula Ibérica y costa Mediterranea Europea de las especies de
larvas de Anisakidos identificadas en un ejemplar de M. merluccius.

2.3 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE ANISAKIS

Los anisakidos son organismos dioicos, vermiformes, sin segmentacion y con cuerpo en
forma de cilindro alargado y afilado en sus extremos (Figura 5). Presentan una cuticula
gruesa formada por varias capas con estriaciones transversales propias de los nematodos
segregada por la epidermis y encargada de proteger al parésito de las condiciones
externas. Poseen un sistema digestivo completo, formado por tres labios bien
desarrollados y un diente cuticular; el es6fago posee dos porciones diferenciadas en
proventriculo y ventriculo, intestino con la presencia de un ciego intestinal y ano
(Moller y Anders, 1986).

La larva de Anisakis simplex es de color blanquecino aunque cuando estan encapsuladas

en el musculos de los peces puede presentar un tono parduzco), tiene una longitud de

entre 18 y 39 mm y un didmetro de 0,14-0,6 mm.
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Figura 5. Morfologia de un Anisakis sp.

Los ciclos de vida de los parasitos pueden ser sumamente complicados. Gran parte de
ellos presentan adaptaciones para encontrar e infectar con éxito a sus hospedadores;
ademas, pueden presentar estructuras especializadas que les permiten mantener contacto
con ellos (Teresa Valverde y col., 2005).

Anisakis simplex es un nematodo de distribucion cosmopolita (especialmente abundante
en aguas frias y polares) que alcanza la madurez sexual en el estbmago de mamiferos
marinos cetaceos y pinnipedos (Davey, 1971). Los huevos, que son expulsados al medio
marino junto con las heces del hospedador definitivo, son ligeramente ovalados
(aproximadamente 45x50 um), en el momento de la expulsion no presentan todavia un
embrion desarrollado en su interior, y poseen una cascara fina, lisa y transparente (Van
Banning, 1971; Brattey y Clark, 1992). Una vez en el medio marino, los huevos
sedimentan mientras tiene lugar el desarrollo embrionario (Sluiters, 1974). El periodo
de maduracién se ve influenciado por la temperatura del agua, y la eclosiéon puede
ocurrir a los 4-8 dias a 13-18 °C, a los 20-27 dias a 5-7 °C, y a los 57-82 dias, a
temperaturas inferiores a 5 °C.

Antes se creia que las larvas que emergian del huevo tras eclosionar pertenecian al
segundo estado larvario, sin embargo hoy se ha demostrado que estas larvas son
realmente L3 (estadio 3), lo que supone que en el interior del huevo tienen lugar las dos
primeras mudas. La primera ecdisis tiene lugar a las dos semanas tras la incubacion de

los huevos en agua de mar a 6°C, mientras que la segunda ocurre 3 0 4 dias después. Las
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larvas L3 salen del huevo y permanecen envueltas en la cuticula de la larva L2.
Presentan un anillo nervioso, un diente de penetracion cefélico y tracto intestinal
rudimentario. Su cuerpo es puntiagudo en el extremo posterior y su tamafio suele
comprender entre 330-370 um de largo, incluyendo la cuticula (Van Banning 1971,
Smith 1971, Grabda 1976). Estas larvas pueden sobrevivir en el medio marino nadando
libremente alrededor de una semana a 24,3°C y entre 8 y 14 semanas a 4-0°C, hasta ser
finalmente ingeridas por crustaceos (hospedadores intermediarios), donde pierden la
vaina cuticular, migran al hemocele y completan su desarrollo. Segun estos autores la
capacidad infectante de las larvas L3 para el resto de hospedadores que estan implicados
en el ciclo bioldgico de Anisakis simplex (peces, cefalépodos y mamiferos marinos)

podria estar condicionada por el tamafio de las mismas.

Los peces, principalmente teledsteos, adquieren el tercer grado larvario cuando ingieren
crustaceos, aungue también pueden hacerlo cuando se alimentan de otros peces
contaminados o cefalépodos. Una vez en el interior, las larvas penetran la pared del
tracto gastrointestinal alcanzado la cavidad corporal, donde pueden aumentar de tamafio
sin experimentar ningdn tipo de muda (Oshima, 1972), o bien pueden sufrir las dos
ultimas mudas y alcanzar la madurez sexual. En los calamares, las larvas se sittan en la
pared externa del estdbmago, mientras que en los peces suelen distribuirse en la
musculatura enrolladas adquiriendo forma de espiral plano (Figura 1) y también bajo el

tejido conectivo de las visceras, como veremos posteriormente en el estudio realizado.

El ciclo del nematodo Anisakis simplex se completa cuando los hospedadores
definitivos ingieren los peces teledsteos y/o cefalopodos contaminados con las larvas L3
de anisakis. Sin embargo, las larvas contenidas en los crustaceos, también pueden ser
directamente infectantes para los mamiferos marinos. El tercer estadio larvario es el

tipicamente infectivo para los seres humanos, que son hospedadores accidentales.
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Figura 6. Ciclo de biolégico de Anisakis spp. (Levsen y Lunestad, 2010)

2.4 CUADRO CLINICO DE ANISAKIS

Una vez ingeridas por el hombre, las larvas pueden generar diferentes cuadros clinicos
e Anisakiasis aguda, gastrica e intestinal

Anisakiasis extraintestinal

Anisakiasis crénica

e Anisakiasis gastro-alérgica

El asentamiento sobre

la pared del

estbmago produce cambios patoldgicos.
Normalmente se observan grupos de 50-100 paréasitos en los estados larvarios L3y L4

conocidos como granuloma eosinofilicos, en el centro de Ulceras 1-6 cm de diametro.
El extremo anterior del nematodo alcanza la submucosa, donde se encuentran rodeados
por fibrina e infiltracion celular masiva. La acumulacién de abundante tejido

granulomatoso alrededor de la lesion hace que la mucosa y submucosa se vean
engrosadas.

En algunas ocasiones las larvas pueden perforar totalmente la pared del tracto
gastrointestinal, alcanzar la cavidad abdominal, y una vez en ella, migrar a diferentes

localizaciones donde son destruidas por el sistema inmunitario del hospedador. Aunque
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la anisakiasis extraintestinal generalmente se asocia a manifestaciones clinicas leves, la
diversidad de tejidos afectados trae consigo mayor heterogeneidad en las alteraciones
patoldgicas.

Actualmente, la toxoinfeccion producida por Anisakis spp. preocupa no solo por la
infeccion parasitaria en el pescado que se consume, sino también por las respuestas
alérgicas, que pueden llegar a ser muy graves, por la hipersensibilidad que se produce
como consecuencia de la enfermedad gastro-alérgica.

En la forma gastro-alérgica, la exposicion al parasito provoca una respuesta Ig E total
y especifica de gran intensidad, con Ig M e Ig A presentes; la magnitud de la reaccién
corresponde a una respuesta de memoria, que Se propone concurre con una respuesta
primaria a nuevos antigenos y desencadena una reaccion de tipo Th 1 y Th 2 con
hipersensibilidad manifestada como urticaria, angioedema, broncoespasmo, asma y
shock anafilactico.

Estas manifestaciones parecen ser el reflejo sistémico de las manifestaciones alérgicas
locales en donde la desgranulacion de mastocitos es uno de los mecanismos del
hospedador para liberarse de la larva parasitaria y limitar la parasitosis. La forma gastro-
alérgica se sospecha tras la aparicion de la sintomatologia alérgica descrita que se
presenta de minutos hasta 24 horas después de la ingesta del pescado contaminado,
junto con sintomas abdominales como ndusea, vomito, diarrea y dolor abdominal
agudo.

El diagnostico de la anisakiasis se puede establecer con la anamnesis del consumo de
pescado, y con la determinacion de Ig E total y especifica. Asimismo, es de ayuda la
determinacion de Ig E, Ig G e Ig A, que ayuda a distinguir las reacciones cruzadas que
pueden presentarse contra otros parasitos como ascaris, toxocara 0 Echinococcus en la

prueba cutanea. (Joseph Bellanti y col., 2008).

El caso més representativo causante de alergia, es el antigeno Ani s 4, se trata de una
proteina identificada por investigadores del Hospital Carlos Ill, que es resistente a
tratamientos térmicos, a las altas presiones y a tratamientos con pepsina, puede producir
alergia en diferentes grados y en personas sensibilizadas llegar a ocasionar un shock

anafilactico. (http://dicat.csic.es/rdcsic)

Segun documenta la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2010), existe
la posibilidad de que se den casos de alergia a Anisakis simplex como resultado de la
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contaminacion de los productos de la pesca con alérgenos, sin necesidad de paréasitos

vivos para provocar la reaccion alérgica.

Sin embargo, hay controversia cientifica en este punto. Algunos cientificos defienden
que si la larva esta muerta, bien por cocinado o congelacion, no se producen cuadros
alérgicos, esto ha sido testado con pacientes alérgicos voluntarios, que tras ingerir larvas
que habian sido sometidas a tratamientos, ninguno de los voluntarios desarrollé alergia

a este parasito. (www.lavozdegalicia.es)

Una investigacion realizada por cientificos del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y el Instituto de Salud Carlos Il ha demostrado mediante la descripcion de
28 proteinas que la potencialidad alergénica de Anisakis varia dependiendo de la

especie de parasito (Susana C. Arcos y col., 2014).

2.5 LOCALIZACION DE LAS LARVAS EN EL HOSPEDADOR

Conocer la localizacion del parasito es importante para la poblacion, sobre todo si la
infeccion es en la musculatura del pescado, ya que es la parte que se consume. Las
larvas se encuentran formando una espiral plana y apretada sobre las visceras,
principalmente abdominales, sin embargo, también pueden migrar hacia la musculatura
de los peces, en primer lugar invaden la musculatura hipoaxial o ventral y
posteriormente epiaxial o dorsal penetrando profundamente.

La localizacion de la larva en el pescado se ve influenciada por distintos factores (Chia
y col., 2010, Smith, 1984, Tejada, 2009, Valero y col., 2006), como son:

e Laespecie de hospedador segln su habitat.

e La alimentacion del hospedador: En aquellos pescados que se alimentan de
crustaceos eufausidos como la bacaladilla, el arenque o la caballa, la mayoria de
las larvas se encuentran en la cavidad abdominal y visceras, mientras que los
pescados piscivoros como el bacalao o la merluza suelen presentar larvas
también en la musculatura hipoaxial que rodea el abdomen.

e EIl grado de infestacion: Un alto nUmero de parésitos en la musculatura indica

una infeccion previa en las visceras abdominales.
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e Edad: Los peces de mayor edad han tenido mas posibilidades de adquirir el
parasito.

e Condiciones de almacenamiento después de su captura (Congelacion, salazon...).

Se han podido comprobar diferencias en la capacidad de penetracion en la musculatura
del pescado entre A. simplex y A. pegreffii. Suzuki y col. (2010) demostraron que
A.simplex s.s penetra a mayor velocidad. Ademas, Quiazon y col., (2001), vieron que la
presencia de Anisakis en la musculatura de los peces obedece también al tiempo que
transcurre desde que el hospedador se infecta. Por otra parte se vio que el higado de la
bacalada que es relativamente mayor que el de otras especies, y es el érgano que

alberga la mayor parte de las larvas L3 tras aparecer en la cavidad visceral.

Existen estudios que revelan la relacion positiva entre el tamafio y la edad del pez con la
prevalencia y abundancia media de las larvas en especies de peces que se comercializan
en areas del Atlantico y Mediterraneo (Abbatouy y col., 2011). Se sabe que este parasito
es capaz de sobrevivir en estos peces durante al menos 60 semanas; la supervivencia
depende de las defensas inmunoldgicas del pez (Levsen y Midthun, 2007).

Antiguamente, se creia que las larvas migraban a la musculatura pero se detenian una
vez muerto el pescado; sin embargo, algunos autores pusieron de manifiesto que la
migracion puede seguir produciéndose después de su captura, Smith y Wootten (1995),
observaron como aumentaba significativamente las larvas en el masculo del arenque
mientras lo conservaban en hielo durante 48 horas, aunque por otra parte Wharton y col.
(1999) observaron que en los pescados congelados en hielo hay menor migracion. Otro
factor clave que estimula la migracion de las larvas es la cantidad de grasa que
acumulan algunos pescados en el tejido muscular, como se vio en la caballa (Smith,
1984). Sin embargo, los que almacenan lipidos en el higado como en el caso de la

bacalada esta migracion no suele darse, a no ser que la infestacion sea masiva.

26 EJEMPLARES DE PESCADO COMERCIALIZADOS EN
ASTURIAS

2.6.1 Bacalada (Micromesistius poutassou)
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Conocida también como bacaladilla o lirio (Figura 7), pertenece a la familia de los
gadidos. Vive principalmente en aguas Atlanticas, Cantabricas (sobretodo en Asturias)
y Mediterraneas habita a profundidades considerables entre los 100 y 3000 m en aguas
templadas situadas los 79° y 26° de latitud norte donde se alimentan de pequefios
crustaceos, peces y cefalopodos. Para alimentarse realizan migraciones diarias, por el
dia descienden al fondo para alimentarse y por la noche se encuentran en la superficie,
los jovenes se encuentran mas cerca de la costa. Se reproduce sobretodo en invierno,
finalizando en el mes de mayo. Se trata de una especie muy abundante y de gran
importancia comercial, ya que se pesca en grandes cantidades y el precio en el mercado
es bajo, lo cual hace que sea un pescado muy consumido entre la poblacién.

Investigaciones realizadas por Universidades espafiolas y el Centro Nacional de
Microbiologia han constatado que la media de larvas de Anisakis spp. en bacaladillas

del Atlantico se ha cuadruplicado en los ultimos afios (www.sanycontrol.es/)

Figura 7. Ejemplar de bacaladilla (Micromesistius poutasou)

2.6.2 Merluza (Merluccius merluccius)
La merluza europea También llamada pescadilla (Figura 8), es un pescado marino
blanco de la familia de los merlGcidos que se distribuye por la costa de Europa y
Africa. Su tamafio oscila entre los 2 y 10 kgs y habita a una profundidad media de 200
metros a una temperatura de unos 5°C, aunque también se han encontrado a una
profundidad de hasta 1000 m, vive sobre sustratos blandos de fango o fango arenoso de
la plataforma continental, en el Noreste y Norte de la Peninsula Ibérica (Golfo de
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Vizcaya y Galicia). Los ejemplares menores de 15 cm se alimentan de crustaceos, y a
partir de esta medida su alimentacion se basa en peces de unos 20 cm de longitud entre
los que destaca la bacaladilla.

Constituye uno de los recursos mas importantes para la actividad pesquera europea, al
tener un altisimo volumen de captura.

Debido a la parasitacion entre otros motivos, las investigaciones se han dirigido a
mejorar el conocimiento de la especie para su domesticacion y posterior produccion en

acuicultura (https://oceanoecimat.wordpress.com).

