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MADRID MANEZ, ELENA, 2015.- ESTUDIO DE ANISAKIDOS
EN PESCADO FRESCO EXPEDIDO EN SUPERMERCADOS DE
VALENCIA Y ANALISIS DEL RIESGO DE ADQUIRIR
ANISAKIDOSIS ASOCIADO A SU CONSUMO. TESIS
(DIRECTORES: M. V. FUENTES Y M. TRELIS), FACULTAT DE
FARMACIA, UNIVERSITAT DE VALENCIA, ESPANA, 367 pp.

En este trabajo se investiga la presencia de anisakidos en
pescado de consumo frecuente en Espafia con el fin de evaluar
el riesgo asociado; identificando morfoldgicamente los
nematodos aislados, comparando prevalencias y abundancias
de parasitacidén entre visceras y musculatura, y en funcién de
dos procedencias y dos estaciones de captura. Para ello se
analizaron 1442 ejemplares de ocho especies expedidas frescas
en nuestros supermercados (bacaladilla, pescadilla europea y
americana, salmonete, boquerdn, sardina, caballa y estornino).
Se realizd un analisis estadistico para valorar que factores
influyeron en las prevalencias y abundancias obtenidas. Asi
mismo, se analizd molecularmente una muestra representativa
de larvas del género Anisakis mediante PCR-RFLP, para
identificacion de las especies.

Todas las especies hospedadoras presentaron L; de Anisakis, la
mayoria de ellas también de Hysterothylacium. Contracaecum
Unicamente aparecid en pescadilla americana. La presencia de
Anisakis fue superior en el Atlantico, con mayores prevalencias
en bacaladilla, pescadilla y caballa. La sardina y el salmonete
fueron las especies menos parasitadas, siendo el salmonete el
Unico que no presenté larvas en musculatura. Molecularmente
se identificaron las especies A. simplex (s.s.), A. pegreffii y un
genotipo hibrido entre ambas, siendo estos dos ultimos mas
frecuentes en el Mediterraneo y el primero en el Atlantico. La
mayor presencia en musculatura se dio en pescadilla europea
del Atlantico. La estacién primavera influyé en la presencia de
Hysterothylacium. El mayor riesgo lo presentan los ejemplares
de procedencia atlantica y los de mayor tamafio, siendo el
factor dias pescado importante en la migraciéon de larvas a
musculatura. Por tanto, debe recomendarse consumir los
ejemplares mas frescos, de procedencia mediterranea y de
menor tamafo.

PALABRAS CLAVE: Anisakis pegreffii, Anisakis simplex (s.s),

genotipo hibrido, Hysterothylacium, Atlantico, Mediterraneo,
riesgo de transmisién, Valencia, Espafa.
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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1.1.- INTRODUCCION GENERAL Y ANTECEDENTES
HISTORICOS

El pescado constituye uno de los pilares basicos en nuestra
dieta ocupando un lugar destacado en la alimentacién humana.
En algunos paises es el principal aporte de proteinas de origen
animal y desde hace décadas figura entre los integrantes mas
importantes de la dieta mediterranea, siendo su consumo muy
recomendado por especialistas, ya que, en general, presenta
un contenido caldérico bajo, siendo una buena fuente de
proteinas de alto valor bioldgico, aportando a su vez vitaminas,
minerales y acidos grasos -3, muy beneficiosos en la
prevencion de algunas enfermedades cronicas (INSTITUTO DE
SALUD PUBLICA DE MADRID, 2005). Por estos motivos
constituye un alimento insustituible en nuestra alimentacion,
pero también figura entre los productos con mayor riesgo de
transmisién de parasitos al ser humano (CHAPPUIS & LOUTAN,
2006).

La presencia de parasitos en el pescado es un fendémeno
generalizado e imposible de eliminar de las poblaciones de
peces, ya que los factores ecoldgicos que determinan las
infecciones parasitarias escapan habitualmente a nuestro
control. Aunque son muchas las especies de helmintos que
parasitan a peces, solo algunas son zoondticas y causan
problemas de Salud Publica por sus formas infestantes para el
ser humano: Ilarvas de nematodos, metacercarias de

trematodos y plerocercoides de cestodos.
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Introduccion

Los parasitos no siempre generan alteraciones fisioldgicas
importantes en sus hospedadores, sin embargo, evidencias
cientificas demuestran que existen muchos problemas
asociados a sus efectos en tejidos y érganos (VUONG et al.,
1999). Ademas, se han relacionado con un gran numero de
enfermedades emergentes asociadas al consumo de alimentos
(KEISER & UTZINGER, 2005; TORRES et al., 2007), debido al
impacto de estos sobre la produccion mundial y también sobre
la salud del consumidor (GAJADHAR et al., 2006).

La presencia de nematodos en peces aparece documentada
desde el siglo XIII (MYERS, 1976), pero adquiere importancia
en los afos sesenta del siglo XX, cuando se aprecian cambios
significativos en su prevalencia, con la consecuente
disminucidon de ingresos para la industria pesquera (SMITH &
WOOTTEN, 1978; McCLELLAND et al., 1985).

Entre los nematodos, los mas importantes son las larvas vivas
de anisadkidos (BOUREE et al., 1995; CHAI et al., 2005), no
solo por su alta prevalencia y ubicuidad en los ecosistemas,
sino también por su potencial para generar enfermedades. Los
nematodos de la familia Anisakidae estan ampliamente
distribuidos y su transmisién se produce en el agua,
incluyendo invertebrados acuaticos y peces como hospedadores
intermediarios (necesarios para el desarrollo del ciclo) y
paraténicos (de transporte, dentro de los cuales el parasito no
evoluciona) (ANDERSON, 2000; ZHANG et al., 2007).

En la anisakidosis, la especie humana se convierte en
hospedador accidental por el consumo de pescado marino o
cefalépodos crudos o poco cocinados; por tanto, se produciran
mas casos en aquellas zonas donde existan estas costumbres
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culinarias, como Japoén, regiones costeras de Europa y Estados
Unidos (HOCHBERG & HAMER, 2010).

Las anisakidosis se clasifican en funcidn del agente causal
involucrado en cada caso (IGLESIAS et al., 2002): anisakiosis o
anisakiasis, causada por especies del género Anisakis
(alrededor del 95% de los casos diaghosticados),
pseudoterranovosis, producida por Pseudoterranova (3% de los
casos, mas leve y no invasiva) y contracaecosis, cuyos
responsables son especies del género Contracaecum (muy poco
frecuente). Del género Hysterothylacium, perteneciente a la
familia Rhapidascaridae, se conocen pocas referencias en la
literatura médica: una larva en un humano adulto (NORRIS &
OVERSTREET, 1976) y un caso de anisakidosis no invasiva con
la presencia de un adulto hembra en las heces del paciente
(YAGI et al., 1996), aunque no hay que descartar la posibilidad
de que la presencia de sus alérgenos en pescado pueda
producir alergias alimentarias.

Las especies pertenecientes al género Anisakis son las de
mayor importancia debido a su extensa distribucién geografica
y amplia frecuencia de aparicién en el pescado de consumo
habitual, dado que pueden encapsularse en visceras y en
tejido muscular, conservando su capacidad de infeccion. En la
actualidad se han reportado mas de 33.000 casos de
anisakidosis en mas de 26 paises, incluyendo Asia, Europa
occidental (FELDMEIER et al.,, 1993; BOUREE et al., 1995;
AUDICANA et al., 2002), Estados Unidos (AMIN et al., 2000),
Canada (COUTURE et al., 2003), Chile (MERCADO et al., 2001),
Nueva Zelanda (PALTRIDGE et al., 1984) y Egipto (COCHETON
et al.,, 1991). Cabe destacar que aproximadamente el 95 % de
casos han sido diagnosticados en Japdén, donde se producen
alrededor de dos mil casos nuevos al afio (CHAI et al., 2005;
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UMEHARA et al., 2007; YORIMITSU et al., 2013), siendo las
especies de A. simplex complex los principales agentes
causales de anisakiasis (ARIZONO et al., 2012; PRAVETTONI et
al.,, 2012).

Aunqgue el primer caso de parasitacidon fue descrito en 1876 por
Leucckrat en un nifo groenlandés, la enfermedad fue mas
ampliamente descrita entre los afios 1950 y 1960 al
producirse mas casos en Holanda (154 entre 1955 y 1968) por
ingestion de arenques escabechados. En 1960 se identifico
como larva del tercer estadio de A. simplex (VAN THIEL, 1960).
Desde mediados de los afios cincuenta, en que se publicaron
los primeros casos en Holanda y Japdén, se han ido
comunicando nuevos casos en diferentes paises, como Espanfa,
Francia, Reino Unido, EEUU vy Alemania principalmente,
dependiendo de los habitos de consumo de pescado crudo o
poco cocinado (PRAVETTONI et al., 2012). En Espafna el primer
caso se describid en 1991 (ARENAL VERA et al., 1991). Desde
esa fecha hasta 1996 se habian publicado alrededor de 6
casos, siendo la anisakiasis una patologia anecdética (LOPEZ
PENAS et al., 2000).

Los anisakidos plantean un riesgo para la salud en dos
sentidos: a través de la infeccién por helmintos al comer
pescado no elaborado y/o reacciones alérgicas a los antigenos
gue quedan en él, ya que en 1995 los alergdlogos espafioles
encontraron casos de reacciones alérgicas tras consumo de
pescado presumiblemente bien cocinado, con hallazgo de
pruebas cutdneas positivas e IgE especifica a A. simplex
(AUDICANA et al., 1995).
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Desde el primer caso descrito en Espafa se ha observado un
aumento progresivo en las investigaciones sobre esta
parasitosis, teniendo ademas un impacto importante a nivel
social. El aumento de la incidencia, incluso en paises donde el
consumo de pescado es poco habitual, ha motivado un
aumento de la preocupacién y ha llevado a cuestionar la
eficacia de las medidas preventivas aplicadas en algunos
paises.

Espafia es el segundo pais con mayor consumo per capita de
pescado y marisco de la Unidon Europea después de Portugal.
Segun la Food and Agriculture Organization (FAO), el consumo
por habitante en nuestro pais fue de 28,2 Kg en 2012. El
pescado representa mas del 60% de las ventas de productos
pesqueros (dentro de los cuales, la merluza representa mas del
25% del total de la demanda), llegando al consumidor final
principalmente a través de supermercados (43,3% de cuota de
mercado) o hipermercados (entre ambos, el 78,3% del total en
2012). Los principales grupos minoristas de alimentos que
operan en Espafia son: Mercadona, Carrefour, Alcampo, Eroski
Grupo (Eroski, Caprabo) y Distribuidora Internacional de
Alimentos (Dia). El mayor porcentaje del consumo se concentré
en los hogares (79,8%), mientras que la restauracion
comercial y social supuso el % restante (MARTIN, 2008;
MERCASA, 2009; MARM, 2010). A pesar de todo, la incidencia
de la anisakidosis es baja, aunque hoy todavia se considera
una enfermedad infradiagnosticada (NAVARRO CANTARERO et
al., 2005). En los hospitales se diagnostican entre 200-300
casos al afo, pero solo se declaran unos pocos al
Departamento de Salud (REPISO ORTEGA et al., 2003).
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1.2. GENERALIDADES DE NEMATODOS ANISAKIDOS

1.2.1.- TAXONOMIA

La familia Anisakidae incluye hasta la fecha ocho géneros
segun la base de datos de la NCBI TAXONOMY BROWSER
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Muchas de sus especies son de
importancia médica o veterinaria y algunas con gran
importancia econdmica, siendo Anisakis, Pseudoterranova y
Contracaecum parasitos de hospedadores de sangre caliente,
ballenas, focas y aves piscivoras (BERLAND, 2006), y los
agentes causales de zoonosis en humanos por consumo de
pescado crudo o insuficientemente cocinado. Hysterothylacium,
el otro género que aparece frecuentemente en pescados de
consumo, pertenece a la familia Raphidascarididae.

Phylum Nematoda
Clase Chromadorea
Orden Ascaridida
Superfamilia Ascaridoidea
Familia Anisakidae
Género Anisakis (Dujardin, 1845)
Género Contracaecum (Railliet et Henry, 1913)
Género Ophidascaris
Género Phocascaris

Género Pseudanisakis
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Género Pseudoterranova (Krabbe, 1878)
Género Sulcascaris
Género Terranova
Familia Ascarididae
Familia Heterocheilidae
Familia Quimperiidae
Familia Raphidascarididae
Género Goezia
Género Hysterothylacium (Ward et Magath, 1917)
Género ITheringascaris
Género Raphidascaris

Familia Toxocaridae

1.2.2.- CLASIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR

La morfologia de estos nematodos se ha estudiado
ampliamente (BERLAND, 1961, 1964; OSCHE, 1963; DAVEY,
1971; HARTWICH, 1974; SPRENT, 1977, 1978, 1979, 1983;
DEARDOFF & OVERSTREET, 1979; GIBSON, 1983; FAGERHOLM
& GIBSON, 1987; FAGERHOLM, 1989, 1991; BRUCE &
CANNON, 1990; entre otros) existiendo mucha controversia en
su sistematica, debido a que las claves utilizadas para su
clasificacion se basaban en caracteristicas morfoldgicas
(principalmente del tracto digestivo y del sistema excretor) de
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escasa significancia taxondmica y solo validas para adultos
(principalmente machos), resultando muy dificil la clasificacidén
a nivel de especie, sobre todo para los estadios larvarios
(MATTIUCCI & NASCETTI, 2008).

A lo largo de las dos Uultimas décadas ha aumentado la
diversidad de especies debido a la introduccién de técnicas
moleculares que han permitido detectar especies gemelas muy
similares a nivel morfoldgico pero aisladas reproductivamente.
Esto conduce a la necesidad de clasificar estos nematodos
utilizando métodos moleculares con marcadores genéticos. La
primera  herramienta utilizada fue la  electroforesis
aloenzimatica (19-24 locus) que reveld la existencia de una
elevada heterogeneidad genética entre morfoespecies de
Anisakis, Pseudoterranova y Contracaecum (BULLINI et al.,
1986; MATTIUCCI et al., 1986; NASCETTI et al., 1986; PAGGI
et al., 1991), aumentando rapidamente la deteccién de
especies gemelas pertenecientes a estos tres géneros, asi
como la detecciéon de nuevas especies. Mediante esta técnica
se demostrd el aislamiento reproductivo y la ausencia de flujo
genético entre especies gemelas simpatricas y alopatricas
(PAGGI et al., 1991; NASCETTI et al., 1993; MATTIUCCI et al.,
1997, 2001, 2003, 2005), lo cual ademas permitié establecer
relaciones genéticas e identificar estadios larvarios carentes de
caracteristicas morfolégicas diferenciables (BULLINI et al.,
1986, 1997; MATTIUCCI et al., 1986, 1997, 1998, 2001, 2002,
2003, 2004, 2005, 2006, 2007, 2008a,b,c; NASCETTI et al.,
1986, 1993; ORECCHIA et al., 1986a,b, 1994; PAGGI et al.,
1991, 1998, 2000, 2001; PAGGI & BULLINI, 1994; ARDUINO et
al., 1995; MATTIUCCI & NASCETTI, 2006, 2008).
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La introduccion de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) confirmdé los datos obtenidos por marcadores
aloenzimaticos. Asi, las referencias individuales caracterizadas
por aloenzimas se utilizaron para identificacion de especies
basadas en el DNA, quedando demostradas algunas hipétesis
evolutivas, analisis comparativos de caracteres morfoldgicos y
ciclos de vida (NADLER, 1992, 1995, 2005; NADLER &
HUDSPETH, 1998; ZHU et al., 2000).

Los anisakidos comparten los rasgos comunes de todos los
nematodos: cuerpo vermiforme, seccidon redondeada vy falta
de segmentaciéon. La cavidad corporal es estrecha, la boca se
encuentra en el lado anterior, rodeada de proyecciones que se
utilizan para sentir y alimentarse, con el ano ligeramente fuera
del lado posterior. La epidermis segrega una cuticula en capas
que protege al cuerpo de los jugos digestivos.

Aparte de las caracteristicas propias de los ascaroideos, los
anisakidos poseen caracteres morfoldgicos propios, como son
el ventriculo, en ocasiones apéndice ventricular, ciego intestinal
0 ambos, sistema excretor asimétrico y anillos cuticulares sin
espinas (HARTWICH, 1974).

Anisakis

Su clasificacion se habia basado tradicionalmente en la
morfologia de los adultos. Segun DAVEY (1971), las unicas
caracteristicas de valor sistematico serian la longitud y el
diametro del ventriculo esofagico, asi como el tamano de las
espiculas y la distribucidon de las papilas caudales en el macho,
y la posicion de la vulva en la hembra.
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Los especimenes de este género presentan: tres labios sin
interlabios y un diente simple, con glandula excretora que se
abre entre los labios ventrolaterales; eséfago con porcidn
anterior muscular y ventriculo posterior oblongo, a veces
sigmoideo o tan ancho como largo. Carecen de apéndice
ventricular y de ciego intestinal. La vulva esta situada en el
medio o primer tercio del cuerpo en las hembras. Las espiculas
del macho son desiguales y presenta numerosas papilas
preanales y postanales, que incluyen un grupo de tres o cuatro
pares cerca del extremo posterior. Las caracteristicas
propuestas por otros autores para el reconocimiento de los
estadios larvarios (BERLAND, 1961; SHIRAKI, 1974) no
resultan Utiles para identificar hasta el nivel especifico.