Figura 8. Merluza del Cantabrico (Merluccius merluccius)

2.6.3 Caballa (Scomber scombrus)

También conocida en Asturias como Xarda (Figura 9), pertenece a la familia
Scombridae, suele alcanzar un tamafio de aproximadamente 30 cm y su peso oscila
entre 250-300 gr.

Forma parte del grupo de los pescados azules, que presentan gran cantidad de omega 3,
lo que hace que su consumo sea muy recomendado. Su distribucién es amplia, se
encuentra en el Océano Atlantico y el Mar Mediterraneo siendo objeto de una fuerte
pesca debido a su apetecible carne.

Se alimenta de otros peces de tamafio inferior, crustaceos y moluscos. Durante el
invierno la caballa se encuentra a unos 170 m de profundidad, pero cuando se acerca el

buen tiempo asciende a la superficie agrupandose en bancos muy numerosos.
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Posee una amplia variedad de usos culinarios, aunque por regla general son empleadas
en el enlatado o preparadas en escabeche; en este caso aumentaria el riesgo de
anisakiasis. http://www.pescaderiascorunesas.es/

Las principales artes de pesca para esta especie son las redes de arrastre y el palangre.

Figura 9. Ejemplar de Caballa (Scomber scombrus).

2.6.4 Boqueron (Engraulis encrasicolus)

Conocido también como bocarte o anchoa europea (Figura 10), es un pescado azul de
unos 15-20 cm de largo, con un alto valor comercial, ya que se captura
fundamentalmente para la alimentacién humana.

El tamafio de su ojo es grande en proporcion a su cuerpo, lo que indica que su hébitat
normal esta a gran profundidad (pez pelégico y gregario). En los meses célidos los
boquerones ascienden a la superficie para alimentarse y reproducirse, mientras que en
invierno permanecen a mas de 100 m de profundidad.

La anchoa europea abunda a lo largo del afio en todo el Mediterraneo, costa Atlantica de
Europa y Africa y el Mar Negro.

En Espafia se consume principalmente de tres maneras diferentes: fritos previamente
rebozados, macerados con vinagre, sal, ajo, perejil y aceite de oliva 0 como una
semiconserva en aceite de oliva previamente desecada en salazon.

Las preparaciones en semiconserva y en vinagre son potencialmente peligrosas para la

salud, por la posible presencia del parasito Anisakis, por lo que para ser comercializados
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en un establecimiento pablico se exige que sean sometidas previamente a un procesado
que elimine el parasito. (AECOSAN)

Figura 10. Anchoa del Cantabrico (Engraulis encrasicolus)

2.6.5 Chicharro (Trachurus trachurus)
También denominado jurel (Figura 11), pertenece a la familia Carangidae, tiene un
tamafio en torno a 40 cm y su peso suele ser entre 300gr-1kg. Puede encontrarse hasta
200-300 m de profundidad en las aguas del Pacifico Sur, en las cosas del Atlantico, Mar
Negro y Mediterraneo. Durante los meses de invierno habita lejos de la costa, y cuando
comienza el verano se acerca para reproducirse, su alimentacién esta basada en peces

pequerios y crustaceos. http://www.pescaderiascorunesas.es/

Figura. 11. Ejemplar de Chicharro (Trachurus trachurus)

2.6.6 Lubina (Dicentrarchus labrax)
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Pertenece a la familia Moronidae, es propia del Mar Mediterraneo y el Océano
Atlantico. Este pescado (Figura 12) es muy apreciado por su valor culinario y en la
pesca deportiva. Suele encontrarse a una profundidad de entre 0 y 15 metros. La época
de pesca transcurre entre enero y marzo, es muy voraz y su dieta se compone de
crustaceos, gusanos y otros animales marinos.

Su crianza esta ampliamente extendida en muchos paises Mediterrdneos. Los centros de
reproduccion producen huevos y larvas a partir de individuos reproductores en
condiciones muy controladas. Las instalaciones de engorde se componen de jaulas
flotantes en el mar, tanques de hormigdn o estanques de tierra. En todos ellos se
alimenta a las lubinas con piensos fabricados a harinas y aceites de pescado, la talla
comercial va desde los 180 gr hasta més de 1500 gr.

Con la finalidad de comprobar que los peces criados en condiciones controladas por
técnicas de acuicultura permite reducir practicamente a cero las posibilidades de
infeccion por Anisakis spp., la asociacion empresarial APROMAR llevo a cabo un
exhaustivo estudio de dos afios de duracion, junto con el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los alimentos y Nutricion del CSIC y con Agrupacion de Defensa
Sanitaria de la Acuicultura de la Comunidad Valenciana.

http://pescadosymariscos.consumer.es/lubina-o-robalo

Ademas otro estudio realizado por investigadores de la Universidad de Murcia demostro
la ausencia de larvas de Anisakis en lubinas cultivas en piscifactorias del Mediterraneo,
por lo que su consumo no supone un riesgo de exposicion a este parasito.

http://www.laverdad.es/murcia
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Figura 12. Ejemplar de Lubina (Dicentrarchus labrax)

2.6.7 Gallo (Lepidorhombus boscii)
Pertenece a la familia de los peces planos, poseen un tamarfio entre 20-30 cm con un
peso de 250 gr, cuyas especies se caracterizan por tener los ojos en el lado izquierdo del
cuerpo. El gallo (Figura 13) se pesca en las aguas del Atlantico Nororiental, en el Mar
del Norte y en el Mediterraneo occidental. Habita en profundidades entre 100 y 400
metros. Su alimentacion estd basada en crustaceos, cefalopodos y peces pequefios.

http://www.pescaderiascorunesas.es/

Figura 13. Ejemplar de Gallo (Lepidorhombus boscii)
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2.7 MEDIDAS PARA LA REDUCCION DEL RIESGO ASOCIADO CON
ANISAKIS SPP.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2010) realiz6 una evaluacion
sobre la seguridad alimentaria relacionada con la presencia de parasitos en productos
procedentes de la pesca, especialmente en lo referente al riesgo sanitario de producir
reacciones alérgicas. Se concluyd que el Unico parasito presente en estos productos y
con posibilidad de causar alergias es Anisakis spp. Los casos de alergias se observan
con alta frecuencia en algunas regiones europeas, y raramente o nunca en otras. Esto
puede ser debido a la diferencia de sistemas de vigilancia y habitos de consumo del
alimento. Se sugirid que, con objeto de reducir la incidencia de las alergias, debe
informarse sobre todos los riesgos existentes y los métodos fisicos y quimicos para
eliminarlos, tanto al personal médico, como a los trabajadores de la industria pesquera
y a la poblacién en general.

En el afio 2011 la AESAN (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion) ha
propuesto una serie de pautas para reducir el riesgo asociado a esta problematica,
indicando que las medidas deben aplicarse en todos los eslabones de la cadena de
produccion, desde la captura del pescado (area y tipo de practica) hasta la manipulacion
del pescado a bordo y en tierra.

2.7.1 Prevencion en la produccion primaria
Se considera la etapa méas dificil de controlar, pero sirve para reducir la presencia de
Anisakis spp. en pescados sin eviscerar. Esto se lleva a cabo evitando faenar en
determinadas areas muy contaminadas. Ademas, en el caso de aquellas especies de
peces que con mayor frecuencia estén parasitadas se recomienda capturar sélo a partir
de una determinada talla (WHO, 1995). También se debe controlar el impacto de la
actividad humana en la incidencia de esta enfermedad en practicas como eviscerar
pescado a bordo y arrojar las visceras al mar, ya que estas son consumidas por
crustaceos y otros peces que a la vez constituyen el alimento de los peces mas grandes.
Por otro lado, la evisceracidn del pescado en alta mar puede resultar positivo para el
consumidor, ya que cuanto antes se evisceren habra menos posibilidades de que las
larvas lleguen al musculo. Se ha comprobado en pescados, como el salmon de
piscifactoria, que se han alimentado exclusivamente de pienso, que la incidencia del

parasito es practicamente nula. Por lo tanto, el pescado debe eviscerarse en alta mar para
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evitar posteriores anisakiasis en el consumidor, pero es de suma importancia someter
antes las visceras a un tratamiento de forma que se inactiven las larvas antes de tirarlas

al mar, de este modo se evita que vuelvan a ingresar en la cadena trofica.

2.7.2 Précticas durante la captura y manipulacion a bordo

El tiempo que transcurre entre la captura y el eviscerado debe ser minimo, para reducir
la probabilidad de que el parasito emigre a la musculatura (principalmente hipoaxial en
algunas especies) del pescado post mortem. Las partidas muy parasitadas se deben
desechar (EFSA, 2010).

Se debe congelar el pescado a bordo lo antes posible, de esta forma se consigue
inactivar las larvas, aunque puede ser que no se destruya la capacidad de sensibilizacion
de los antigenos de la larva (Solas y col. 2008, 2009; Rodriguez Mabhillo y col., 2010).

2.7.3 Pescado fresco. Manipulacién en tierra e inspeccién
En este punto la prevencion se basa en el lavado de la cavidad abdominal tras el
desembarque, y si es posible eliminacion de la musculatura hipoaxial (en caso de que no
sea comercializado entero). Se debe realizar un examen visual del pescado entero. Si se
trata de filetes y estos contienen larvas, estas deben extraerse con un cuchillo y practicar
un examen por transiluminacion (consiste en proyectar una fuente luminosa por la parte

inferior del pescado, para lo cual se suelen utilizar mesas iluminadas) (Gago Cabezas L.

y col.).

2.8 TRATAMIENTOS UTILIZADOS PARA LA INACTIVACION DE
LARVAS DE ANISAKIS.

Los métodos empleados en la industria que se han explicado hasta ahora, no son en
muchas ocasiones suficientes para evitar el consumo de pescado infectado, por lo que se
debe recurrir a tratamientos fisicos y quimicos como los que se explican a continuacion.
Hay que tener en cuenta que aunque la larva este inactiva después de haber sometido el
pescado a distintos tratamientos, las proteinas de la larva permanecen y pueden producir
episodios de alergia en aquellas personas que han sido previamente sensibilizadas por

ciertos alérgenos.

2.8.1 Congelacion
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La eficacia de la congelacion para inactivar las larvas de Anisakis spp. es
incuestionable. De hecho, se considera que la congelacion es el Gnico punto critico de
control eficaz para prevenir la infeccion por nematodos cuando se aplica el sistema
Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC) a la obtencion de
determinados productos de la pesca.

La eficacia de este tratamiento depende de varios factores como la temperatura, el
tiempo que dura el pescado congelado, y la cantidad de grasa que posee.

Segun el reglamento 853/2004 (BOE num. 302, Martes 19 dic 2006) se establecen
normas de higiene de los alimentos de origen animal y establece que los peces y
productos a base de ciertos pescados que se vayan a consumir crudos o practicamente
crudos deben alcanzar -20 °C en todos los puntos y mantenerse a esa temperatura
durante al menos 24 horas. Este tratamiento también debe aplicarse a productos que se
ahuman en frio, en los que la temperatura en el interior no supera los 60 °C, como es el
caso de la sardina, la caballa o el salmon salvaje del Atlantico o del Pacifico, y ademas
para aquellos escabechados o salados en los que el procesado no es suficiente para la
destruccion de las larvas.

Pero no todos los equipos que se utilizan para congelar son sistemas rapidos, como los
utilizados en las industrias. Debe tenerse en cuenta la capacidad de congelacion de los
equipos domésticos. La FDA especifica; “congelacion y almacenamiento <-20°C
durante 7 dias (tiempo total en congelador convencional), o congelacion a -35°C hasta
que se solidifique y mantener a la misma temperatura durante 15 horas, o bien congelar
a -35°C hasta que se solidifigue y mantener a <-20°C durante 24 horas”.
(http://www.fda.gov/downloads/Food/GuidanceRegulation/UCM251970.pdf)

2.8.2 Tratamiento térmico
Las larvas de Anisakis son sensibles al calor. Se ha visto que las larvas presentes en el
tejido muscular se inactivan a 55°C durante un tiempo entre 10 y 60 segundos, y a 60°C
en un segundo. La FDA considera que el tratamiento a 60 °C durante un minuto es
suficiente para matar las larvas (Bier, 1976) y la Comisién Internacional de
Especificaciones Microbioldgicas en Alimentos (ICMSF) recomienda que debe
alcanzarse 70°C en el interior del pescado. Se considera que el pescado frito y hervido,
asi como aquellos ahumados que superan los 60°C en su interior, los pasteurizados y
cocinados al vacio “sous vide” son seguros desde el punto de vista de inactivacion del

parésito. En cambio no se consideran seguros los ahumados en frio, los cocinados en
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plancha (no siempre esta “bien hecho”) y los sometidos a microondas, ya que las ondas
no llegan hasta el interior, sino que a partir de cierto punto el calor se transmite por
conduccién, y no se asegura una temperatura minima necesaria para inactivar el
parasito.

Por lo tanto, el tratamiento térmico también es eficaz, y el periodo de tiempo necesario
dependerd del tamafio de la pieza, por lo que los peces mas finos y pequefios son los

mAs seguros.

2.8.3 Ahumado
Se ha establecido que las condiciones de ahumado en caliente, siempre que el producto
se mantenga entre 70-80°C durante un tiempo de 3 a 8 horas, son suficientes para
asegurar la muerte de las larvas (FDA/CFSAN, 2001).

2.8.4 Altas presiones
Constituyen un tratamiento eficaz para la inactivacion de larvas de Anisakis spp. Se ha
comprobado que la aplicacion de 200 MPa inactiva el 100% de las larvas en 3 a 10
minutos (Molina- Garcia y Sanz, 2002), aunque pueden alterar las propiedades

organolépticas del producto al producir la desnaturalizacién de las proteinas.

2.8.5 Irradiacion
Las larvas de Anisakis spp. son mas resistentes que las de otros paréasitos, en algunos

casos se requieren tratamientos de hasta 10 KGy (Seo y col., 2006).

2.8.6 Adicion de salmuera
Las larvas de Anisakis spp. son sensibles a la sal pero sélo bajo ciertas condiciones. Se
recomienda concentraciones de cloruro sodico al 6-8% durante al menos 6 semanas. La
salazon en seco inactiva eficazmente las larvas de la superficie, pero si se trata de poco
tiempo no lo hace en el interior del pescado. La sacarosa durante 35 dias al 12%

también inactiva las larvas.(ICMSF)

2.8.7 Marinado o escabechado, acidificacion:
Un ejemplo son los boquerones en vinagre. La sal y el vinagre pueden reducir el peligro
asociado al Anisakis spp. pero no lo eliminan ni lo reducen hasta un nivel aceptable,
estos productos necesitan ser congelados previamente al procesado del escabechado o
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marinado. Para producir la inactivacion de las lavas a condiciones de pH acido se ha
propuesto para las anchoas el tratamiento del producto con una alta concentracion de
acido acético (10%) y de sal (12%) durante 5 dias (Sanchez — Monsalvez y col., 2005).