Segun BERLAND (1961), las larvas de Anisakis pueden
diferenciarse en tipo I y tipo II en base a la longitud del
ventriculo esofdgico y la presencia o no de mucréon terminal.
Actualmente, la existencia de estos dos tipos se deduce
claramente del analisis filogenético basado en los datos
aloenzimaticos y el andlisis de la secuencia del DNA
mitocondrial de todas las especies caracterizadas
genéticamente (MATTIUCCI et al., 2001; MATTIUCCI &
NASCETTI, 2006; VALENTINI et al., 2006). Un morfotipo
comprende las larvas clasificadas como Anisakis tipo I (sensu
Berland, 1961) y el otro morfotipo las clasificadas como
Anisakis tipo II (sensu Berland, 1961) (MATTIUCCI et al.,
2005; VALENTINI et al., 2006). Las especies comprendidas en
cada uno de los grupos, asi como sus caracteristicas
morfoldgicas diferenciales se detallan en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1.- Clasificacion de los morfotipos de L; de Anisakis (sensu Berland,

1961).
Anisakis Tipo 1 A. simplex (s.s.)
A. simplex | A. pegreffii
(s.1.) A. simplex C
ventriculo largo y A. ziphidarum
mucron terminal A. typica

A. nascettii

Anisakis Tipo 11

A. physeteris
ventriculo corto y A. paggie
sin mucron A. brevispiculata

En la actualidad el género Anisakis comprende nueve especies
identificadas (MATTIUCCI et al., 2009; MATTIUCCI et al.,
2014):

- A. pegreffii Campana-Rouget et Biocca, 1955; A. simplex
(sensu stricto) (Rudolphi, 1809) y A. simplex C* Nascetti et
al., 1986 son tres especies gemelas, morfolégicamente
indiferenciables. Al conjunto de estas tres especies se le
denomina A. simplex (sensu lato) o A. simplex complex,
en el cual también se incluye el genotipo hibrido A.
simplex x A. pegreffii.

- A. typica (Diesing, 1860), A. nascettii Mattiucci et al., 2009
y A. ziphidarum (Paggi et al., 1988) forman, junto al
complejo anterior, el grupo llamado Anisakis tipo I.

- A. physeteris (Baylis, 1923), A. brevispiculata Dollfus,
1966 y A. paggiae Mattiucci et. al, 2005 forman el grupo

llamado Anisakis tipo II.
* MATTIUCCI et al. (2014) proponen A. berlandi n. sp. como nuevo nombre
para A. simplex C.
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Pseudoterranova

Anteriormente conocido como Terranova y Phocanema, su
morfologia es similar a la de Anisakis pero presenta ademas un
ciego intestinal corto (BERLAND, 1989). Su hospedador
definitivo comprende diversas especies de focas, presentando
una distribucion cosmopolita (NADLER et al., 2005). Al igual
gue ocurre con Anisakis, la clasificacion morfoldgica resulta
dificil, sobre todo a nivel de los estadios larvarios, y las
herramientas moleculares han favorecido enormemente su
clasificacion especifica y el hallazgo de especies gemelas
indiferenciables a nivel morfolégico (MATTIUCCI & NASCETTI,
2008).

Contracaecum

Se caracteriza por la presencia tanto de ciego intestinal
anterior como de apéndice ventricular proyectado hacia la
parte posterior (de ahi su nombre); también poseen tres labios
pero, a diferencia de los anteriores, los interlabios estan bien
desarrollados. Sus hospedadores definitivos son aves acuaticas
y focas; los adultos presentes en ellos pueden identificarse a
nivel de especie pero las larvas presentes en pescados son
indiferenciables si no se recurre a técnicas moleculares para
ello, habiéndose identificado también especies gemelas. Las
relaciones filogenéticas entre las especies de los géneros
Contracaecum y Phocascaris, basandose en DNA ribosomal,
fueron estudiados por NADLER et al. (2000, 2005).
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Hysterothylacium

Se han descrito en todo el mundo un elevado numero de
especies del género Hysterothylacium parasitas de pescado
(GOPAR-MERINO et al., 2005). Sin embargo, sus larvas se han
confundido en muchas ocasiones con las del género
Contracaecum basandose en identificaciones morfoldgicas
Unicamente (LOPES et al., 2011). Hasta la fecha hay once
especies identificadas y un elevado nimero de taxones por
identificar segun la base de datos de la NCBI TAXONOMY
BROWSER (www.ncbi.nlm.nih.gov).

En el Atlantico norte, Mar del Norte, Mar Baltico, Mediterraneo
y aguas adyacentes templadas y frias, la especie H. aduncum
es un parasito muy comun en peces (PALM et al., 1999), pero
su taxonomia presenta una gran ambigliedad y no seria
sorprendente que en un futuro estudios moleculares revelaran
a H. aduncum como un todavia desconocido complejo de
especies gemelas (BALBUENA et al., 1998), debido a que este
parasito presenta muy baja especificidad de hospedador y a
que ya han sido detectadas especies gemelas en sus
congéneres, como H. fabri (MARTIN-SANCHEZ et al., 2003).

Morfoldgicamente las L; de este género se caracterizan segun
BERLAND (1989, 2006) y GRABDA (1991) por ser alargadas,
de color amarillento, delicadas, con una longitud de 6-20 mm;
poseen tres labios bucales grandes y un ventriculo esofagico
apenas presente y muchas veces de dificil visualizacién; con
ciego intestinal y apéndice ventricular proyectados en sentidos
opuestos; el extremo final es puntiagudo y con mucrén vy, a
diferencia de Contracaecum, el poro excretor esta situado a la
altura del anillo nervioso. Su extremo final en forma de cactus
le permite nadar en el contenido intestinal, asi, cuando el pez
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muere, es comun ver salir las larvas desde el estomago a
través de las branquias o por la boca, incluso moverse por el
intestino y salir por el orificio anal del pez. H. aduncum puede
vivir practicamente en todas las especies teledsteas como larva
y adulto (BERLAND, 2006).

En la figura 1.1 y en la tabla 1.2 se muestran las principales
caracteristicas morfoldgicas diferenciales de los cuatro géneros.
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a) Anisakis Tipo I  b) Anisakis Tipo 11 ¢) Pseudoterranova d) Contracaecum e) Hysterothylacium

Figura 1.1.- Extremo anterior, eséfago y extremo posterior de Ls de nematodos anisakidos. a) Anisakis Tipo
I; b) Anisakis Tipo II; c) Pseudoterranova, d) Contracaecum y e) Hysterothylacium. pe: poro excretor, v:
ventriculo, ci: ciego intestinal, av: apéndice ventricular, m: mucroén. Escala=0,2 mm (Dibujos: A. Debenedetti,
2014).
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Tabla 1.2.- Caracteristicas morfoldgicas

Hysterothylacium.

CARACTERISTICAS

COLOR
TAMANO

EXTREMO
ANTERIOR

VENTRICULO

APENDICE
VENTRICULAR
CIEGO
INTESTINAL
EXTREMO
POSTERIOR

PORO EXCRETOR

38

Anisakis (Tipo I)

Blanco
7-40 mm

3 labios pequefios,
con denticulo
Alargado,
glandular

No

No

Romo,
con mucron
En la base de

los labios

de los géneros Anisakis, Pseudoterranova, Contracaecum e

Pseudoterranova

Amarillo-rojizo
25-45 mm

3 labios pequefios,
con denticulo

Alargado

No

Hacia el polo
anterior
Romo,
mucrén mas largo
En la base de

los labios

Contracaecum

Blanquecino

4-30 mm

3 labios prominentes

con denticulo
Pequefio y esférico

Hacia el polo
posterior
Hacia el polo
anterior
Cola conica,
sin mucrén
En la base de

los labios

Hysterothylacium

Amarillento
6-20 mm

3 labios grandes,
con diente cuticular

Inapreciable

Hacia el polo
posterior
Hacia el polo
anterior
Puntiagudo,
con mucron
A la altura del

anillo nervioso
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1.2.3.- CICLO BIOLOGICO

Los ciclos de vida de los nematodos anisakidos son complejos e
implican a un elevado numero de especies hospedadoras muy
diferentes; los factores que regulan su abundancia geogréafica
todavia no son del todo conocidos, complicandose mas auln su
distribucién por las migraciones de los peces infestados
(PETRIE & WOOTEN, 2009). Los pinnipedos, hospedador final
de Pseudoterranova, viven en zonas costeras mientras que los
cetaceos, principales hospedadores definitivos de Anisakis son
mas abundantes en alta mar (WOOTTEN & WADDELL, 1977).