2.9 TECNICAS CONVENCIONALES DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE ANISAKIS EN PESCADOS

Debido a la creciente preocupacion por la presencia de parasitos, y especialmente de
Anisakis spp. en pescado y sus derivados, la ciencia se ha dirigido en los Ultimos afios a
la busqueda de métodos de deteccidn y control, que reduzcan o eliminen la presencia
del parésito en los productos procedentes de la pesca. Lo que proporciona un importante

beneficio tanto para la industria alimentaria como para el consumidor final.

Existen varios métodos de eficacia y complejidad variables que examinan y detectan la
presencia de Anisakis spp. en estos productos, entre los que se encuentran la inspeccion
visual simple del pescado entero, fileteado, observarlo al trasluz (transiluminacion con
luz ultravioleta) prensandolo, digestion, espectroscopia de imagen por absorcion
Ireflexion y conductividad. Todas ellas tienen como objetivo la deteccion del parasito
Vivo 0 muerto.

Por otra parte también se han descrito otros métodos de deteccidn basadas en secuencias
de nucleédtidos y péptidos pertenecientes a las larvas de Anisakis spp., que mediante
marcadores moleculares permiten la identificacion del parésito realizando técnicas
como la PCR. (L6pez y Pardo, 2010).

Existen técnicas inmunohistoquimicas basadas en anticuerpos policlonales como el
ELISA, Western Blot, Dot Blot o tiras cromatogréaficas, para la extraccion de las
proteinas causantes de la alergia en el pescado que contenga o haya contenido larvas de
Anisakis spp. vivas 0 muertas, para posteriormente inducir la formacion de anticuerpos
frente a dichos antigenos y/o para que puedan ser detectados mediante los anticuerpos

generados anteriormente.

2.9.1 Técnicas visuales

» Examen visual simple
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Este examen es el método méas sencillo de deteccion de parasitos y se basa
principalmente en la busqueda de Anisakis en la musculatura y en las visceras. Una
inspeccion ocular en ocasiones es suficiente para saber si el pescado esta infestado,
principalmente cuando la parasitacion es alta, pero es insuficiente para saber si contiene
proteinas parasitarias, y tampoco cuando se trata de pescado procesado como puede ser
el caso de conservas y surimi. La inspeccion del pescado fileteado revela la presencia
del gusano embebido cerca de la superficie, y se puede sacar facilmente con un
cuchillo. La movilidad de los parasitos una vez que la pieza alcanza la temperatura
ambiente, hace que sea facilmente reconocible.

» Transiluminacién
Esta técnica consiste en exponer el pescado, fileteado, a una luz artificial blanca o luz
UV, sabiendo que, en caso de la presencia de pardsitos, estos se veran opacos
facilitando su deteccion. Es una técnica de bajo coste y rapida, pero a la vez tiene
limitaciones como el grosor del filete, la presencia de piel, el contenido en aceite, y la
experiencia del operario, por lo que se considera de baja eficacia.

» Microscopia
También pueden ser identificadas y caracterizadas por su morfologia mediante

microscopia dptica y electronica.

2.9.2 Digestion
La digestion implica el uso de una solucion de pepsina/acido clorhidrico para liberar las

lavas del masculo y otros tejidos (Jackson et al., 1981; Smith y Wootten, 1975).

2.9.3 Conductividad
Esta técnica de deteccion se basa en la diferencia de conductividad de las larvas y el
musculo del pescado, siendo mucho mayor en el tejido de peces que en Anisakis spp.
La conductividad pone de manifiesto las propiedades eléctricas del musculo del

pescado, aunque cuenta con limitaciones como la presencia de piel.

2.10 TECNICAS INMUNOLOGICAS Y MOLECULARES

Las medidas destinadas a la proteccion de consumidores alérgicos han ido creciendo,

esto ha provocado que la deteccion de alérgenos en los alimentos sea de gran
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importancia tanto para la industria como para los organismos legislativos (Van Hengel,
2007).

Las actividades que controlan la produccion de estos alimentos se fundamentan en el
desarrollo de técnicas dirigidas a la deteccion de trazas de ingredientes alergénicos.
Existen distintos enfoques técnicos para la deteccion de proteinas alergénicas en
pescados. Algunos se dirigen a la proteina especifica (como en las técnicas
inmunologicas), y otros a un fragmento especifico de ADN, un marcador de la
presencia del alimento causante de la alergia. Estos métodos amplifican el ADN
mediante PCR y posteriormente son visualizados (Poms y col, 2004, Van Hengel,
2007).

2.10.1 Técnicas inmunoldgicas

Las técnicas inmunoldgicas permiten detectar y cuantificar los antigenos en el madsculo
del pescado y también en productos procesados. Ademas se ha podido comprobar que,
en algunos productos enlatados el procesamiento térmico puede hacer que epitopos de
antigenos que anteriormente estaban ocultos se muestren y causen nuevas alergias (Van
Hengel, 2007).

Segun Arlian y col (2003) hay 12 antigenos (Anil-Anil2) identificados y
caracterizados, aunque se sabe que existen un numero indefinido de antigenos que ain
no se han identificado.

El antigeno Ani s4 ha sido objeto de estudio para evaluar conjuntamente la accion de los
tratamientos dados al pescado en el reconocimiento de antigenos al ser una proteina de
bajo peso molecular, estable al &cido, pepsina y a elevadas temperaturas, se ha
demostrado que su alergenicidad se mantiene después del cocinado (Moneo y col.,
2000, Rodriguez Mahillo y col., 2008) y ha sido relacionado con episodios de
anafilaxia. Se estima que ha sido reconocido en el 27 % de pacientes alérgicos a

Anisakis spp. a pesar de ser un antigeno minoritario presenta un alto valor diagnostico.

Mediante el uso de anticuerpos policlonales se pueden detectar proteinas antigénicas del
parasito y anticuerpos policlonales que detecten el antigeno Ani s4 (termorresistente a
100°C durante 30 minutos) en tasas inferiores a 1ppm con tasas de recuperacion
mayores a 65 % y se ha demostrado que no presentan reacciones cruzadas. Los
antigenos extraidos se detectan por Inmuno Blot, ELISA o Western- Blot. Este método
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para el cual el CSIC solicitd una patente en 2008
(http://digital.csic.es/bitstream/10261/28597/1/2340978 _Al.pdf) tiene como objetivo
detectar la alergenicidad residual en aquellos pescados portadores de Anisakis spp. que

han sido ya sometidos a tratamientos culinarios y procesados industrialmente.

Western Blot
La inmunodeteccion por Western Blot es una técnica electroforética que permite la
deteccion especifica de las proteinas previamente separadas en el gel de acrilamida y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Una vez fijadas, las proteinas antigénicas
pueden manipularse sin perderlas y someterlas a reacciones, por ejemplo, con

anticuerpos como la Ig E (Kurien y Scofield 2009).

Dot Blot
El Dot-blot representa una simplificacion de las técnicas Northern- Blot, Southern- Blot
y Western Blot. Las proteinas antigénicas se inmovilizan directamente en la membrana
de nitrocelulosa y se hacen reaccionar con un anticuerpo marcado, de forma que al
reaccionar emite una sefial. Esta técnica es rapida y altamente sensible y no necesita
fendmenos de transferencia para el gel, sin embargo no ofrecen informacién sobre el
tamafio de la molécula estudiada (Besler, 2001). Por otro lado, si se detectan dos
moléculas de tamafios distintos, apareceran como un solo punto. Por lo tanto, esta
técnica solo permite averiguar la presencia o ausencia de una molécula al ser detectada

por una sonda de ADN o por un anticuerpo (Kurien y Scofield, 2009).

2.10.2 Técnicas basicas para el analisis de acidos nucleicos
El analisis de acidos nucleicos es una herramienta potente para el diagnéstico e

identificacion de especies a nivel molecular.

Extraccién del ADN
Como en la mayoria de técnicas empleadas para el analisis de genes, es necesario
realizar en primer lugar la extraccion y purificacion del ADN, de esta forma se obtienen
los acidos nucleicos liberados de cualquier resto de tejido presente en las células.
Para la extraccion del ADN del nucleo en organismos parasitos existen varios
protocolos diferentes, a continuacion se explica brevemente y como ejemplo uno de los

mas utilizados. En primer lugar se homogeneizan las células y posteriormente se
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rompen en un tampon de lisis, que suele contener el detergente SDS (dodecil sulfato de
sodio) y EDTA. Este tratamiento ademas de romper la membrana favorece la
desnaturalizacion de las proteinas. EI SDS actua rompiendo los enlaces no covalentes en
las proteinas desnaturalizandolas y ademas solubiliza las membranas lipidicas. El
EDTA es un agente quelante que desestabiliza la membrana al eliminar cationes
divalentes, principalmente el magnesio (cofactor de la desoxirribonucleasa) y a su vez
se degradan las DNasas que destruyen el ADN (Brown, 2006).

Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena polimerasa (a partir de ahora PCR) fue desarrollada en 1986 por
Kary Mullis, esta técnica supuso una revolucion en la biologia molecular lo que le llevo
a recibir el Premio Nobel de Quimica en 1993. Hoy en dia es una de las técnicas mas
utilizadas y permite la amplificacién in vitro de fragmentos de ADN millones de veces
en unas pocas horas, ademas permite utilizar cantidades extremadamente pequefias del
ADN muestra. Es una técnica muy Util para obtener cantidades utilizables de una
secuencia de ADN especifica que se desea analizar (Dale y Von Schantz, 2002).

El proceso es automatizado mediante un aparato llamado termociclador (Figura 14),

que es programable y permite calentar y enfriar los tubos donde ocurre la reaccion.

Figura 14. Termociclador del laboratorio de genética de recursos naturales del departamento de Biologia
Funcional de la Universidad de Oviedo donde tiene lugar la reaccién en cadena de la polimerasa.
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Su fundamento esta basado en la propiedad de las enzimas ADN polimerasas para
replicar las hebras de ADN en sentido 5> 3" utilizando como molde una hebra sencilla.
La ADN polimerasa requiere el uso de cebadores para la polimerizacion. Estos son
oligonuclettidos de ADN que se han sintetizado de forma que sean complementarios a
los extremos 3"del fragmento que se desea amplificar (Brown, 2006).

El proceso necesita una mezcla de reaccién, que se compone del propio ADN diana, los
cebadores, los desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs), la ADN polimerasa, y el
tampon adecuado que suele contener cloruro de magnesio ya que la enzima lo necesita
como cofactor.

El procedimiento (Figura 15) consiste en la sucesion consecutiva de una serie de ciclos
de altas y bajas temperaturas en los cuales ocurren distintos acontecimientos en el ADN.
La PCR convencional comprende entre 25 y 50 ciclos repetitivos y cada uno de los
cuales incluye tres reacciones secuenciales: en primer lugar se desnaturaliza el acido
nucleico de la secuencia diana, a continuacion el cebador hibrida (se ancla) con la
secuencia diana de cadena simple, y, finalmente ocurre la extension del duplex cebador-
diana. La ultima etapa corresponde a la elongacion del cebador, donde la polimerasa
incorpora sucesivamente nucledtidos trifosfato al extremo 3° a una temperatura de
72°C.

Antiguamente la técnica era lenta, y las polimerasas como proteinas que son, se
desnaturalizaban por las altas temperaturas, por lo que habia que afadir nuevas
polimerasas al inicio de cada ciclo. Hoy en dia se utilizan polimerasas termoestables,
procedentes de microorganismos capaces de crecer a altas temperaturas como es el caso
de la bacteria Thermus aquaticus del cual procede la Taqg polimerasa que fue aislada en
el afio 1968 por Thomas D. Brock y cuya temperatura éptima es de 80°C aunque puede

Ilegar a resistir temperaturas de 96°C durante 40-50 minutos.

Los cebadores suelen ser secuencias cortas de ADN de aproximadamente entre 20 -30
nucleotidos de longitud, que se seleccionan para que hibriden especificamente con la
secuencia que se va a estudiar. En la fase de apareamiento o hibridacién cuando el par
de cebadores se mezcla con el ADN diana, un cebador se une al sitio especifico de un
extremo del ADN diana mientras que, el otro cebador se aparea con el extremo opuesto
de la secuencia diana complementaria. En la préctica la temperatura y tiempo de

hibridacion varia segin la composicion de bases, el tamafio y la concentracion.
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Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)
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Figura 15. Esquema donde se muestran as etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa en ciclos sucesivos, y la
amplificacion exponencial de las secuencias diana.

Electroforesis
El uso de la electroforesis para la separacion de proteinas se ha llevado a cabo de
acuerdo a la idea desarrollada por el sueco Tiselius (1937).
La electroforesis es una técnica de separacion molecular en una mezcla. Cuando se
aplica un campo eléctrico, las moléculas se desplazan por el campo a una velocidad
determinada segun su relacion masa-carga. La fuerza motriz de la electroforesis es la
tension eléctrica aplicada a los electrodos que se sitdan a ambos extremos del gel. Si dos
moléculas tuviesen la misma masa, la de mayor carga neta se desplazara antes al
electrodo.
Muchas macromoléculas importantes como aminoacidos, péptidos, acidos nucleicos
pueden contener grupos ionizables en su estructura, ionizables a un pH determinado,
esto hace que la molécula tenga cierta carga, y por lo tanto las moléculas cargadas
migran hacia los electrodos con carga opuesta.
Actualmente, los soportes que se utilizan son geles de agarosa o de poliacrilamida, en
funcién del tipo de moléculas a separar (Nelson y Cox, 2006). Los geles de agarosa
tienen una resolucion menor que los de poliacrilamida, no permiten separar moléculas
de ADN inferiores a 50 pb, sin embargo el rango de tamafio es mayor (entre 50 pb y 40
Kb) y varia en funcion de la concentracion, a menor concentracion de agarosa, mayor es

el tamafio de las moléculas que se pueden separar. Los geles de poliacrilamida corren en
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vertical y tienen mayor limitacion en cuanto al tamafio de los fragmentos (5-600pb) que

gueremos separar pero poseen un poder de resolucion mucho mayor.

La electroforesis horizontal en geles de agarosa es un método normalizado con poca
resolucion ya que las bandas tienden a ser difusas y se utiliza para separar fragmentos
de ADN. El gel se realiza disolviendo la agarosa en polvo en un tampon de disolucion y
se calienta hasta llegar a ebullicién, posteriormente se enfria hasta llegar a 55°C
aproximadamente y se vierte en la cubeta donde se colocan los peines que daran lugar a
los huecos (calles) en los que se carga el ADN. Una vez solido el gel es cubierto con el
tampdn correspondiente.

Para visualizar los fragmentos el gel puede tefiirse mediante colorantes fluorescentes.
Antiguamente se utilizaba bromuro de etidio, aprovechando su propiedad intercalante
en la secuencia de ADN, pero debido a su perjudicial efecto mutagénico, ha sido
sustituido por otros considerados inocuos.

Cuando una muestra biolégica, como el ADN, se mezcla en una solucién tampon y se
aplica a un gel, la carga y la masa de la molécula actdan de forma conjunta. La corriente
eléctrica de un electrodo repele las moléculas y al mismo tiempo el otro electrodo las
atrae. Mientras esto ocurre, el gel ejerce una fuerza de friccion actuando como un
“tamiz molecular” que va separando las moléculas al atravesar forzadamente los poros
en funcion de su tamafio (Nelson y Cox, 2006).

El tampdn de alta fuerza ionica, hace que la conductancia eléctrica sea muy elevada y se
genera una importante cantidad de calor. Existen diferentes tipos de tampones para la
electroforesis de ADN bicatenario. Contienen EDTA (pH 8) y, tris- acetato (TAE), tris-
borato (TBE) o trisfosfato (TPE) a una concentracién de aproximadamente 50mM (pH
7 — pH 8). Los tampones suelen fabricarse de forma concentrada, y se diluyen cuando se

van a utilizar.

Secuenciacion
Constituye el conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la
determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, G, T) en una secuencia de ADN. El
desarrollo de la secuenciacion ha acelerado significativamente la investigacion y los

descubrimientos bioldgicos.
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Los métodos de secuenciacion se desarrollaron a finales de los afios setenta.
Originalmente se descubrieron dos metodos: el método Maxam y Gilbert (1977) y el
método de Sanger y col. (1977). Aunque ambos métodos producen grupos de
fragmentos marcados de distinta longitud, los cuales son separados por electroforesis,
estos métodos son conceptualmente muy distintos. EI método de Maxam y Gilbert se
basa en la degradacién quimica parcial de la cadena original de ADN, mientras que el
meétodo Sanger esta basado en la sintesis de una nueva cadena de ADN cuya elongacion
se detiene mediante la incorporacion de una base modificada o terminador. Este es el

método mas utilizado de forma rutinaria en el laboratorio.

El método enziméatico de Sanger consiste en la incorporacion de terminadores
dideoxinucledtidos (ddNTPs sin grupo 3"OH) a una nueva cadena de ADN mediante la
actividad de una ADN polimerasa. Cuando se incorpora un terminador, la ausencia del
grupo hidroxilo evita la formacion del puente fosfodiester en el siguiente nucleétido y la
elongacion de la cadena termina en ese punto. En el método original, cada uno de los
cuatro terminadores se empleaban en reacciones distintas en presencia de un nucle6tido
marcado radiactivamente, de forma que se obtenian poblaciones de ADN de distinta
longitud. Los fragmentos radiactivos obtenidos se separaban en un gel de poliacrilamida
y la secuencia de ADN completa se determinaba mediante autorradiografia.

La sustitucion de la radiactividad por fluorocromos ha permitido la automatizacion de
su deteccion y analisis, y la aparicion de secuenciadores automaticos. En el método
actual cada terminador se asocia a un fluorocromo distinto los cuales se incorporan a la
nueva cadena de ADN mediante PCR. Los nuevos fragmentos de ADN se separan por
electroforesis capilar y la sefial emitida por cada uno de los fluorocromos al ser
excitados por un laser es captada por unos detectores y analizada mediante soporte

informatico.

2.10.3 Anadlisis de secuencias biologicas mediante herramientas bioinformaticas

La bioinformatica constituye una herramienta fundamental para la investigacion
bioldgica ya que nos ofrece la posibilidad de comparar y relacionar la informacion

filogenética con fines deductivos.
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Durante la dltima década del siglo XX, la bioinformatica surgio al converger los
avances en ingenieria genética paralelamente a la explosion de las tecnologias de la
informacion. Esto se puede observar en la base de datos GenBank, cuya informacion se
duplica cada dos afios aproximadamente desde hace tiempo.
Algunas de las razones por las que se considera adecuada los softwares informaticos en
la investigacion bioldgica son:

e latransparencia, ya que la informacion publicada por los cientificos siempre esta

disponible.
e Potencia, estabilidad y flexibilidad,

e Economia

BioEdit

BioEdit es un programa gratuito para editar alineamientos y analizar secuencias. La
edicion de las secuencias en los cromatogramas (Figura 16) es muy importante para
paliar posibles errores en la lectura de las bases nitrogenadas de la secuencia analizada.
La edicion se realiza de forma manual, y consiste en corroborar visualmente la
correspondencia de picos de diferentes colores (a cada base se le ha asignado un color
diferente) con la secuencias de bases que aparece en la parte superior, y la correccion de
la misma en el caso en que esto sea necesario. La edicion resulta especialmente dificil al
principio y al final de la secuencia ya que los picos no estan bien definidos. Una vez
editadas las secuencias y para poder realizar comparaciones es necesario alinearlas
(Figura 17).

ry ABI Chromatogram: C:\Users\B\Desktop\SECUENCIAS\secuencias hechas\87_A210.ab1 E\@f

— . Selesiest mEmE Sample: 87_A210 |File: C:\Users'B'Desktop' SECUENCIAS secuencias hechas'87_A210.abl

30 0

60
C I T G c| C T C C g

P f el

Figura 16. Ejemplo: Cromatograma en el software Bioedit de una secuencia.
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Bacl-04 CTEGCTCC CTGATCCRECAGACTTCATAET G TC TTCT CCCGEGATATCRCT oTe

Bacl-05 CTAEGCTCCGACTGATCCACEAGRACTTCATAT G TC TTCT CCCGEGATATCRCT oTe _J
Bacaladal—-0g CTEGCTCC CTGATCCRCRAGRCTTCATAET G TC TTCT CCCEEGEATATCRCT T
bacaladal-07 /2T cTCC CTGATCCRCRAGRCTTCATAET G TC TTCT CCCEGE TATCRCT T
bacaladal—-21CTEGCTCC CTGATCCRCRAGRCTTCATAET G TC TTCT CCCEEGEATATCRCT T
bhacaladal 23/ CTEGCTCCRRCTERTCCRCRGRCTTCATAT GLRETC TTCT CCCEEERTATCRCTRRGCTC
Bacaladal—-24|CTRGCTCC CTGATCCRCRGRCTTCATET G TC TTCT GCCCGEEATATCRECT cTC
Bacaladal-25/CTAGCTCCAGCTGATCCACEAGACTTCATET G TC TTCT CCCEEGATATCRECT cTC
Bacaladal-28|CTEAGCTCCAGCTGATCCEACAGACTTCATET G TC TTCTATRACCCGEEATATCRECT T
Bacaladal—-47 CTEGCTCCGRACTRATCCECEGRCTTCATAT G TC TTCT CCCEEEATATCRECT oTe
EBacaladal-50CT=2GCTCC CTGATCCRECRGRACTTCATATGRAG TCG TTCT CCCEEEATATCRECT GCTC
BacaladaZ-05CT=2GCTCC CTGATCCRECRGRACTTCATET G TC TTCT CCCEEEATATCRECT oTe
Bacaladaz2-07 CTEGCTCC CTGATCCECREGRCTTCATET G TC TTCT CCCEEGAETATCRECT T
Bacaladaz-08 CTEGCTCC CTGATCCRECAGACTTCATAET G TC TTCT CCCGEGATATCRCT oTe

Bacaladaz-09CTEGCTCC CTGATCCRECAGACTTCATAET G TC TTCT CCCGEGATATCRCT oTe ;j

el KN - =

Figura 17. Ejemplo: Archivo del programa BioEdit con secuencias alineadas, en las que se muestran las bases
nitrogenadas en colores distintos.

Una vez obtenida la secuencia limpia, y como paso previo al analisis de datos, se
realizan busquedas en la base de datos GenBank, utilizando el algoritmo BLAST que se
encargara de comprobar si las secuencias revisadas con BioEdit son similares o iguales

a otras identificadas anteriormente para la misma especio y/o region analizada.

Finalmente, todas las secuencias que se obtienen en el desarrollo del estudio, se
depositan en la web del GenBank para que, tras su homologacién, otros usuarios puedan

utilizar esa informacion.
BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informéatico de
alineamiento de secuencias de tipo local. Este software es capaz de comparar una
secuencia problema con una gran cantidad de secuencias que se encuentren en una base
de datos (Figura 18). Este programa se utiliza para encontrar posibles genes homdélogos.
Cuando se obtiene una nueva secuencia, se usa el BLAST para compararla con otras
que ya han sido anteriormente caracterizadas, para asi poder inferir en su identidad
(Camacho, 2009). El algoritmo del programa encuentra las secuencias de la base de
datos que mas se parecen a la secuencia problema (Figura 19), siendo capaz de calcular
la significacion estadistica de sus resultados, para que puedan ser juzgados a traves de
ese parametro (Altschul, S.F. 1997, Jhonson, 2008, Camacho, 2009). Se considera la

herramienta mas usada para la anotacién y prediccién funcional de genes.
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BLAST utiliza el algoritmo heuristico de Smith- Waterman para realizar sus
alineamientos y los califica usando una matriz de sustitucion de nucleétidos. Dicha
matriz contiene la puntuacion (llamada score) que se le da al alinear un nucleétido de

una secuencia con otro de otra secuencia (Altschul, 1997).

BLAST fue desarrollado por el Instituto Nacional de Salud del gobierno de E.E.U.U. es
de dominio publico y puede usarse de forma gratuita desde el servidor del Centro
Nacional para la informacién Biotecnologica (NCBI). Entre las ventajas del uso del
servidor NCBI se encuentran que el usuario no tiene que mantener ni actualizar las
bases de datos y que la busqueda se hace en Cluster de ordenadores, lo que otorga
rapidez. Entre los inconvenientes se encuentran no se pueden hacer busquedas masivas
al ser un recurso compartido, no se pueden personalizar las bases de datos contra la que
busca el programa y las secuencias son enviadas al servidor del NCBI sin ningun tipo de
cifrado, lo que puede suponer un problema para quienes quieran mantener sus
secuencias privadas. La aplicacion local del BLAST tiene la ventaja de que permite
manejar varios parametros que en las basquedas del NCBI estan estandarizados, por lo
que provee una mayor seguridad para los wusuarios (Camacho, 2009).
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Sequences producing significant alignments:
Select: Al None Selected:0
1t Alignments o

Max Total Query E

Ident  Accessicn
score score | cover value

Description

Anisakis simplex voucher ASS3 cytochrome oxidase subunit |1 (COII) gene. partial cds: mitochondrial 950 950 99% 00 98% KCB100031

Anisakis simplex mitochondrion. complete genome 939 939 98% 00 98% KC965056.1
Anisakis simplex isolate F4_DNA11_C cytochrome ¢ oxidase subunit [Iike (COX2) gene. partial sequence: mitochondrial 933 933 99% 00 98% GQ338430.1
Anisakis simplex isolate F1_DNA16_C cytochrome c oxidase subunit [I-ike (COX2) gene. partial sequence: mitochondrial 033 933 98% 00 98% GQ3384281

Anisakis simplex isolate SMOLT4_DNA cytochrome ¢ oxidase subunit [l-ike (COX2) gene. partial sequence: mitochondrial 928 928 99% 00 97% GQ3384351
Anisakis simplex isolate F2_DNA17_C cytochrome ¢ oxidase subunit [Iike (COX2) gene. partial sequence: mitochondrial 928 928 99% 00 97% GQ33B42Y
|LJ_Anisakis simplex isolate 5_4 mitochondrion. complete genome 922 922 98% 00 97% JN7863221 |

Figura 18. Informacion proporcionada por el BLAST para identificar la especie.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

JErAIgNMents'

EiDownload ~ GenBank Graphics

Anisakis simplex voucher ASS3 cytochrome oxidase subunit [I (COIl) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence ID: gb[KCB810003.1| Length: 629 Number of Matches: 1

Range 1: 13 to 557 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
950 bits(514) 0.0 535/545(98%) 1/545(0%) Plus/Minus

Query 1 ATCTCTGAACATTGACCATARAACACACCAACAGTAGGAAAACTATGAGALACAGTAGAC 6@

Sbjct 557 ATCTCTGAACATTGACCATAAAACACACCAACAGTAGGAAAACTATAAGAAACAGTAGAC 498

Query 61  AAAATACCCGTTATAGCATCCAACTTAATAGATATTCTAGGCAAAGCGCAAGAATGAATA 128

Sbjct 497 AAAATACCCCTTATAGCATCCAACTTAATAGATATTCTAGGCAAAGCCCAAGAATGAATA 438

Query 121 ACATCCCCCGAGGTAATACAAAAACGGACATTAATATCACAAGGOAGAACACAACGATTA 180

Shjct 437 ACATCCCCCGAGGTAATACAARRACGGACATTAATATCACAAGGGACAACACAACGATTA 378

Query 181 TCAACCTCCAAAAGACGAGGCTCACCTAGCTCCGACTGATCCACAGACTTCATATAAGAA 248

Sbjct 377 TCAACCTCCAAAAGACGAGGCTCACCTAGCTCCAACTGATCCACAGACTTCATATAAGAA 318

Query 241 TCAAATTCTAAACCCGGGATATCACTAAACTCATAACTTCAATACCACTGATGACCAGTG 368

Sbjct 317 TCAAATTCTAAACCCGGGATATCACTAAACTCATAACTTCAATACCACTGATGACCAGTG 258

Query 301 ACTTTCACAGTCAAATTACTATCAGGATTCATCAAACCATAATAATAAAGTARACTCAAA 36@

shjct 257 ACTTTCACAGTCAAATTACTATCAAGATTCATCAAACCATAATAATAAAGTARACTCAAA 198

Query 361 GAAGGCACCATCTGAGCAACCAAGATTAAAGTAGGOAAAATACTACATARAAGTTCACCA 428

Sbjct 197 GAAGGCACCATCTGAGCAACCAAAATTAAAGTAGGGAAAATACTACATAAAAGTTCACCA 138

Query 421 AACTGATATTCAATCTTCTTACTCTtaa:—:taaa:—ett’.ciEEaa:—JEaTai:-E-:ca:-E: 488
R N

Sbjct 137 AACTGATATTCAATCTTCTTACTCTTAAAGTAAAAATTTCTAAAAAGAAGATAACCAAAC 78

Query 481 :-.tsac-—.;aaacg:—saga;sraac-.:.aa agcaaacTACAATTAAGGTTATGAA-CCAA 539
T ] (RN

a g accaaaa
[RERRN [EERERERRE IR RN e oa

Figura 19. Alineamiento y comparacion de la secuencia problema con la secuencia de referencia de Genbank.

DNASsp

Es un paquete informatico cuya funcidon principal es permitir el analisis de los
polimorfismos de la secuencia de ADN y SNPs (Polimorfismos de un solo nucle6tido)
que proporcionan informacion acerca de las fuerzas evolutivas que actdan sobre las
poblaciones y especies. Los métodos genéticos, en particular los que se basan en la
teoria coalescente, que defiende que las diferentes secuencias genéticas presentes en una
poblacion deben provenir de una Unica secuencia original, se han convertido en el

marco principal para analizar polimorfismos.

Entre las caracteristicas principales de este software se encuentran: la capacidad de
almacenar conjuntos de datos de gran tamafio, calculo estadistico de la genética

poblacional y proporcionar resultados en forma tabular o grafica.