El trabajo de diversos autores (OSHIMA, 1972; SLUITERS,
1974; PIPPY & VAN BANNING, 1975; SMITH & WOOTTEN,
1978) y los resultados mas recientes obtenidos de datos
basados en la aplicaciéon de técnicas moleculares (NASCETTI et
al., 1986; MATTIUCCI et al., 1986, 1997, 2001; MATTIUCCI &
NASCETTI, 2008), han aportado nuevas contribuciones al
esclarecimiento de muchos aspectos del ciclo biolégico de
Anisakis y de sus preferencias por diversas especies de
cetaceos como hospedadores definitivos.

En la figura 1.2 se muestra un ciclo de vida generalizado para
los nematodos anisakidos.
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Hospedador accidental
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Figura 1.2.- Ciclo de vida de los nematodos anisdkidos (modificado de
LEVSEN & LUNESTAND, 2010).

40



Introduccion

Las especies del género Anisakis presentan un ciclo
poliheteroxeno, complicado por la presencia de hospedadores
paraténicos que contribuyen a la dispersién temporal y espacial
del parasito. El Ultimo estadio larvario y los adultos parasitan el
intestino de sus hospedadores definitivos, mamiferos marinos
(principalmente cetaceos: ballenas, delfines, cachalotes; pero
también pinnipedos: focas, marsopas) en los cuales tienden a
agruparse entre ellos formando Ulceras crateriformes que
facilitan su penetracidn en la mucosa. Las hembras ponen
huevos no embrionados que salen con las heces del
hospedador. Dentro del huevo tienen lugar las dos primeras
mudas emergiendo la Ls, capaz de nadar y que utiliza
crustaceos pelagicos (eufasidos, decapodos y amfipodos) como
primer hospedador intermediario (KO@IE et al.,, 1995). La
prevalencia en estas especies es muy baja, pero su densidad es
elevada, asi, los peces (segundo hospedador intermediario), al
ingerir grandes cantidades, tienen la posibilidad de adquirir un
gran numero de larvas, aunque la intensidad de parasitacién
del primer hospedador sea baja. Ademas, se van acumulando
con la edad por sucesivas reinfestaciones debidas a sus habitos
predadores, los peces pequefios, con las larvas enquistadas,
son devorados por los de mayor tamano, volviéndose a
enquistar estas larvas en los nuevos hospedadores; este
proceso se va repitiendo pudiendo los peces mas grandes
acumular un elevado niumero de larvas (BERLAND, 2006).

Una gran variedad de peces y cefalépodos pueden comportarse
como segundos hospedadores intermediarios reales o
paraténicos (CHENG, 1982). Finalmente, los hospedadores
definitivos ingieren a los hospedadores intermediarios o
paraténicos con las larvas que evolucionan hasta adultos. El ser
humano entra a formar parte como hospedador accidental al

ingerir al segundo hospedador intermediario (con la Ls
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infestante) crudo, insuficientemente cocinado o sometido a un
proceso tecnoldgico que no provoque la muerte del parasito,
como ahumado, salazén o marinado (PANEBIANCO & LO
SCHIAVO, 1985), pero en este caso, el parasito ni evoluciona
ni se reproduce y el ciclo se rompe (SMITH & WOOTTEN,
1978).

El ciclo de Pseudoterranova, segun McCLELLAND (1990, 2002),
es bentdnico, siendo las focas los hospedadores definitivos. Los
huevos emitidos junto con las heces caen al fondo del mar
donde tiene lugar su desarrollo hasta Ls;. Crustaceos bentdnicos
(copépodos principalmente, aunque también anfipodos,
gammaridos e isdpodos) al alimentarse, adquieren las Ls; que se
desarrolla en su hemocele, siendo éstos sus primeros
hospedadores intermediarios. Otros macro invertebrados vy
peces que tienen como fuente de alimento a los crustaceos
bentdnicos actuan como segundos hospedadores
intermediarios, en los cuales las larvas seguiran creciendo y se
haran infectivas para sus hospedadores definitivos.

Las especies del género Contracaecum siguen un ciclo muy
complejo con una eurixenia muy marcada que implica a
invertebrados y peces bentdnicos, demersales o pelagicos. Sus
hospedadores definitivos pueden ser mamiferos marinos y aves
piscivoras (KLIMPEL & PALM, 2011).

El ciclo de vida de Hysterothylacium todavia presenta muchos
aspectos que aun se desconocen (KLIMPEL & RUCKERT, 2005).
Sus especies son de las mas ubicuas en peces del Atlantico
Norte (K@IE, 1993; BALBUENA et al., 1998, 2000; NAVONE et
al., 1998; KLIMPEL et al., 2006a). Puede asumirse que los
ciclos son similares para todas las especies pertenecientes a

este género. Los adultos maduros sexualmente se encuentran
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principalmente en el tracto digestivo de grandes peces
predadores, teledsteos y raramente en elasmobranquios (K@IE,
1993; KLIMPEL et al., 2003), mientras que las L; y L, parasitan
preferentemente o6érganos de la cavidad corporal de sus
hospedadores intermediarios. Mas de cien especies de
invertebrados  benténicos y pelagicos actian como
hospedadores intermediarios y/o paraténicos (K@IE, 1993;
BALBUENA et al., 1998, 2000; NAVONE et al., 1998; KLIMPEL
et al., 2007). Los huevos salen con las heces de sus
hospedadores definitivos y se desarrollan hasta L2 que son
ingeridas por invertebrados pelagicos o bentdnicos (copépodos,
isbpodos y anfipodos), eclosionan en su intestino llegando al
hemocele (K@IE, 1993; KLIMPEL et al., 2006b), el desarrollo
hasta L; se produce en invertebrados y de ahi puede infectar a
sus hospedadores definitivos. Como segundos hospedadores
intermediarios se han encontrado medusas, crustaceos vy
quetognatos. El tamafo de la larva parece ser importante, ya
que solo las L; mayores de 0,3 cm mudan a L, y a adulto en el
lumen del tracto digestivo de su hospedador final (KQIE,
1993). Los peces pueden acumular un elevado numero de
larvas de diferentes estadios por la ingestién de crustaceos y
pequefios peces infestados que actuan como hospedadores
paraténicos o de transporte (KLIMPEL, 2005; KLIMPEL &
RUCKERT, 2005).
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1.2.4.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Seria muy extenso mostrar la distribucién geografica de las
diferentes especies comprendidas en estos cuatro géneros, asi,
en la figura 1.3 y en la tabla 1.3 se sintetizan los aspectos mas
importantes en cuanto a distribucién de las especies del género
Anisakis asi como sus principales hospedadores definitivos,
mientras que la figura 1.4 muestra las distribuciones
geograficas de las especies comprendidas en los tres géneros
mas importantes de la familia Anisakidae.

AN

O A pegreffi W A simplex (ss.) @A simplexC @A typica @ A physetenis O A brevispiculats @ A ziphicarum @ A paggise @ A. nascettil

Figura 1.3.- Distribucidn geografica de Anisakis spp. identificadas
genéticamente (Modificado de MATTIUCCI & NASCETTI, 2008).
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Distribucion geografica y hospedadores definitivos mas

importantes de las especies incluidas en el género Anisakis (MATTIUCCI &
NASCETTI, 2008).