Este software es capaz de analizar miles de secuencias con miles de nucledtidos para
estimar las medidas de variacion de la secuencia de ADN inter- e intrapoblacional,

como desequilibrio de ligamiento, recombinacion, flujo y conversion genético.

La magnitud del polimorfismo se estima mediante varias medidas calculadas como
pueden ser el nimero de posiciones nucleotidicas diferentes entre dos secuencias, la

diversidad de nucledtidos (Pi), su varianza de muestro y el error estandar entre otras.
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También permite calcular la divergencia genética entre poblaciones y cambios en el

tamario poblacional (Figura 20).

DNE Sequena

51 File Data Display Analysis Overview Generate Tools Window Help
EIEEERREREREE

DNA Polymorphism

Input Data File: C:\...ANueva carpeta‘global.nex

Mumber of sequences: ¥3 Mumber of sequences uzed: 73
Selected region: 1-94 MNumber of sites: 94

Total number of sites [excluding sites with gaps / missing data): 94

Mumber of polymorphic [segregating] sites, 5: 94
Total number of mutations. Eta: 93

Mumber of Haplotypes, h: 73
Haplotype [gene] diversity. Hd: 1.000
Yanance of Haplotype diversity: 000001
Standard Deviation of Haplotype diversity: 0.002

| Hucleotide diversity, Pi: 0,11445
Theta [per site] from Eta: 0.21667

Theta [per site] from 5, Theta-W: 0,20573
Variance of theta [no recombination): 00031543
Standard deviation of theta [no recombination): 0,05616
Yariance of theta [free recombination): 0.0004503
Standard deviation of theta [free recombination): 002122

| Finite Sites Model

Theta [per site] from Pi: 0.13506
Theta [per site] from 5: 0,46499
Theta [per site] from Eta: 0.29294

Average number of nucleotide differences. k: 10,758
Stochastic variance of k [no recombination]. Wst{k]: 23.854
5 ling wari. of k [no bination), ¥s[k]: 0,674
Total variance of k [no recombination). ¥W[k]: 24 528
Stochastic variance of k [free recombination]. ¥st(k]: 3.586
Sampling variance of k [free recombination]. ¥s[k]): 0.100
Total variance of k [free recombination]. ¥ik]): 3.686

Theta [per sequence] from 5. Theta-w: 19.338
Yariance of theta [no recombination): 27 872
Variance of theta [free recombination]: 3.978

4

= =

Figura 20. Andlisis de polimorfismos de secuencias de ADN en el programa DNAsp.

MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis)

La filogenia persigue trazar la relacion entre los ancestros y los descendientes,
representando las relaciones evolutivas en forma de arbol filogenético o de diagrama
arborescente. Las afinidades entre los individuos se calculan utilizando distintos
coeficientes en funcion del estudio. Existen varios métodos de construccion de arboles
(métodos que se basan en matrices de distancias como UPGMA y Neighbor-joining,
analisis de parsimonia, andlisis de méaxima verosimilitud) a través de programas

informaticos especificos que permiten su realizacién automatica.

v Neighbor-Joining (NJ): Este método consiste en agrupar secuencialmente los
individuos con menos distancia genética, considerandolos una sola entidad, y a
continuacion se busca el siguiente taxon a menor distancia con ese grupo y se

forma un nuevo agrupamiento. El proceso continla hasta agrupar todos los
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taxones en un mismo arbol. Es el método mas preciso para construir arboles
filogenéticos.

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean): Construye
un arbol por un método de agrupamiento secuencial. Este asume que los taxones
son grupos por si mismos, y agrupa los dos taxones mas cercanos entre si
basandose en la matriz de distancias, para posteriormente crear una matriz
reducida considerando el agrupamiento como un Unico taxén. EI mismo proceso
de agrupamiento se repite y se crea otra nueva matriz reducida, y asi
sucesivamente hasta que todos los taxones se sittan en el arbol.

Parsimonia: Se basa en la relacion de agrupacion entre parejas de OTUs en
funcion del minimo nimero de diferencias estimadas a partir de los sitios
informativos, la probabilidad del arbol mas simple explica los cambios en las
secuencias.

Maxima verosimilitud: Este método busca el arbol que es mas probable que
haya generado los datos que hemos observado. Se parte de los datos y de un
modelo de evolucién y se calcula la probabilidad de que nuestros datos hayan
sido generados por los distintos arboles posibles. Tiene la ventaja frente a los
anteriores de utilizar con mayor eficiencia la informacion filogenética contenida
en el alineamiento mdaltiple, es decir, dado un mismo alineamiento tiende a

generar un resultado mas cercano a la realidad.

2.10.4 Marcadores genéticos y moleculares para la identificacion de

Anisakis spp.

Para identificar la especie y realizar estudios filogenéticos del género Anisakis se ha

recurrido al estudio de genes mitocondriales (cox Il), RFLP , RAPD y electroforesis de

iIsoenzimas principalmente.

ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) (Figura 21) es una estructura circular, que suele tener

37 genes, con una alta tasa evolutiva, lo que le convierte en un marcador ideal para el

estudio de la genética de poblaciones y la filogenia.

Ademas al presentar herencia materna, sus loci son genéticamente independientes de los

genes del nucleo, cuya herencia parental implica recombinacion genética. La secuencia

de nucledtidos del genoma mitocondrial completo de la especie de nematodo A. simplex
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ha sido determinada, su tamafio es de 1396 pb y se ajusta a las caracteristicas generales
del ADN mitocondrial de nematodos (Kim y col., 2006). La secuencia mitocondrial es
rica en A+T (71,2%) y se compone de 36 genes de los cuales 12 codifican proteinas y
22 son genes de ARNt, ademas presenta 15 regiones intergénicas no codificantes y 2

genes ARN ribosomal.

Anizakiv simplox
mt DNA

13,916 bp

Figura 21. ADN mitocondrial de Anisakis simplex (Kimy col., 2006).

La subunidad Il de la citocromo oxidasa es un componente clave de la cadena de
transporte de electrones en el proceso de la respiracién aerébica. Su secuencia
codificante puede ser amplificada mediante los cebadores 211 y 210 descritos por
Nadler y Husdspeth (2000). EI contenido de bases A+T de esta secuencia es muy alto,
como ocurre en otras secuencias mitocondriales de nematodos, a pesar de esto la
secuencia de amino&cidos de la citocromo oxidasa Il se muestra conservada y su ADN
se ha utilizado para el estudio de la estructura genética de poblaciones de Anisakis

simplex y la reconstruccion filogenética de anisakidos (Valentini y col., 2006).

Electroforesis de Isoenzimas para identificar Anisakis
En 1957 R.L. Hunter y Clement Markert describieron por primera vez a las isoenzimas

como ‘“‘diferentes variantes de la misma enzima que tienen idénticas funciones y estan
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presentes en el mismo individuo” por lo tanto catalizan la misma reaccion quimica pero
difieren en la secuencia de aminoacidos y por tanto en el peso molecular y /o carga
eléctrica, lo que se traduce en diferente movilidad electroforética. EI hecho de
encontrarse en diferentes tejidos del mismo o distinto individuo ha permitido su
comparacion y su uso como marcadores genéticos. En el pasado, han sido los
marcadores moleculares mas utilizados junto con las aloenzimas, para el estudio de la

genética de poblaciones.

En funcién de la carga eléctrica que presenta la enzima en solucién, se desplazaran
hacia el &nodo o el catodo cuando se aplica un campo eléctrico. Como ocurre al ser
sometidas a electroforesis, la distancia recorrida dependera de la carga eléctrica, peso
molecular de la proteina, de las condiciones en las que se realice (tiempo, voltaje..) de la
capacidad de asociacion de la propia enzima con otros compuestos susceptibles de
ionizarse ente otros factores.

Una vez realizada la migracion de las enzimas, aprovechando la capacidad catalitica que
tienen, se procede al revelado, que se mostrara en un zimograma, constituido por un
conjunto de bandas. De esta forma se pueden identificar los genotipos de los individuos
estudiados, seran homocigotos aquellos representados por una sola banda, mientras que
los heterocigotos aparecerdn representados con tantas bandas como subunidades
proteicas compone la enzima.

Los primeros estudios genéticos poblacionales del género Anisakis fueron realizados
mediante el andlisis electroforético de isoenzimas.

En el afio 1986, Nascetti y col. realizaron un estudio electroforético de 22 loci
enzimaticos en el que se puso de manifiesto la variacion genética entre especies del
complejo Anisakis simplex procedentes del Mar Mediterraneo y Noreste Atlantico. El
estudio concluyo que se trataba de especies aisladas reproductivamente y que no existia
flujo genético. El analisis de 3 loci SOD, ADK1 y Lap-1 mostraron alelos distintos
segun la especie lo que permitié diferenciar de forma fiable A. simplex y A. pegreffii
tanto en estado larvario como en estado adulto. Fue también a partir de este estudio
donde se distribuy6 geograficamente estas dos especies, principalmente Mediterranea
para A. pegreffi y sobretodo del Atlantico Norte para A. simplex.

Posteriormente, Mattiucci y col (1997, 1998, 2001, 2002, 2004), Mattiucci y Nascetti
(2008) realizaron diversos de estudios basados en isoenzimas que constituyeron la base
de para la realizacion de estudios con otros marcadores genéticos.
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RFLP-PCR

Los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion se refieren a
secuencias especificas de nucledtidos de ADN que son cortadas por las enzimas de
restricciobn y que varian entre individuos. Estas secuencias presentan patrones de
distancia, longitud y disposicion diferente en el ADN de individuos en una poblacion.
Los RFLP son marcadores génicos de ADN, y se utilizan junto a la PCR para identificar
grupos de individuos, ya que puede mostrar la relacion filogenética entre ellos.

La técnica RFLP es altamente sensible y se utiliza frecuentemente en estudios
moleculares, en primer lugar se amplifica el gen o fragmento que queremos estudiar y
que hayan mostrado variabilidad entre especies y a continuacion se realiza la digestion
del producto amplificado con enzimas de restriccién, finalmente el patron de bandas
caracteristico de cada especie podra ser observado mediante electroforesis, lo que nos
permitira distinguirlas.

Esta técnica fue utilizada por Perteguer y col. (2004) para la identificacion especifica de
especie de ansisakidos parasitos humanos, se pretendia poder identificar cualquier
anisakido marino que pudiera causar enfermedad en el ser humano. Para ello se
utilizaron larvas de nematodos, previamente identificadas morfol6gicamente, presentes
en pescados para el consumo humano, en este caso se utiliz6 Micromesistius poutassou.
Se amplificd el ADN de anisékidos que correspondia a las regiones ribosémicas ITS-1
5,8 S ITS-2 28S (Figura 22) y los productos se digirieron con la endonucleasa Taq I.
Como resultado se obtuvieron patrones de amplificacion diferentes segln la especie de
anisakidos, Anisakis simplex y Hysterothylacium aduncum (helminto no parésito
humano, aunque se ha descrito que porta alérgenos compartidos con A. simplex), que
coincidieron con los ya descritos para los mismos parasitos de otras procedencias

geograficas y se confirmo asi la divergencia genomica.

| NTS ‘ ADNr-repeticion | NTS ‘ ADNr-repeticion |
/ T
/ —
| ETS ‘ 1858 IS -1 [ 5,85 J ITS-11 285 —

Figura 22. Disposicion del ARNr eucariotico 18S, 5,8S, 28S, en tandem.
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Ademas de la enzima de restriccion Taq I, las enzimas Hinf y Cfo | también han sido
muy utilizadas para la diferenciacion de estos nematodos mediante la técnica RFLP-
PCR.

En concreto, en el estudio epidemiologico del complejo Anisakis simplex realizado por
Abattouy y col. (2010) a partir de larvas encontradas en ejemplares de caballa y
chicharro en el Norte de Marruecos se concluyo la presencia de nematodos A. pegreffi
que presentaron idéntico patron de bandas, dos individuos presentaba genotipo hibrido
A. pegreffii/A. simplex s.s. y no se encontrd ningun ejemplar perteneciente A. simplex
s.s. Estos resultados se compararon con otros estudios realizados con ejemplares en la
costa de Granada, una zona geogréaficamente proxima, en los que se obtenia un
resultado muy similar. Sin embargo, en la costa Cantabrica el 90% de las larvas
pertenecian a esta Ultima especie.

Con esta misma técnica, se llegé a la conclusion que, de los 3 integrantes del complejo
A. simplex, es A. simplex. s.s. el principal causante de la anisakiosis humana en Japon,
ya que es capaz de penetrar en el musculo mas rapidamente que A. pegreffii del cual se
describieron sélo unos pocos casos de enfermedad (Suzuki y col., 2010).

Otros estudios mediante el analisis electroforético de enzimas de restriccion llevados a
cabo sobre el genoma de estas larvas confirmaron también la identidad entre larvas de
Anisakis tipos I 'y Il 'y A. simplex y A. physeteris respectivamente (Sugane, 1990;
Matsuura y col., 1992).

Utilizando el marcador genético RFLP y dos enzimas de restriccién (Hha I y Hinf 1) se
identificaron genotipos recombinantes correspondientes a las especies larvarias hibridas
de A. simplex s.s. y Anisakis pegreffii en peces pleuronectiformes de la costa
portuguesa. La presencia de individuos en peces relativamente sedentarias como los
pleuronectiformes sugiri6 que la costa portuguesa puede constituir un area de
hibridacion y por tanto de interés para el estudio del proceso de hibridacion y la
especiacion de estos anisakidos. (Marqués y col., 2006).

RAPD-PCR
Es una de las técnicas mas versatiles desde que se desarrolld en 1990 y no requiere un
conocimiento previo del genoma.
La amplificacion aleatoria de ADN polimérfico, es un tipo de marcador molecular
basado en la reaccion en cadena de la polimerasa. Los fragmentos de ADN que se han

obtenido mediante esta técnica son amplificados en regiones aleatorias del genoma, ya
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que los cebadores de la reaccion son secuencias arbitrarias de ADN sintético de
aproximadamente 8-10 pb. Su pequefio tamafio y baja temperatura de hibridacion en
torno a 36 °C (mucho maés baja que la que se utiliza en la PCR convencional) aseguran
que se une a multitud de secuencias en el genoma para conseguir amplificar muchos
fragmentos.

Los productos amplificados son visualizados en geles de agarosa y se visualizan a la luz
UV. De este modo, los perfiles que se obtienen mediante RAPDs pueden permitir la
diferenciacion de especies e incluso a nivel de individuo, ya que es capaz de detectar
polimorfismos (sustitucion, pérdida o insercion de bases en los sitios de union de los
cebadores) entre individuos altamente relacionados. La sensibilidad y especificidad de
esta técnica radica en el hecho de que se toma todo el genoma como base para generar
perfiles genéticos (Vicent y col., 1998).