Especies

A. simplex (s.s.)

A. pegreffii

A. simplex C

A. typica

A. ziphidarum

A. nascettii

A. physeteris

A.brevispiculata

A. paggiae

Distribucion geografica

Entre 350N y Circulo Polar Artico, regién
austral y Pacifico boreal. NO y NE Atlantico;
Gibraltar y ocasionalmente oeste del
Mediterraneo (Mar de Alboran)

Mediterraneo, region Austral (30°N-55°S);
limite norte del Atlantico: costa Ibérica.
China y Japdn

Este del Pacifico, costas de Canada y Chile,
Nueva Zelanda y costa atlantica de Sudafrica

Entre 30°S y 359N, en aguas calidas y

tropicales; este del Mediterraneo, noreste del
Atlantico, costa norte de Africa y Mar de China

Sur del Atlantico, Mediterraneo y Caribe

Costas de Nueva Zelanda y Sudafrica

Mediterraneo y Atlantico

Noreste Atlantico (costa Ibérica) y Sudafrica

Florida y Sudafrica

Hospedadores
definitivos

Ballenas y delfines
(Delphinidae, Monodontidae y
Phocoenidae)

Delfines (Delphinidae)

Cetéceos

Delfines (Delphinidae)

Ballena picuda (Ziphiidae)

Ballena picuda (Ziphiidae)

Cachalotes

Cachalote pigmeo

Cachalotes
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00 BA
Dl. Pagreffi . simplex (s.s. ). simplex C . typica . physetens D, brevispiculats .. Ziphidarum . paggiae .l nascott

(0= (s.5.1C¥- latumA & e @ o s . °® I’ E @cC @ mirounga @E. orgorhini (s.s.) @C. margoksi
AP decipiens (s.s.) AP krabbei gP. bulbosa JP. azarasi p. decipiensE AP. cattani

Figura 1.4.- Mapa con las areas de distribucién conocidas de las especies anisdkidas pertenecientes a los
géneros Anisakis, Contracaecum y Pseudoterranova (Modificado de MATTIUCCI & NASCETTI, 2008).
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1.3.- EPIDEMIOLOGIA

En los Ultimos afios se ha observado un aumento de la
prevalencia de la anisakidosis humana en todo el mundo, y no
solo en paises donde tradicionalmente se consume pescado
crudo. Aunque la mayoria de casos se producen en Japon,
también se han detectado en otros paises, principalmente
Holanda, Francia y Espafia (BOUREE et al., 1995; AUDICANA et
al., 2002), pero también en Reino Unido (LEWIS & SHORE,
1985), Corea (IM et al., 1995), Filipinas (PETERSEN et al.,
1993), Bélgica (VERCAMMEN et al., 1997), Estados Unidos
(AMIN et al., 2000) y México (LAFFON-LEAL et al., 2000), entre
otros.

Este aumento de la prevalencia no es debido sélo a la variacidn
de los gustos gastrondmicos (OSHIMA, 1987; SAKANARI &
McKERROW, 1989), sino también a:

- los movimientos migratorios y la globalizacién, con el
consecuente aumento en el consumo de comidas
exoticas;

- al uso de métodos rapidos de preparacion de los
alimentos (microondas);

- a los movimientos naturistas, que recomiendan no
cocinar demasiado los alimentos;

- al conocimiento de Ilos beneficios de Ila dieta
mediterranea que incluye un elevado consumo de
pescado para prevenir enfermedades del corazén y la
obesidad;
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- al mejor conocimiento de la enfermedad por parte de los
médicos, asi como la disponibilidad de mejores
instrumentos de diagndstico; vy,

- al aumento de las poblaciones de mamiferos marinos
como consecuencia de las medidas de proteccion y
conservacion de estas especies.

1.3.1.- FACTORES DE RIESGO

Existen diferentes factores que incrementan el riesgo de
adquirir anisakidosis.

Practicas pesqueras

En la comercializacién de productos del mar, la evisceracién de
pescado se debe considerar después de su captura con el fin de
evitar la migracion de las larvas a la musculatura. Sin
embargo, a pesar de esas medidas, las infecciones en humanos
se siguen produciendo (ARRIAZA et al., 2010), ya que la
proliferacién de la pesca extractiva en todos los caladeros y las
practicas de manipulacion (evisceracion y vertido al mar de las
visceras) contribuyen a incrementar la demografia de
anisakidos en los ecosistemas explotados para este fin. Dado el
alto porcentaje de peces afectados, los subproductos de la
pesca contaminados por estos parasitos representan cientos de
toneladas y son descartados y eliminados sin tratamiento
preventivo alguno. De esta manera, los parasitos se
reintroducen en la cadena trofica sirviendo de alimento a
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muchas especies que inmediatamente resultan afectadas. La
probabilidad de que un mamifero marino (hospedador
definitivo) ingiera un pez o invertebrado portador de larvas
aumenta vy, por tanto, se acelera la dispersidon y expansion
(geografica y poblacional) del parasito. Si la pesca maneja
adecuadamente estos subproductos, disminuye potencialmente
la infeccidon de los hospedadores definitivos y
consecuentemente de todo el ciclo (AESAN, 2009).

La sobreexplotacion de los caladeros hace que los peces
capturados sean paulatinamente de menor tamano y con
mayor carga parasitaria. De este modo la prevalencia de los
anisakidos no disminuye con la pesca, sino que se mantiene y
se hace mas evidente, puesto que al final la soportan un
numero menor de peces, que son ademas de menor tamafio.

Practicas alimenticias

Se han descrito parasitaciones por anisakidos en numerosas
especies de importancia comercial tales como arenque,
sardina, boquerdn, bacalao, merluza, abadejo, rape, bonito,
caballa, bacaladilla, besugo, calamar y muchas mas. Es decir,
presenta una distribucién mundial y los pescados implicados en
cada caso dependen fundamentalmente de los habitos
alimentarios de cada zona de consumo.

La infestacion se asocia al consumo de pescado crudo o
insuficientemente cocinado y a sus distintas preparaciones
culinarias: sushi, sashimi (figura 1.5) y sumomono en Japén;
arenques salados o escabechados en Holanda; gravlax en
Noruega; boquerones en vinagre en Espafia (figura 1.6) o
marinados en Italia; lomi-lomi en Hawai o ceviche en América.
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Figura 1.5.- a) sushi (preparacion a base de arroz, verduras, pescado crudo
y algas); b) sashimi (pescado crudo en filetes muy delgados).

Los casos diagnosticados en Espafia fueron debidos
principalmente al consumo de boquerones en vinagre aunque
también se han diagnosticado casos por consumo de sardinas
crudas con limén y por pescado a la plancha o al microondas
insuficiente cocinados (sardinas y merluza principalmente)
(AUDICANA & KENEDY, 2008). El mayor consumo de pescado
en verano, podria justificar el mayor niumero de casos descritos
durante estos meses (REPISO ORTEGA et al., 2003).

a)

Figura 1.6.- a) arenques ahumados; b) boquerones crudos; c) boquerones
en vinagre.
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La incidencia de las reacciones alérgicas frente a Anisakis es
muy desigual en el conjunto de la geografia espafola: es alta
en el centro y norte de la peninsula y poco frecuente en el sur
y sureste de Espafia. Ademas de la distinta procedencia del
pescado consumido (caladeros con una mayor 0 menor
infestacion del pescado), también pueden influir las costumbres
locales en habitos alimentarios. La forma de cocinar el pescado
puede variar desde una “plancha de calor moderado” en el
norte y el centro del pais, a una “fritura a alta temperatura y
mas prolongada” en el sur. Asi mismo, a pesar de que en
Galicia el consumo de pescado es mayor que en Madrid, los
habitos asociados al riesgo de infeccion son mas prevalentes en
la capital, donde el nUmero de casos diagnosticados es mayor.

Aspectos ecoldgicos

Otros posibles factores serian aquellos que afectan a |la
distribucién de los peces hospedadores. Comparados con los
ecosistemas terrestres, los marinos son mas sensibles y
reaccionan mas rapidamente a cambios climaticos, con
consecuencias impredecibles en la composicion de especies,
cambios espaciales de poblaciones, o reestructuraciones en las
cadenas alimenticias (STEELE, 2004). Los parasitos pueden
utilizarse como indicadores bioldégicos de impacto ambiental,
siendo los helmintos los mas utiles, ya que son un reflejo de las
cadenas trdéficas y del medio marino (PALM, 2011). Se sabe
que la frecuencia de Anisakis cambia de acuerdo a variaciones
de la temperatura del agua (ARRIAZA et al., 2010), estos
cambios podrian estar implicados en la transmisiéon de la
anisakidosis, ya que muchos estudios reflejan que Ila
prevalencia de Anisakis en los peces capturados en el
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Mediterraneo es significativamente menor que los capturados
en el Atlantico.

Ademas, los parasitos marinos pueden resultar utiles como
indicadores bioldgicos de la cadena alimentaria (THOMSON et
al., 2005), contaminacién (SURES, 2004), cambios climaticos
(POULIN, 2006; BROOKS & HOBERG, 2007), impactos
antropogénicos (MARCOGLIESE, 2005), evaluacién de
poblaciones de peces (MACKENZIE, 2002a, b) y de la salud del
ecosistema en general (MARCOGLIESE, 2005). Los anisakidos
son uno de los mejores marcadores, ya que, al ser integrantes
de los ecosistemas acuaticos, no solo juegan un papel
importante en la dindamica poblacional y estructura de la
comunidad, sino que también pueden proporcionar informacion
sobre la diversidad del ecosistema marino (MATTIUCCI &
NASCETTI, 2008), pudiendo utilizarse como marcadores
genéticos en estructura de poblaciones de sus hospedadores.
También determinaran la presencia de anisakidos los cambios
poblacionales del zooplacton asi como la mayor presencia de
hospedadores definitivos en primavera.