El principal inconveniente de esta técnica es la baja reproductibilidad de los fragmentos
amplificados, especialmente los de alto peso molecular. Se ha demostrado que pequefios
cambios en las condiciones de la reaccion tales como el tipo de polimerasa, la
concentracion de cloruro de magnesio, la concentracion de ADN molde o la temperatura
en el termociclador, pueden hacer cambiar el patron de fragmentos RAPDs obtenidos
(Williams y col., 1990, Ellsworth y col., 1993, Schweder y col.,. 1995, Pérez y col.,
1998).A pesar de esto, algunos autores, han comprobado que manteniendo unas
condiciones de reaccion estrictamente controladas se pueden obtener unos porcentajes
elevados de reproductibilidad.

A pesar de todo, la técnica RAPD-PCR ha sido utilizada para diferenciar individuos de
A. simplex obtenidos de Merluccius merluccius, Phycis blennoides, Conger conger y
Lepidorhombus boscii del Océano Atlantico. Los patrones de amplificacion de A.
simplex revelaron las diferencias entre las larvas, lo que sugirié la posible existencia de
dos poblaciones con una alta variabilidad genética y una adaptacion diferente a
diferentes especies de huésped (Helminthol y col., 1997)
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA EMPLEADA PARA LA DETECCION
IDENTIFICACION DE ANISAKIS

3.1 RECEPCION DE MUESTRAS DE TRABAJO

Las especies de pescado estudiadas fueron adquiridas en diferentes pescaderias de Gijon
y Oviedo a la largo del mes de Marzo y Abril de 2015. Se tomaron los datos de la
procedencia y el peso.

En el presente estudio se han tenido en cuenta 7 especies de pescado fresco, sin procesar
ni tratar, entre los que se ha elegido tanto pescado azul o graso que principalmente
habita aguas superficiales (boqueron, caballa, chicharro) como pescado blanco o magro
que se encuentran en zonas profundas (merluza, gallo, bacaladilla) y semigrasos como
la lubina, ademas, el gallo representa a las especies pleuronectiformes (pescados planos)
doénde también puede habitar Anisakis spp. (J.M. Marqués y col., 2006).

Las lubinas de este estudio proceden de acuicultura, estas especies se han cultivado en
cautividad en un régimen de cria intensiva y en condiciones estrictamente controladas
por lo que la alimentacidn presenta un excelente perfil nutricional. Ademas se garantiza
la bioseguridad del producto a la hora de consumirlo ya que los piensos que consumen
estan deshidratados y esterilizados por lo que no deberian contener Anisakis spp.,
también hay programas sanitarios que se han implantado en las granjas de acuicultura
donde se hacen controles periddicos que supervisan la calidad del producto a lo largo de

toda su vida.
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Tabla 1. En esta tabla se muestran las especies del estudio, su zona de captura, la lonja

de la que proceden y el lugar en el que han sido compradas.

Ejemplar 207 8t Lonja Lugar de venta
captura
Bacalada 1 (Micromesistius poutassous) | Atlantico Noreste | Vigo Alimerka
Bacalada 2 (Micromesistius poutassous) | Atlantico Noreste | Avilés El arbol

Bacalada 3 (Micromesistius poutassous)

Atlantico Noreste

Avilés

Pescaderia Pablo Prieto

Garcia (Oviedo)
. _— - - Pescaderia Pablo
Bacalada 4 (Micromesistius poutassous) | Atlantico Noreste | Avilés Garcfa Prieto( Oviedo)
. _— - - Pescaderia Pablo
Bacalada 5 (Micromesistius poutassous) | Atlantico Noreste | Avilés Garcia Prieto ( Oviedo)
Chicharro 1 (Trachurus capensis) Atlantico Noreste | Auvilés Pesc?g?jrga:])s €gIs
Chicharro 2 (Trachurus capensis) Atléntico Noreste [ Avilés Pesc?g?jrga;])s €gIs
Chicharro 3 (Trachurus trachurus) Atlantico Noreste Carrefour
Punta
Boquerdn 1 (Engraulis encrasicolus) Golfo de Cadiz | umbria Pescadgs i el =
arrefour
(Huelva)
Boquerdn 2 (Engraulis encrasicolus) Atlantico Noreste | Avilés Pescz(ag?}r(lja;])s €gIs
Boqueron 3 (Engraulis encrasicolus) Golfo de Vizcaya El arbol
Boquerdn 4 (Engraulis encrasicolus) Golfo de Vizcaya El &rbol
Caballa 1 (Scomber scombrus) Golfo de Vizcaya| Vigo Alimerka
Caballa 2 (Scomber scombrus) Golfo de Vizcaya| Avilés Pesc?g?jrgartl)s €gIs
Caballa 3 (Scomber scombrus) Mediterraneo El arbol
. . Pescaderia Pablo
Merluza 1 (Merluccius merluccius) Garcia Prieto (Oviedo)
Lubina 1 (Dicentrarchus labrax) Plsc!factorla Pescaderia Segis
(acuicultura)
Lubina 2 (Dicentrarchus labrax) Piscifactoria Carrefour
Lubina 3 (Dicentrarchus labrax) Piscifactoria Carrefour
. - . A . Pescados y mariscos
Gallo 1 (Lepidorhombus whiffiagonis) | Atlantico Noreste | Gijon EL TARAS.L.
. - . _— Ribeira
Gallo 2 (Lepidorhombus whiffiagonis) | Atlantico Noreste o Carrefour
(Corufia)
Gallo 3 (Lepidorhombus whiffiagonis) | Atlantico Noreste Ribei~ra Carrefour
(Corufia)
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3.1.1 Inspeccidn visual de los ejemplares:

El primer paso de este estudio consiste en abrir el pescado y hacer un exhaustivo
examen visual para detectar la presencia de larvas de Anisakis spp., tanto en las visceras
como en el masculo, extrayendo manualmente el mayor numero posible de estos para
conocer el grado de infeccion. En aquellos casos en los que el pescado es de gran
tamafo y presenten una cantidad muy grande de larvas (como la merluza), se hace una
estimacion aproximada del nimero total pesando y midiendo una parte del cuerpo
(Figura 23) y teniendo en cuenta solo las que se encuentren en esta seccion (Tabla 1).

Figura 23. Seccion de merluza donde se muestran las larvas de Anisakis sp. espiraladas entre el tejido muscular que
aparecen al levantar la piel

Se realiza el recuento de larvas segun se van extrayendo y se almacenan en tubos
Eppendorf que contienen etanol lo que favorece la conservacion del ADN del parasito.

Los parasitos una vez liberados del pescado deben estar lo mas limpios posible de restos
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de tejido del pez, de esta forma se evitan interferencias entre acidos nucleicos en el
momento de secuenciar.

Una vez realizado el recuento, se realiza la extraccion del ADN del tejido. En aquellos
pescados que contienen gran cantidad de larvas, se analizan en torno a veinte y su
resultado serd estadisticamente representativo de toda la poblacion larvaria de ese
individuo.

Para conocer si hay relacion entre cada especie de parasito y su hospedador se ha hecho
el test estadistico Chi-cuadrado (Figura 24), a partir del célculo de las frecuencias

esperadas, siguiendo la siguiente formula:

(observada; — teorica;)?
XE - Z t '
eorica;

i

Figura 24. Férmula para calcular el estadistico

gl=(r—1)(k—1)

Figura 25. Formula para calcular los grados de libertad

3.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ADN
Las muestras larvarias obtenidas se procesan individualmente y se someten a una
extraccion sencilla de ADN. Para ello, se introduce un fragmento del cuerpo del
nematodo en tubos Eppendorf y para facilitar la digestion se tritura con unas tijeras en
trozos muy pequefios, a continuacion se afiaden 400 uL de CHELEX ®, previamente
templado a 55° C. EI CHELEX ® es una resina empleada como agente quelante para la
extraccion del ADN de las larvas y se suele utilizar cuando el ADN va a ser amplificado
en PCR; la solucion obtenida tendra ADN, ARN, proteinas, lipidos y carbohidratos.
El siguiente paso consiste en afiadir 6 pL de proteinasa K cuya funcion es la digestion
de las proteinas, de esta forma nos aseguramos que se inactivan las proteinas encargadas
de degradar el ADN. Finalmente se introducen las muestras en el horno a 55 °C durante
una hora y media y se agitan cada 10 minutos para mezclar vigorosamente, facilitar la
ruptura mecanica y asi homogeneizar los productos afiadidos.
En el altimo paso, las muestras se mantienen en otro horno durante 20 minutos a 100°C,
temperatura necesaria para inactivar la proteinasa K, una vez que ya ha realizado su

funcion.
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Después de este tiempo de horneado, en cada Eppendorf se pueden observar dos fases
claramente diferenciadas (Figura 26). La fase superior es acuosa Yy contiene en solucion
el ADN objeto de estudio, y una fase inferior, en la que permanece la resina utilizada
con los restos de tejido celular. Los tubos Eppendorf se almacenan en frio hasta ser

utilizados.

Figura 26. Tubo Eppendorf después de la extraccion en el que se observa un sobrenadante acuoso con ADN y un
precipitado con CHELEX y tejido celular.

3.3 AMPLIFICACION DEL ADN: REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA
Las reacciones de amplificacion mediante PCR se llevaron a cabo en un termociclador
Applied Biosystems® Verity Thermal Cycler.
El gen mitocondrial (629 pb) de la citocromo oxidasa (Cox Il) ha sido elegido para
conocer la relacion filogenética entre especies del género Anisakis. La secuencia
nucleotidica de los cebadores, descrita por Nadler y Husdpeth (2000) es la siguiente
210 5°CAC CAA CTC TTA AAATTATC 3" y 211 5TTT TCT AGT TAT ATA
GATTGRTTY AT 3.
La amplificacion fue realizada para un volumen de 40 uL, para lo cual 4 uL del ADN

extraido de cada individuo de Anisakis, se adicionaron en 36 pL de Mix PCR, que
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contenia 15,74 pL de agua bidestilada, 8 pL de buffer PCR 5x Green Go- Taq ®Flexy
buffer, 4 pL de MgCl, 25 mM, 4 uL de dNPs 2,5 mM, 2uL de cada primer 20 mM y
0,26 uL de Go Tag® ADN polimerasa. El paso inicial consiste en desnaturalizar la
doble hebra durante 5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificacion con una
desnaturalizacion de 30 segundos a 94°C, una hibridacion a 47°C durante 45 segundos,
y un paso de extension de la polimerizacion a 72°C durante 50 segundos, con una

extension final da 72°C de 10 minutos y un enfriamiento a 20 °C durante 1 minuto.

3.4 VISUALIZACION EN GEL DE AGAROSA
Los productos de la PCR se separaron por electroforesis utilizando un gel de agarosa de
50 ml al 2 % que contenia 2,5 puL de simplySafe™ como agente revelador y se preparo
en un tampén TBE 1X.
La separacion electroforética se realizd en una cdmara de electroforesis horizontal,
donde se hizo correr el ADN aplicando una tensién de 120 V durante 20-25 minutos.
Las bandas de ADN fueron visualizadas por transiluminacién con luz UV utilizando el

fotodocumentador Gene Flash®(Syngene).

Este método es util, es un procedimiento basico analitico para caracterizar

macromoléculas, muy facil de realizar y el coste es relativamente accesible.

3.5 SECUENCIACION Y LECTURA DE SECUENCIAS

Las muestras de ADN amplificadas junto con los cebadores 211 y 210 descritos por
Nadler y Husdpeth (2000) fueron enviadas a la empresa Macrogen, donde se
secuenciaron con el secuenciador ABI 3730 xI. La cantidad enviada fueron 30 pL por
muestra en una placa de 96 pocillos.

Las secuencias recibidas fueron leidas con el software BioEdit. Este programa se
emplea también para alinear mecanicamente las secuencias para posteriormente
editarlas manualmente, eliminando gaps y corrigiendo posibles transiciones o
transversiones erroneas.

Para identificar las secuencias ya definidas se utilizé el programa BLAST (Basis Local
Alignement Search Tool) que compar6 el ADN de las muestras alineandolas con
secuencias de la base de datos GenBank. Esta herramienta es muy rapida y arroja

buenos resultados.
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3.7 ANALISIS DE POLIMORFISMOS
El analisis de polimorfismos de la secuencias nucleotidicas alineadas y definidas
anteriormente se llevd a cabo utilizando el software DNAsp (DNA sequence
polymorphism), que ademas de aportar informacién cuantitativa basica como el numero
de nucledtidos de la secuencia o el numero de posiciones polimorficas, se ha encargado
de calcular varias medidas de la diversidad nucleotidica existente entre las poblaciones
de Anisakis de cada especie, también se utilizd para dar a conocer el haplotipo que
posee cada individuo. Debido a la gran cantidad de secuencias analizadas, no es posible
poner la informacion obtenida en forma grafica.
El proyecto concluyo con la realizacion de un arbol filogenético Neighbor — Joining en
el que se representd la estructura genético-poblacional de todos los individuos
estudiados, donde se muestra la relacion evolutiva y la distancia genética, para ello se
utilizo6 el programa MEGA (Kumar y col., 2008)
También se realizd un anélisis genético de los pescados con el objetivo de identificar la

especie, a partir de una porcion muscular se amplifico el ADN y se secuencio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Este proyecto se propuso como objetivo el estudio de la presencia/ausencia, abundancia,
identificacion y diversidad genética especifica del parésito Anisakis spp., en 22
pescados frescos capturados en las costas del Mar Cantébrico y que no han sido
procesados ni sometidas a ningun tratamiento. Las especies de hospedador estudiadas
son las siguientes: bacaladas, merluza, gallos, chicharros, boquerones y caballas,
obtenidos mediante pesca extractiva; y lubina en representacion de los pescados de

acuicultura.

Los resultados obtenidos han puesto en evidencia la existencia de tres especies distintas
de nematodos en estos pescados. A nivel global, cabe destacar la prevalencia de
Anisakis simplex en todas las especies que presentan la larva y en una proporcién
inferior se ha encontrado Anisakis pegreffii. Ademas, se han extraido dos individuos de
la especie Hysterothylacium aduncum, cuya morfologia es muy similar al género

Anisakis.

4.1 CARGA PARASITARIA
La carga parasitaria nos indica el nimero de larvas que posee cada hospedador. Debido
a la enorme cantidad de paréasitos encontrados en algunos ejemplares, se ha realizado el
analisis so6lo en un trozo del pescado que ha sido medido o pesado. En la siguiente tabla

se muestran los datos recopilados durante el recuento (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplares de pescado muestreado y nimero de pardasitos encontrados segun la porcién analizada.

Ne . N¢ Anisakis/gr
. . Seccion
EJEMPLAR PESCADO Parasitos . de pescado
analizada
encontrados
, . L. 100 2-3
Bacalada 1 (Micromesistius poutassou) 229 gr (pez
entero)
. . .. 90 0-1
Bacalada 2 (Micromesistius poutassou) 16 gr (pez
entero)
9 i 5-6
Bacalada 3 (Micromesistius poutassou) 48 iF (el
muscular)
50 0-1
Bacalada 4 (Micromesistius poutassou) 11 gr (pez
entero)
Bacalada 5 (Micromesistius poutassou) 506 150 gr (pez 3-4
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entero)
Chicharro 1 (Trachurus trachurus) 0 B0 o 0
entero)
Chicharro 2 (Trachurus trachurus) 0 PRI 0
entero)
Chicharro 3 (Trachurus trachurus) 3 A0 (7 51 0-1
entero)
Boqueron 1 (Engraulis encrasicolus) 1 e e 0-1
entero)
Boqueron 2 (Engraulis encrasicolus) 0 Al 0
entero)
Boqueron 3 (Engraulis encrasicolus) 0 14 gr (pez 0
entero)
Boqueron 4 (Engraulis encrasicolus) 0 258 (pez 0
entero)
Caballa 1 (Scomber scombrus) 0 I B (e 0
entero)
Caballa 2 (Scomber scombrus) 8 I 7 (e 0-1
entero)
Caballa 3 (Scomber scombrus) 0 e 0
entero)
30 gr 10
Merluza 1 (Merluccius merluccius) 300 (musculatura
hipoaxial)
Lubina 1 (Dicentrarchus labrax) 0 00 7 (e 0
entero)
Lubina 2 (Dicentrarchus labrax) 0 A0 e (e 0
entero)
Lubina 3 (Dicentrarchus labrax) 0 O e 0
entero)
. 145 gr (pez 0-1
Gallo 1 (Lepidorhombus spp.) 2 entero)
, 125 gr (pez 0-1
Gallo 2 (Lepidorhombus spp.) 4 entero)
, 114 gr (pez 0-1
Gallo 3 (Lepidorhombus spp.) 4 entero)

Cualquier pescado marino es susceptible de presentar larvas de anisakidos, sin embargo
la presencia o ausencia de éstas y la cantidad depende tanto de su habitat marino como
el tipo de alimentacion.

Debido a la gran cantidad de muestras de ADN analizadas solo se pondra la

visualizacion del gel de electroforesis de la primera extraccion realizada.

68



B1-02 B1-03 I B1-05 || B1-06 ONTROL -

Figura 27: Bandas de ADN correspondiente a 7 individuos de Anisakis sp. de Bacalada 1.

De los 22 individuos de pescado estudiados méas de la mitad, concretamente 12
ejemplares, presentaron el parasito, de los cuales 4 (gallo, chicharro, caballa,
boqueron) contenian una cantidad inferior a 5 parésitos por ejemplar estudiado. En la
Tabla 3 se muestra que tanto la bacalada como la merluza son las especies de pescado
que aseguran la presencia de anisakidos al 100% y ademas con una carga parasitaria
extremadamente alta en proporcion a las otras especies, siendo la merluza el hospedador
que mayor numero de parasitos contiene por gramo, en concreto 10 Anisakis/gr,
seguido de las bacaladas, que presentan un numero medio de parasitos de 2 o 3 por

gramo.

Tabla 3.Porcentajes de parasitacion y nimero medio de parasitos/gr segin la especie de pescado.

Especie Presencia intraespecifica N° medio parasitos/gr
Bacalada 100% 2-3
Merluza 100% 10
Gallo 100% 0-1
Chicharro 33% 0-1
Caballa 33% 0-1
Boqueron 25% 0-1
Lubina 0% 0

69



El alto indice de parasitacion en las bacaladas se ha encontrado principalmente en las
visceras, ya que esto es propio de aquellas especies que ingieren la larva L3 al
consumir crustaceos eufausidos como ocurre también en las caballas. Sin embargo, en

las especies piscivoras como la merluza las larvas también se localizan en la

musculatura hipoaxial que rodea la cavidad abdominal donde se albergan las visceras
(Figura 28).

Figura 28. Musculatura hipoaxial de merluza en la que se observan larvas de Anisakidos en forma de espiral.

En general, la mayor parte de las larvas en este estudio fueron extraidas de los 6rganos
internos del pez (Figura 29), como el higado y el estomago (motivo por el cual algunos
supermercados no venden el pescado sin haber sido eviscerado previamente), y en los
casos de alta parasitacién también estaban presentes en el musculo (Figura 30) e incluso

en la cabeza cuando la infeccion era masiva (Figura 31).
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Figura 29. Visceras de bacalada infestada altamente parasitada.

Figura 30. En esta imagen se observan los parasitos que han migrado de las visceras al musculo donde se han
incrustado.

Figura 31. Bacalada antes de comenzar la extraccion de las larvas. Se puede observar sin necesidad de abrirla la
presencia de parasitos en la zona de la cabeza lo que a simple vista sugiere una infeccion masiva.
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Tal y como se esperaba, el gallo y el chicharro presentan una parasitacion insignificante,
y la lubina esta libre de parésitos, algo que también se esperaba al proceder del cultivo
controlado en acuicultura con una dieta controlada.

Un resultado inesperado ha sido la baja carga parasitaria del boquerén (Tabla 3). En
este estudio se ha encontrado que la incidencia de parasitos corresponde a tan solo el 25
% de los ejemplares analizadas de esta especie y ademés con escasa carga (0-1
parésitos/gr). Este hecho sorprende, ya que se ha visto que los boquerones en vinagre
son una de las fuentes principales de anisakis en el hombre
(http://aesan.msssi.gob.es/AESANY/), (Audicana Berasategui M.T.)
(http://www.elmundo.es/pais-vasco/2014/05/08/536bb2c6e2704e0f278b4576.html).

La infeccidon de los pescados por este parasito podria ser explicada por la practica
pesquera, realizada en el interior de los buques, de eviscerar los pescados en alta mar
(sobretodo las merluzas) cuando son capturados y la consiguiente devolucion de las
visceras al agua. Este proceso realimenta el mar con larvas de Anisakidos, que seran
consumidas por crustaceos o por estas mismas especies de pescado. En el interior del
hospedador las larvas copulan y salen al exterior para depositar sus huevos en el fondo
marino donde sedimentan y sirven de alimento a otros crustaceos, cerrando asi el
circulo. Esto podria explicar el porqué de la alta parasitacion de bacalada y merluza, al
ser especies bentopelagicas. Ademas, se ha visto que la bacaladilla es uno de los
pescados principales en la alimentacion de la merluza, lo que contribuye ain mas a la
propagacion del parésito. Por lo que una reduccidon de esta practica pesquera de
evisceracion y devolucion de las visceras al mar podria reducir también la incidencia de
las infecciones. Un método de control simple, sencillo y eficaz seria el almacenaje en
barriles de las visceras una vez capturado el pescado y su destruccién en tierra a la
misma vez que se desembarca el pescado.

Otro factor influyente puede haber sido el aumento de la temperatura del agua, que
podria haber reducido el tiempo de eclosion de los huevos de Anisakis spp. y la
sobreexplotacion de aquellos caladeros cuyas condiciones favorecen el desarrollo del
parasito como son la temperatura o la presencia de hospedadores idoneos. Ademas, el
aumento de la edad, del tamafio (no su frescura) y la zona de captura del pescado

influyen en la alta parasitacion.

72


http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/
http://www.elmundo.es/pais-vasco/2014/05/08/536bb2c6e2704e0f278b4576.html

Investigadores de la Universidad de Girona (Ferrer-Maza y col., 2013) publicaron un
estudio en el que se destacaba la prevalencia de las larvas de Anisakis spp. en las
merluzas de mayor tamario, llegando a una prevalencia del 100% en aquellos individuos
que sobrepasaban los 55cm. Por otra parte, la diversidad de carga parasitaria encontrada
entre los individuos de bacaladas, sugiere que aquellas con mas edad son las que

presentan la infeccién masiva, mientras que las menos parasitadas son méas jovenes.

Por lo tanto, podemos concluir que el hombre ha contribuido enormemente a la
expansion de este parasito, por los motivos comentados. A comienzos de los afios 50 los
primeros casos en Europa fueron detectados en unos jureles del Mar del Norte, y hoy en
dia se encuentra presente en muchas otras especies, incluso, en algunos caladeros el

80% de las capturas tienen Anisakis spp.

4.2 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD GENETICA INTERSPECIFICA

La variabilidad genética interespecifica del género Anisakis también ha sido objeto
de este estudio, al igual que su relacién con la especie de pescado que parasita. Para
identificar la especie se ha secuenciado el gen de la enzima mitocondrial Cox Il
(Valentini y col., 2006; Mattiucci y col., 2006, 2007, 2010; Mattiuci y Nascetti, 2008).
En las siguientes tablas queda reflejado la identidad de cada especie extraida, el
porcentaje de homologia con una especie de referencia, el porcentaje de cobertura del
segmento alineado que se ha utilizado para consultar la especie en la base de datos
(Query cover), y finalmente, el nimero de acceso en la base de datos del GenBank, que
es un codigo que representa, en esta base de datos, el individuo con mayor homologia a
la especie que estamos buscando.

Los anisékidos obtenidos de las 6 especies de pescado analizadas se clasifican

genéticamente como:

¢ Larvas L3 que pertenecen al morfotipo | de Berland (1961) presentes en todas
las especies hospedadoras y cosmopolita (Anisakis simplex).

% Lavas L3 que pertenecen al morfotipo | de Berland (1961) presentes solo en
dos especies hospedadoras con distribucion predominantemente mediterranea.

(Anisakis pegreffii).
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% Larvas L3 de Hysterothylacium aduncum (Rudolphi, 1802) de distribucién

cosmopolita presente en dos especies hospedadoras.

Tabla 4. Resultados del anélisis genético de los parésitos extraidos de Bacalada 1. Par: Parésito

BACALADA 1
Parl
Par2
Par3
Par4
Par5
Paré
Par7
Par21
Par22
Par23
Par24
Par25
Par28
Par 29
Pard7
Par50

Especie
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex

Hysterothylacium aduncum

Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex

Identity Query cover e-value Accession number

99
99
100
99
98
99
98
98
98
97
98
99
98
99
98
98

100
100
100
99
99
100
99
100
96
99
100
99
99
100
100
100

0.0 KC810003.1
0.0 GQ338430.1
0.0 GQ338430.1
0.0 GQ338430.1
0.0 KC810003.1
0.0 GQ338430.1
0.0 KC810004.1
0.0 GQ338430.1
0.0 JQ934893.1
0.0 KC810003.1
0.0 GQ338429.1
0.0 KC810003.1
0.0 KC810003.1
0.0 GQ338430.1
0.0 GQ338435.1
0.0 GQ338430.1

Tabla 5. Resultados del Analisis genético de los parasitos extraidos de Bacalada 2.

BACALADA 2
Parl
Par2
Par3
Par4
Par5
Par6
Par7
Par8
Par9
Par10
Parll
Par12
Par13
Pari4
Par 15
Parl6

Especie
Anisakis pegreffii
Anisakis pegreffii
Anisakis pegreffii
Anisakis pegreffii
Anisakis simplex
Anisakis pegreffii
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex

Identity Query cover e-value Accession number

99
100
100

99
100
100

99

99
100

99

99

99
100

99

99

98

100
97
97
97
99
97

100
99

100

100
99

100
99
99
99

100

0.0 AB517563.1
0.0 KC480007.1
0.0 KC480007.1
0.0 KC809998.1
0.0 GQ338430.1
0.0 KC480007.1
0.0 GQ338430.1
0.0 GQ338428.1
0.0 GQ338430.1
0.0 GQ338430.1
0.0 KC810004.1
0.0 GQ338430.1
0.0 GQ338428.1
0.0 GQ338428.1
0.0 GQ338435.1
0.0 GQ338430.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPHYCJC3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB6348PA015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB663P94015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPU3C4TT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782951?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPV8N7B5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPVVK8RX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/388260330?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPWEC85X015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPX6PBYD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PS8MRRX6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PS97G0U5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PS9W64FP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB67VG3A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915581?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSB3A67J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSBRFWS3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283379481?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSCZHYHC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/451769137?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSDCUCCY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/451769137?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSDUYGE3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782939?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSE6SFAA015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSEPD4ZZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/451769137?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RAWYMF4N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSFDYWF5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSFZG254014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSGB7NZW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSGVK6CR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782951?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PSH6FKDJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PT7FSWH2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PT7SSZUJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PT82RHK2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915581?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYZ4503Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYZ8M06A015

Tabla 6. Resultados del Analisis genético de los parésitos extraidos de Bacalada 3.

BACALADA 3 especie Identity Query cover e-value Accession number
parl Anisakis simplex 99 100 0.0 KC810004.1
par2 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
par3 Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1
pard Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1
par5 Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
par6 Anisakis simplex 99 100 0.0 KC810003.1
par?7 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338429.1
par8 Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1
par9 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1

parl0 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338429.1
parll Anisakis simplex 100 99 0.0 GQ338428.1
parl2 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338429.1
parl3 Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
parl4d Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1
parl5 Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
parl6 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
parl7 Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1
parl8 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338435.1
parl9 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1

Tabla 7. Resultados del Analisis genético de los parasitos extraidos de Bacalada 4.

BACALADA 4 Especie Identity Query cover e-value Accession number
Parl Anisakis pegreffii 100 96 0.0 KC480007.1
Par2 Anisakis pegreffii 99 99 0.0 AB517563.1
Par3 Anisakis pegreffii 99 99 0.0 KC479830.1
Pard Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338429.1
Par5 Anisakis pegreffii 99 99 0.0 JQ900760.1
Par6 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par7 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par8 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par9 Anisakis pegreffii 99 100 0.0 JQ900762.1

Par10 Anisakis simplex 99 100 0.0 KC810003.1
Parll Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1

Tabla 8. Resultados del Andlisis genético de los parasitos extraidos de Bacalada 5.

BACALADA 5 Especie Identity Query cover e-value Accession number
parl Anisakis pegreffii 99 100 0.0 DQ116428.1

75



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782951?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYRBJR7W015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYRN3GSR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7DP317014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7H3FE2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7JXTA3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7N3DNT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7PH8VN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7SE77F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7V1ZEE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB7WC1UM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB8VCPPU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB8X756M015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB8YUSZN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB90DWUX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB917WUS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB9NBFD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB9NSCMA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915581?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB9P50Z101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RB9SVUUW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/451769137?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYHZH3ZD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283379481?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYJDU0MB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/451768785?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYK1UMMW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYKBR8PA015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392283680?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYKMP22H014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYKY6W95015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYMAUGHS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYPUSWGT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392283684?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYMNBPG7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYN6X3DC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYP841SU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74229657?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPGYNNJD014

par2
par3
pard
par5
par6
par7
par8
par9
parl0
parll
parl2
parl3
parl4d
parl5
parl6é
parl7
parl9
par20

Anisakis simplex

Hysterothylacium aduncum

Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex

99
98
100
99
98
99
99
99
99
100
100
100
99
99
100
99
99
99

100
96
100
100
99
100
100
100
100
100
100
100
100
98
100
99
100
98

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

KC810002.1
JQ934893.1
GQ338430.1
GQ338429.1
GQ338428.1
GQ338430.1
KC810003.1
KC810003.1
GQ338435.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338428.1
GQ338430.1
GQ338430.2

Tabla 9. Resultados del Analisis genético de los paréasitos extraidos de Merluza.