En truchas cultivadas las infecciones se atribuyen a haber sido
alimentadas con visceras contaminadas y no tratadas. También
se han encontrado anisdkidos en salmén, adquiridos
seguramente durante su permanencia en el mar (DIAZ
ESTRUCH, 1992).
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1.4.- ANISAKIDOSIS HUMANA

1.4.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS

Desde 1960 se venia usando el término anisakiosis para la
patologia causada por larvas L; de la familia Anisakidae, sin
embargo, a partir de 1988 se establecié una nomenclatura
estandarizada (KASSAI et al., 1988) por la cual se recomienda
usar el término anisakidosis para patologias causadas por
nematodos de esta familia y anisakiasis, pseudoterranovosis,
contracaecosis para las causadas por especies de los género
Anisakis, Pseudoterranova y Contracaecum respectivamente.

Debido a que los sintomas son inespecificos, esta enfermedad
continua estando infradiagnosticada (EFSA, 2010).

ARIZONO et al. (2012) reportan a A. simplex (s.s) como
responsable de la mayoria de las infecciones humanas. Sin
embargo, en los casos recientemente reportados en Italia se
identificd a A. pegreffii como agente causal (FUMAROLA et al.,
2009; MATTIUCCI et al, 2011). También se ha reportado algun
caso por A. physeteris (CLAVEL et al., 1993) y por Ls de A.
simplex (ROSALES et al., 1999).

Los casos producidos por Pseudoterranova son mas escasos. En
una revision realizada en un hospital de Corea por CHOI et al.
(2014), entre 2004 y 2011 se diagnosticaron 62 casos de
anisakidosis, de los cuales 52 fueron producidos por A. simplex
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mientras que solamente en 10 pacientes se identifico a P.
decipiens como agente causal.

La anisakidosis por Contracaemun son mas frecuentes en
Sudamérica, sin embargo, SHAMSI & BUTCHER (2011)
describen el primer caso de contracaecosis en Australia en una
mujer, previo consumo de caballas capturadas en sus costas,
con sintomas de anisakidosis y reacciones alérgicas en la
paciente.

Unicamente se ha reportado un caso de anisakidosis no
invasiva por Hysterothylacium con la presencia de un adulto
hembra en las heces del paciente (YAGI et al., 1996).

1.4.2.- SINTOMATOLOGIA Y PATOLOGIA

Para que se produzca la parasitosis es necesario que la larva
esté viva, de forma que se engancha y perfora la mucosa del
estdbmago o intestino. Por tanto, ante la baja probabilidad de
producirse este hecho, el cuadro en la mayoria de los casos
revierte sin haber llegado a un diagndstico y sin necesidad de
tratamiento.

Las manifestaciones clinicas de la anisakidosis en general, y de
la anisakiasis en particular, son variadas y no patognomonicas,
fundamentalmente de tipo alérgico y/o digestivo, siendo
debidas a dos mecanismos:

- Accion local del parasito. La sintomatologia depende del
tamafo del inéculo y del lugar de penetracién de la larva en la
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mucosa del tracto gastrointestinal. En este caso los sintomas
tardan de 12 a 48 horas en aparecer (NAVARRO CANTARERO
et al., 2005).

- Reacciones de hipersensibilidad inmediata mediada por
IgE. Los pacientes desarrollan cuadros alérgicos como urticaria
y angioedema pocas horas después de la ingesta de pescado.

El mecanismo patogénico de las infecciones por helmintos se
caracteriza por el desarrollo de respuestas de tipo alérgico
(IgE) e inmunomodulador (produccién de citoquinas Th2,
degranulacién de mastocitos y eosinofilia) (AUDICANA &
KENNEDY, 2008).

La anisakidosis humana es peculiar porque este parasito no
esta adaptado a vivir en humanos vy la infeccidén es transitoria.
Ademas, mas del 90% de los casos descritos estan causados
por una unica larva, aunque KAGEI & ISOGAKI (1992) reportan
la presencia de hasta 56 larvas en un Unico paciente. Por tanto,
pueden esperarse diferencias en la patogénesis de A. simplex
(u otros anisakidos) con otros helmintos parasitos humanos.

En los ultimos afios, los estudios han indicado que, como en
otras infecciones helminticas, los cambios patoldgicos se
producen en el tracto gastrointestinal. Durante la infeccion por
A. simplex, la patologia es el resultado de la accién directa de
la larva durante la invasioén tisular y de la interaccion compleja
entre el sistema inmunitario del hospedador y las sustancias
producidas por, o que contienen, los parasitos.

Los sindromes que pueden aparecer en humanos que
experimentan anisakidosis sintomatica pueden ser de

diferentes tipos.
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- Gastrico. Inicio brusco (1-12 horas tras la ingestion de
pescado crudo) de dolor epigastrico, nauseas, vOmitos vy
febricula. Los sintomas agudos se resuelven en unos dias, pero
las personas infectadas pueden presentar dolor abdominal
inespecifico, nauseas y vomitos durante semanas e incluso
meses. La enfermedad gastrica puede llegar a ser crdnica, y los
sintomas tipo ulcera pueden durar meses y ser dificiles de
diagnosticar (HOCHBERG & HAMER, 2010). El cancer de
estdmago es mucho mas frecuente en Japdn que en cualquier
otro pais y se ha sugerido la presencia de larvas de Anisakis
como uno de los factores implicados (PETITHORY et al., 1990).

- Intestinal. Dolor abdominal que empieza 5-7 dias después
de la ingestion de las larvas. Los individuos infectados pueden
desarrollar ascitis y/o sighos peritoneales. Las complicaciones
son raras pero incluyen la obstruccién del intestino delgado,
estenosis ileal, invaginacion intestinal, perforacion intestinal y
neumoperitoneo (HOCHBERG & HAMER, 2010).

La afectaciéon gastrica representa del 60 al 70% de las
parasitaciones. Sin embargo, en Espafia se ha observado una
mayor afectacion intestinal, siendo el ileon terminal el
segmento que se ha involucrado con mayor frecuencia, donde
probablemente el pH alcalino dificulte la estancia del parasito
durante un largo periodo de tiempo (REPISO ORTEGA et al.,
2003).

- Ectopico. Por penetracién de las larvas desde el estémago o
el intestino, pudiendo llegar a la cavidad peritoneal y menos
frecuentemente a la cavidad pleural, mesenterio, higado,
pancreas, ovario y tejido subcutdneo, con neumoperitoneo por
la perforacién del tracto gastrointestinal. En la infeccidn croénica
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pueden observarse masas mesentéricas (HOCHBERG & HAMER,
2010).

- Alérgico. La anisakidosis esta también asociada a una fuerte
respuesta alérgica, este patdégeno es una de las principales
causas de alergias alimentarias en Espafa (principalmente
asociado al consumo de boquerones en vinagre). Los sintomas
alérgicos aparecen generalmente en menos de cinco horas
desde la ingestion del pescado infectado, y las manifestaciones
pueden variar desde urticaria y angioedema hasta anafilaxis,
algunas veces acompafiada de sintomas gastrointestinales
(HOCHBERG & HAMER, 2010).

Antigenos de Anisakis

Se conocen tres grupos de moléculas antigénicas.

- Antigenos somaticos. Son los mas abundantes y algunos
presentan reactividad cruzada con antigenos de otros
ascaridos. Se obtienen por homogenizacion de las larvas
enteras y contienen todas las proteinas solubles del parasito.

- Antigenos de excrecion/secrecion (E/S). Se sintetizan
en la glandula esofagica dorsal y células secretoras del tracto
digestivo que son la mayor fuente de enzimas histoliticas.
Estas moléculas ayudan al parasito a penetrar en la mucosa
gastrica. Los anticuerpos frente a estos antigenos son los
primeros en aparecer. Este complejo antigénico puede
obtenerse mediante incubacién de las larvas vivas en un medio
de cultivo apropiado durante largos periodos de tiempo. Se ha
demostrado que las proteinas de bajo peso molecular (14, 17 y
18 kDa) sélo son reconocidas por los sueros de los ratones

infectados con la larva viva. Una posible explicaciéon es que los
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antigenos con bajo peso molecular son producidos Unicamente
cuando la larva esta viva.