MERLUZA
parl
par2
par3
pard
par5
par6
par7
par8
par9
parl0
parll
parl2
parl3
parld
parl5
parl6
parl7
parl8
parl9
par20

Especie
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis simplex
Anisakis pegreffii
Anisakis simplex

Aniskis simplex
Anisakis simplex
Anisakis pegreffii
Anisakis simplex

Identity Query cover e-value Accession number

100
99
99

100
99
99
99
99
99
99
99

100
99
99
99
99
99
99
99
99

99
100
100

99
100

99

99

99

99
100

99
100
100
100
100

99
100

99

96
100

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
KC810004.1
JN786322.1
GQ338429.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338428.1
GQ338430.1
KC810003.1
GQ338429.1
DQ116428.1
GQ338430.1
GQ338430.1
GQ338430.1
KC480007.1
KC810004.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782947?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RBB37BXX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/388260330?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPC02MD9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGMNCP5C014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPD2HUBY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RBB5M8JM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915581?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPDA88F5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGY6JNST014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RBB5XP91014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPFGCSSZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP5MRZJ8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP60Z28F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP60Z28F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP6CJKR1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP6CJKR1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782951?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP7C8G9F015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355504932?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP7K6X1R014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP7UBRGB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP82BXPZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP82BXPZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPA0S3N9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP82BXPZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPASWUGU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915574?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPB3Y9GD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74229657?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PPBJ6HV2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PP4KCVR7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGN67WA7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PGZTJE29014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/451769137?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PH0G7Y99015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782951?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PH0M9G18014

Tabla 10. Resultados del Analisis genético de los paréasitos extraidos de Boqueron 1.

BOQUERON
Boquerdn 1

Especie Identity Query cover

Anisakis simplex 100 100

e-value Accession number
0.0

GQ338430.1

Tabla 11. Resultados del Analisis genético de los parasitos extraidos de la caballa 2.

CABALLA 2 Especie Identity Querycover e-value Accession number
Parl Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338430.1
Par2 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par3 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par4 Anisakis simplex 99 100 0.0 KC810003.1
Par5 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par6 Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
Par7 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338435.1
Par8 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338433.1

Tabla 12. Resultados del Andlisis genético de los parésitos extraidos de chicharro 3.

CHICHARRO 3 Especie Identity  Query cover e-value Accession number
Parl Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
Par2 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par3 Anisakis simplex 99 100 0.0 KC810003.1

Tabla 13. Resultados del Andlisis genético de los parasitos extraidos de Gallo 1.

GALLO 1 Especie Identity Query cover e-value  Accession number
Parl Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par2 Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
Tabla 14. Resultados del Andlisis genético de los parasitos extraidos de Gallo 2.

GALLO 2 Especie Identity Query cover e-value  Accession number
Parl Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338428.1
Par2 Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338430.1
Par3 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Pard Anisakis simplex 99 99 0.0 GQ338430.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYSJM0A8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYT43AUC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYTNVK37014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYU8PRSY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYUPTFHA015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYV5G1BK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYVM94R401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915581?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYVZP152015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915579?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYW908WK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYXF2AV6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYXHEYCP015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PYXKD8DG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R0YYGFSF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915573?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R10BPPYB015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R10UBYWJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R115W15E015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R11HM22H015

Tabla 15. Resultados del Anélisis genético de los parésitos extraidos de Gallo 3.

GALLO 3 Especie Identity Query cover e-value  Accession number
Par 1 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1
Par 2 Anisakis simplex 99 100 0.0 KC810003.1
Par 3 Anisakis simplex 100 100 0.0 GQ338430.1
Par 4 Anisakis simplex 99 100 0.0 GQ338430.1

La coexistencia de distintas especies e incluso géneros de parasitos dentro de la misma
zona e incluso dentro del mismo hospedador es algo usual como se ha reflejado en

estudios anteriores (Nascetti y col., 1981, 1986).

Tabla 16. NUmero de parasitos de cada especie por hospedador

ESPECIES Anisakis simplex Anisakis pegreffii otros TOTAL
Bacalada 68 11 2 81
Merluza 18 2 0 20
Gallo 10 0 0 10
Caballa 0 0
Chicharro 3 0 0
Boqueron 0 0 1
Lubina 0 0 0
TOTAL 108 13 2 123
87,8% 10,5% 1,7%

En la Tabla 16 se pone en evidencia que del total de parasitos analizados
genéticamente el 87,8 % corresponde a la especie Anisakis simplex, mientras que
Anisakis pegreffii se encuentra en una proporcion de 10,5 % lo que concuerda con las
investigaciones realizadas hasta ahora (Mattiucci y Nascetti, 2008). Las cuales
confirman la predominancia de A. simplex en el Noreste Atlantico, lugar en el que han
sido capturados estos pescados, mientras que A. pegreffii habita fundamentalmente en
latitudes més bajas, como la costa Mediterranea. La aparicion de esta ultima especie en
una proporcién que, aunque menor, no es desdefiable, supone un posible riesgo para el
consumidor y especialmente para el consumidor alérgico, y debe ponerse en

conocimiento de las autoridades sanitarias.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LA RELACION DE ANISAKIS
SPP. CON SU HOSPEDADOR
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R120HDCC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/511782949?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R12EXGCV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R12UP774015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285915575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R1379THT014

Se realizdé un analisis de Chi-cuadrado de contingencia para frecuencias absolutas
(Tabla 17), con el objetivo de evaluar la posible relacion de asociacion entre especies de
Anisakis sp., y su hospedador. A pesar de que hubiera sido necesario aumentar el
tamafo de algunas muestras como en el caso de la merluza, para corroborar que son
generalizables los hallazgos de este estudio, el resultado de la prueba de asociacién

parésito-hospedador ha sido el siguiente:

Considerando las siguientes hipotesis:

Ho: No existe asociacion entre la especie de Anisakis y su hospedador.
H1: Si existe asociacién entre la especie de Anisakis y su hospedador.

Tabla 17. Tablas de Frecuencias absolutas observadas y esperadas.

DATOS OBSERVADOS DATOS ESPERADOS
ESPECIES A. simplex A. pegreffii ESPECIES A. simplex A. pegreffii
Bacalada 68 11 Bacalada 70,51 8,49
Merluza 18 2 Merluza 17,85 2,16
Gallo 10 0 Gallo 8,92 1,08
Caballa 0 Caballa 7,14 0,86
Chicharro 0 Chicharro 2,67 0,33
Boqueron 0 Boqueron 0,89 0,11

Teniendo en cuenta un nivel de significacion a=0,05 y 5 grados de libertad, el valor
critico de la distribucion y? corresponde a 11,07.

El valor calculado es 3,14 <11,07 luego, no se rechaza la hip6tesis nula, es decir, con
una seguridad del 95% se concluye que no existe relacion entre la especie de Anisakis y
su hospedador, por lo que no se trataria de un género especie-especifico sino

oportunista.

4.4 ANALISIS GENETICO DE ANISAKIS SPP.
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Con el Software utilizado se ha llevado acabo el analisis de polimorfismos en las
secuencias de ADN que codifican la enzima mitocondrial Cox Il para las especies A.
simplex y A. pegreffii. Después de haber definido las mutaciones que identifican los
haplotipos, el analisis de secuencias incluye el nimero de haplotipos compartidos y
unicos entre poblaciones de cada especie, la diversidad nucleotidica y haplotipica. En la
Tabla 18, se recogen los pardmetros obtenidos sobre las medidas descriptivas de la
variabilidad de las secuencias obtenidas para este gen.

Tabla 18. Resultados del programa DnaSP . N es el namero de secuencias, NH es el nimero de haplotipos, Hd es la
diversidad haplotipica, Pi es la diversidad nucleotidica.

ESPECIES N NH H. Unico N posiciones Hd b
polimorficas
A. simplex | 106 | 64 52 72 0,952 £ 0,015 | 0,01019
A. pegreffii | 13 9 7 31 0,910 £ 0,068 | 0,01511
A. pegreffii

En el alineamiento multiple de las 13 lineas de A. pegreffii, una vez revisadas y
corregidas las posiciones que presentaron huecos, se detectaron 31 polimorfismos que
fueron debidos a un cambio nucleotidico.

Las 13 secuencias analizadas de A. pegreffi tras ser alineadas presentan una longitud de
543 nucledtidos y se agruparon en 9 haplotipos, dos de los cuales, son compartidos por
diferentes bacaladas, mientras que, los otros 7 son exclusivos de individuos de bacalada

y merluza (Gréfica 1).

FRECUENCIAS HAPLOTIPOS
COMPARTIDOS A. PEGREFFII

5
] M Bacalada
& Merl
&3 H Merluza
w
) Gallo
<
91 l Chicharro

0 H Boquerodn

H3 H4
M caballa

HAPLOTIPOS COMPARTIDOS

Gréfica 1. Frecuencias haplotipicas de A. pegreffii., se observa que solo hay 2 haplotipos compartidos entre
individuos de bacalada.
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La diversidad haplotipica, Hd, expresada como la probabilidad de encontrar haplotipos
diferentes en la muestra corresponde a un valor alto, 91%, esto es l6gico ya que la
mayoria de los haplotipos son exclusivos.

La diversidad nucleotidica « (pi) se refiere al numero de nucleétidos diferentes por sitio
entre dos secuencias tomadas al azar, en este caso corresponde a 1,02%.

El examen de la diversidad poblacional de A. pegreffi a nivel de ADN mt ha revelado un
haplotipo predominante en el Mar Cantabrico, encontrado en ejemplares de bacaladas.
Por otra parte parece que, esta especie de Anisakidos, no esta sujeta a ninguna especie
concreta de pescado, sino que se ha encontrado en aquellos que presentaban mayor
parasitacion, la merluza y las bacaladas. Por lo tanto, es probable que, si el resto de
pescado analizados hubieran presentado mayor carga parasitaria, se habrian encontrado

mas individuos de A. pegreffii.

A. simplex

En cuanto a A. simplex, de las 106 secuencias que fueron analizadas, se detectaron 72
posiciones polimorficas debidas a un cambio nucleotidico. La diversidad haplotipica es
mayor que en el caso de A. pegreffii, un 95 %, es decir, proporcionalmente presenta
mayor cantidad de haplotipos exclusivos del total de individuos A. simplex, en concreto
52 de 64 haplotipos.

En la Gréfica 2, aparece reflejada la distribucion de las frecuencias de los haplotipos
que son compartidos por mas de un hospedador. Como se aprecia en la imagen, el
haplotipo 13 es el méas abundante, y esta presente en 4 especies de hospedador
diferentes (Bacalada, Merluza, Gallo y Boquerdn) mientras que otros haplotipos como

el H18 se han encontrado exclusivamente en la misma especie de hospedador.
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FRECUENCIAS HAPLOTIPOS COMPARTIDOS A.
SIMPLEX
b “ caballa
é 15 Boqueran
E 10 Chiharro
= Gallo
. Merluza
0 Baralada
H13 H1e H17 HI1B H21 H22 H26 H31 H33 H40 H41 H43
HAPLOTIPOS COMPARTIDOS
e -

Gréfica 2. Frecuencias de haplotipos compartidos de A. simplex.

Para finalizar este proyecto, se ha elaborado un arbol filogenético clésico basado en los
haplotipos. Este arbol muestra las relaciones evolutivas entre los individuos del género
Anisakis. El arbol (Figura 32) muestra que, en general, existe una asociacion de
secuencias basadas en el origen mitocondrial del gen Cox Il. Globalmente se puede ver
a simple vista que existen dos grupos principales en el arbol que corresponden a la
agrupacion de los individuos de las dos especies estudiadas (A. simplex y A. pegreffii).
Dentro de cada grupo, en el caso de la especie A. simplex hay multiples subgrupos de
diversos tamafios, mientras que el agrupamiento de la especie A. pegreffi solo tiene dos
subgrupos, uno con una sola secuencia de bacalada y el otro se ramifica dando lugar a
todos los individuos de esa especie menos uno y de merluza.

En cuanto a la distribucion genética de Anisakis respecto a los hospedadores, se puede
observar que, en el mismo hospedador existen individuos de A. simplex que presentan
haplotipos genéticamente distantes, lo que sugiere que, no hay subpoblaciones de

haplotipos especificas para un determinado hospedador.
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Figura 32. Arbol filogenético Neighbor-Joining de los haplotipos mitocondriales Cox Il de A. simplex y A. pegreffii..
Las lineas rojas reflejan los haplotipos compartidos. Para facilitar la visualizacion de la distribucion de los
haplotipos, cada especie de hospedador se ha representado con un color diferente.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conforme a los resultados que se han obtenido en este proyecto y teniendo en cuenta los
argumentos presentados en los resultados y la discusion, a continuacion se exponen las

principales conclusiones a las que se ha llegado:

PRIMERA
Los anisakidos presentes en las especies de pescado del litoral Cantabrico analizados

pertenecen a los géneros Anisakis e Hysterothylacium.

SEGUNDA
Las especies de Anisakis identificadas han sido A. simplex y A. pegreffii, con una

proporcion 9:1 respectivamente.

TERCERA
Las larvas de Anisakis spp. han estado presentes en un 54% del total de pescados

analizados y en 85 % de las especies hospedadoras.

CUARTA
No existe relacion significativa de especificidad entre la especie de nematodo y su

especie hospedadora.

QUINTA
Los paréasitos presentes en el mismo hospedador presentan gran variabilidad genética,

indicando que proceden de infestaciones multiples.

SEXTA
Las secuencias del gen COX Il han sido utiles para la identificacion especifica de larvas
de Anisakidos, mediante el analisis comparativo de las secuencias obtenidas con las

secuencias de referencia depositadas en la base de datos de GenBank.
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A partir de los resultados de este trabajo se podrian hacer las siguientes
recomendaciones para el consumidor de la region:
Las especies de pescado que conllevan mayor riesgo de contraer anisakiasis para los
consumidores en el ambito domestico son la merluza, seguido de la bacalada, por las
elevadas prevalencias de parasitos obtenidas.
En cuanto al boquerdn, las prevalencias han resultado ser bajas, pero los habitos de
preparacion (escabechado, anchoado) son un factor de riesgo importante a tener en
cuenta.
Como medida de prevenciéon a nivel de consumidor, excepto en algunos casos de
alergias, no es necesario suprimir el pescado de la dieta, sélo hay que tener en cuenta
algunas medidas de control:

e Se debe consumir preferentemente la musculatura epiaxial que presenta menos

parasitacién, sobretodo en merluza.
e Seleccionar los pescados de menor tamafio.
e Congelar el pescado en el &mbito doméstico al menos 48 horas antes de su

consumao.
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ABREVIATURAS

Ig E: Inmunoglobulina E

Ig M: Inmunoglobulina M

Ig A: Inmunoglobulina A

Th 1: Linfocitos T colaboradores subgrupo 1

Th 2: Linfocitos T colaboradores subgrupo 2

KGy: Kilogray: Unidad de medida de la radiacion absorbida.

ICMSF: International Commission on Microbiological Specification for Foods
MPa: MegaPascal

OTU: Operational Taxonomic unit
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