- Antigenos de superficie. Corresponden a moléculas
expresadas en la cuticula del parasito, que también se
encuentran en otros nematodos. Se expresan cuando la larva
evoluciona de Ls a Ls. Aunque se ha sugerido que son menos
antigénicas y especificas que los antigenos de tipo E/S vy
somaticos, se ha demostrado en recientes estudios que son
fuente de muchas proteinas reconocidas por los anticuerpos del
raton infestado. Posiblemente estas moléculas juegan un papel
importante en el desarrollo de un estimulo crénico, como en el
caso de los granulomas (VALLS et al., 2003).

Las Agencias Internacionales de Seguridad Alimentaria han
fijado su atencidn en Anisakis en relacion a su posible potencial
alergénico y riesgo para el consumidor de productos de la
pesca, Yy se ha incluido como un factor etiolégico en las
recientes guias de evaluacion de anafilaxis (EFSA, 2010;
SIMONS et al., 2011).

En general no se desencadena una reaccion alérgica en el
primer contacto con las proteinas del parasito, pero se puede
dar si ha habido un contacto previo con proteinas de otros
pardsitos que presenten caracteristicas similares (reactividad
cruzada). Diferentes estudios han mostrado reacciones
cruzadas con carbohidratos, fosforilcolina, otros anisakidos,
ascaridos, acaros, cucarachas o crustaceos (DASCHNER et al.,
2012).

Los datos epidemiolégicos son escasos, incluso en Espafa,
donde la alergia a A. simplex estd mas reconocida y mas
estudiada que en otros paises europeos. Respecto al estudio
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inicial que dio Iugar al concepto de GAA (anisakiasis
gastroalérgica), en 1997 se diagnosticaron 96 casos de GAA en
pacientes que acudieron a centros de urgencia adscritos a una
zona de aproximadamente 500.000 habitantes en Madrid
(ALONSO-GOMEZ et al., 2004). Extrapolando estos datos, hay
una incidencia minima anual de 20 pacientes por 100.000
habitantes, aunque estos datos podrian estar subestimados ya
gue en esta zona muchos pacientes con sintomas leves no
acudian a los centros sanitarios. En este estudio, la ingestion
de boquerones en vinagre fue el factor de riesgo mas comun
(79 de 96 pacientes) pero también estuvieron implicados otros
pescados: 9 casos por consumo de merluza insuficientemente
cocinada, 2 por bacalao crudo y 6 por otros pescados
insuficientemente cocinados (ALONSO-GOMEZ et al., 2004).

Las manifestaciones clinicas de la anisakidosis varian
dependiendo de dénde se infectd el paciente y qué tipo de
anisakido la caus6. En Japon la infeccion gastrica es
predominante, mientras que en Europa es mas frecuente la
enfermedad intestinal. Estas diferencias pueden reflejar un
sesgo de informacion o diferencias en los métodos
diagndsticos. La infeccidon con P. decipiens es menos frecuente,
normalmente solo afecta al estdmago y tiende a ser mas leve
gue la enfermedad causada por especies del género Anisakis.
Las personas infectadas presentan el “sindrome de hormigueo
en la garganta” por una larva que se arrastra en el eséfago
superior o la orofaringe. Uno de los primeros sintomas es la tos
(HOCHBERG & HAMER, 2010).

Hasta la fecha se han caracterizado 13 alérgenos de Anisakis
cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 1.4.

59



Introduccion

Tabla 1.4.- Alérgenos de A. simplex. E/S: excrecidn-secrecién (Modificado
de DASCHNER et al., 2012).

Tipo de Reactividad
Alérgeno PM (kDa) antigeno Proteina en pacientes Autores
Inhibidor
tripsina tipo MONEO et
Anis 1 24 E/S Kunitz 85% al., 2000
PEREZ-PEREZ
Anis 2 97 Somatico Paramiosina 88% et al., 2000
ASTURIAS
Anis 3 41 Somatico Tropomiosina é4%°7? et al., 2000
RODRIGUEZ
-MAHILLO
Anis 4 9 E/S Cistatina 27% et al., 2007
Proteina KOBAYASHI
Anis5 15 E/S SXP/RAL 25-49% et al., 2007
KOBAYASHI
Anis 6 7 E/S Serpina 18% et al., 2007
ANADON et
Anis 7 139 E/S Glicoproteina 83-100% al., 2009
Proteina KOBAYASHI
Anis 8 15 E/S SXP/RAL 25% et al., 2007
RODRIGUEZ
Proteina -PEREZ et
Anis 9 14 E/S SXP/RAL 13% al., 2008
Anis CABALLERO
10 22 ¢Somatico? Desconocido 39% et al., 2011
Anis KOBAYASHI
11 55 ¢Somatico? Desconocido 47% et al., 2011
Anis KOBAYASHI
11-li Desconocido éSomatico? Desconocido Desconocido et al., 2011
Anis KOBAYASHI
12 Desconocido ~ Desconocido Desconocido 57% et al., 2011
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En Espafa, de manera similar a lo que ocurre también en
Italia, hay mayores prevalencias de anisakiasis en regiones
costeras, resultando en reportes frecuentes de reacciones de
hipersensibilidad (AUDICANA et al., 2002; MONEO et al., 2007;
DASCHNER et al., 2008). En algunas partes de Espafia el suero
de los pacientes alérgicos que reaccionaban con antigenos
especificos (incluidos rAni s1, nAni s4, rAni s5, rAni s9 y rAni
s10), también tenian mayores episodios de urticaria y sintomas
gastrointestinales en comparacién con los pacientes italianos
afectados de forma similar. Sin embargo, estos ultimos
mostraron reactividad IgE a los doce alérgenos caracterizados
y a otros todavia no caracterizados (CABALLERO et al., 2013).

En la tabla 1.5 se sintetizan los casos reportados de alergia a
A. simplex en Espafa entre 1997 y 2007, y en la tabla 1.6 se
reportan algunos casos de parasitacion sin sintomatologia
alérgica.

61



Introduccion

Tabla 1.5.- Casos reportados de alergia a A. simplex en Espafa entre 1997 y
2007 (modificado de EFSA, 2010).

N©° pacientes

Aio Autores
Total Con anafilaxia

1995 10 1 AUDICANA et al., 1995
1996 28 17 FERNANDEZ DE CORRES et al., 1996
1997 1 (ocupacional) ANIBARRO, 1997
1997 1 (ocupacional) CARRETERO ANIBARRO et al, 1997
1997 23 MONTORO et al., 1997
1997 23 5 MORENO-ANCILLO et al., 1997
1998 1 (ocupacional) ANIBARRO & SEOANE, 1998
1998 2 (ocupacional) ARMENTIA et al., 1998
1998 3 CUENDE et al., 1998
1998 11 DASCHNER et al., 1998
1998 8 GOMEZ et al., 1998
1998 2 ROSEL RIOJA et al., 1998
1999 36 MENDIZABAL-BASAGOITI, 1999
2000 67 18 AUDICANA et al., 2000
2001 3 3 DOMINGUEZ ORTEGA et al., 2001
2001 75 12 GARCIA et al., 2001
2001 17 6 GRACIA-BARA et al., 2001
2002 150 39 AUDICANA, 2002
2004 96 ALONSO-GOMEZ et al., 2004
2006 8 (ocupacional) ARMENTIA et al., 2006
2007 54 22 ANIBARRO et al., 2007
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Tabla 1.6.- Episodios de parasitacion por Anisakis sin sintomatologia alérgica
(modificado de EFSA, 2010).

N° pacientes con

Ao Region P Autores

anisakiasis

. 5 gastrica OLIVEIRA et al., 1999

1999 Madrid 2 intestinal
2000 Cérdoba 13 intestinal LOPEZ PENAS et al., 2000
2002 Pamplona 8 gastrl_ca CASTAN et al., 2002

13 intestinal

10 aastrica REPISO ORTEGA et al.,
2003 Toledo gastr 2003

15 intestinal

Las diferentes prevalencias de sensibilizacidon en distintas
regiones podrian explicarse por los habitos alimenticios y
también por las distintas prevalencias de pardsitos en la
especie de pescado que se consume. Un estudio reciente en
boguerdon reveld mayores prevalencias de A. simplex en el
Atlantico respecto del Mediterraneo mientras que en el
Mediterrdneo se dieron mayores prevalencias en el este
(Liguria) que en las costas espafiolas de Catalufia (RELLO et
al., 2009).
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1.4.3.- DIAGNOSTICO

La anamnesis es muy importante para llegar al diagndstico. Es
muy orientativa la ingesta de pescado crudo o poco cocinado
desde unas horas hasta 3 dias previos (GOMEZ et al., 2003).
Los sintomas suelen aparecer tras 48-72 h postingesta.

Diagnodstico diferencial

La anisakidosis gastrica puede confundirse con ulcera péptica o
gastritis, mientras que en la infeccién intestinal el diagndstico
diferencial es amplio y puede incluir apendicitis, ileitis,
diverticulitis, gastroenteritis eosinofilica, colecistitis, tumor
colénico o enfermedad inflamatoria intestinal. La obstruccion
intestinal por anisakidosis puede confundirse con otras lesiones
obstructivas, mientras que la infeccidon extraintestinal puede
confundirse con peritoneo agudo, peritonitis tuberculosa vy
cancer pancreatico (HOCHBERG & HAMER, 2010).

Diagnostico de la parasitacidon

En el diagndstico por imagen (en casos de clinica sugestiva) se
ha utilizado la radiografia y la ecografia, pero el diagndstico de
certeza lo ofrece la visualizacion de la larva por gastroscopia (o
colendoscopia), la cual permite, ademas, su extraccion y la
resolucién del cuadro (KAKIZOE et al., 1995).
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La serologia no debe utilizarse ya que, por un lado, para
confirmar una infeccion pasada o reciente se necesitarian
marcadores de aparicidn precoz, y los Ac no se detectan hasta
después de varias semanas desde la primoinfeccion, dando
lugar a falsos negativos en individuos con larvas en su tubo
digestivo (antes de la seroconversion, éstas habran muerto y
se habran eliminado, o el paciente habrd requerido
procedimientos activos, como la endoscopia o la cirugia, que
confirmarian directamente el diagndstico). La seroprevalencia
solo tendra interés retrospectivo, con utilidad en estudios
epidemioldgicos. Por otra parte, la deteccién de Ac no permite
conocer el momento en que se han producido y un resultado
positivo solo informard que el paciente ha tenido en algun
momento de su vida contacto con el parasito. Estas
limitaciones podrian conducir a errores en la interpretacién de
los resultados. Un método con utilidad diagndstica deberia
poder detectar la presencia de antigenos de anisakidos en las
heces de los pacientes. Su deteccion indicaria la presencia
actual del anisdkido en el tracto digestivo y su negativizacién
permitiria asegurar su desaparicion.

Diagnostico de alergias

Se inicia generalmente comprobando la existencia de una
historia clinica compatible con urticaria, angioedema o
anafilaxia tras la ingestion de pescado.

- Pruebas cutaneas (prick test). Se trata de una
intradermorreaccion  para comprobar el estado de
sensibilizacion de los pacientes. Se realiza con un extracto
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comercial de A. simplex, practicdndose una lectura precoz a los
15 minutos y otra tardia a las 24 horas. Existen varios casos de
anafilaxia durante la ejecucion de esta prueba (CARRETERO et
al., 1998; DOMINGUEZ ORTEGA et al., 2000; AUDICANA,
2002; PEREZ CACHAFEIRO et al., 2004).

- IgE sérica total y especifica para A. simplex. Los
laboratorios espafoles disponen de procedimientos
comerciales, automatizables y asequibles para medir los
niveles sanguineos de IgE especifica a A. simplex, mediante los
gue se confirman muchos de los casos con sospecha clinica de
sensibilizacién alérgica a este parasito.

Es muy importante tener en cuenta que la deteccién de niveles
elevados de IgE especifica no permite confirmar, ni su ausencia
descartar, la presencia actual o reciente de larvas, solo indican
gue el paciente, después de haber tenido contacto previo con el
parasito o sus productos (que pudo darse en cualquier
momento de su vida) esta sensibilizado a estos alérgenos, vy
gue una nueva ingestion de alimentos con larvas vivas
(posiblemente también si estan muertas, enteras o partidas,
bien cocinadas o no, debido a sus Ag termoestables) podria
provocarle un nuevo cuadro alérgico, local o general y mas o
menos grave.

Mediante CAP-radioinmunoensayo se pueden encontrar
valores altos de ambas inmunoglobulinas y comprobar,
ademds, que su evolucibn mantiene wuna asociacion,
disminuyendo conjuntamente sus valores en el tiempo si se
instaura una dieta carente de pescado y cefalépodos. Esto
puede utilizarse para el seguimiento de pacientes positivos y
estudiar su evolucion con la clinica, asi como valorar el
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resultado de instaurar una dieta sin pescado (DASCHNER et al.,
1999).

En la actualidad, las muestras en las que se detectan niveles
elevados son mucho mas frecuentes que las positivas para
cualquier otro alérgeno alimentario, incluida la clara de huevo.
En muchos de estos pacientes existia una sospecha previa de
alergia a pescado.

También puede darse la sensibilizacion a otros helmintos, como
Ascaris o Equinococcus, antes consideradas mas frecuentes,
con las que el procedimiento no presenta reacciones cruzadas.
Los métodos de ELISA y Western-Blot son los mas utilizados
dado que pueden distinguir casos de reactividad cruzada con
antigenos de otros pardsitos. Este problema se podria
solucionar con la utilizacién de anticuerpos monoclonales.

- Pruebas de provocacion. Ingesta por parte de los pacientes
de larvas inactivas (previo consentimiento  escrito
normalizado), para comprobar la correlacion entre esta
ingestion y el desencadenamiento de fendmenos alérgicos.
Para ello, se obtienen larvas de mas de 2 cm de longitud de
algunos pescados de consumo habitual que se congelan en
capsulas a -20°C durante mas de 48 h o se liofilizan (SASTRE
et al., 2000).

Segun diferentes protocolos, los pacientes toman estas
capsulas, cuya envoltura se disuelve en el estémago liberando
las larvas muertas o el producto del liofilizado. Se comparan las
respuestas de los pacientes a la toma de un numero variable
de larvas (hasta 20 en el mismo dia) a la de un placebo, con
distintas pautas horarias. Segun algunos resultados publicados,
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estas pruebas no se siguen de reacciones alérgicas por parte
de los pacientes, aunque muchos de ellos tuvieran historia
previa de anafilaxia atribuible a A. simplex, lo cual indicaria
gue las reacciones alérgicas serian causadas por los Ag de E/S
y no por los Ag termoestables.

1.4.4.- TRATAMIENTO

El tratamiento es principalmente profilactico, con el objetivo de
evitar la ingesta del pardsito vivo (GOMEZ et al., 2003).
En los casos de alergia seria necesaria una dieta de exclusion
de pescado, mientras que en los cuadros de alergia con
parasitacion bastaria con evitar el pescado crudo o no
congelado.

El tratamiento ideal es la extraccibn de la larva por
gastroscopia, sin embargo, esta no es siempre posible.

Algunos estudios sugieren que el tratamiento con nematicidas
como el albendazol puede ser efectivo, pero el desarrollo de
resistencias a farmacos antihelminticos y la demanda social por
productos terapéuticos naturales ha motivado la investigacion
de sustancias basadas en la medicina tradicional y obtenidas de
plantas (GOMEZ-RINCON et al., 2014). Asi, algunos
investigadores espafioles estudian diferentes aceites esenciales
obtenidos de manzanilla y arbol del té (entre otros) cuyos
compuestos terpénicos (geraniol, citronelol, farnesol, etc.)
muestran actividad contra L; de A. simplex (s.l.) provocando
alteraciones en la cuticula, ruptura de la pared intestinal y/o
actividad anticolinesterasica, principalmente in vitro aunque

68



Introduccion

algunos de ellos también han dado buenos resultados in vivo
(HIERRO et al., 2004a, 2004b, 2006; NAVARRO et al., 2008;
NAVARRO-MOLL et al., 2011; ROMERO et al., 2012; GOMEZ-
RINCON et al., 2014).

En la mayoria de casos el tratamiento es sintomatico ya que las
larvas no sobreviven y finalmente mueren y son eliminadas.
Pero en caso de obstruccién intestinal puede ser necesaria la
cirugia de urgencia.

Los antiacidos podrian ser utiles, administrados tras la ingesta
del pescado crudo, ya que, segun algunos autores, parece
existir una relacidon entre el pH gastrico y la actividad de las
larvas, de forma que la acidez facilitaria el desarrollo del
parasito (MURAOKA et al., 1996).

El tratamiento de las manifestaciones cutdaneas vy/o
anafilacticas por alergia a anisakidos se basa en la actuacién
médica inmediata y la administracion de antihistaminicos,
corticoides y, en ocasiones, adrenalina subcutanea, de igual
modo que si se tratara de una reaccion anafilactica secundaria
a cualquier otra causa.
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1.5.- MEDIDAS DE PREVENCION Y CONTROL

Resulta dificil evitar que los peces parasitados lleguen al
consumidor ya que los factores ecoldgicos que determinan la
infeccién escapan al control humano. Para conseguir una buena
prevencidon hay que tener en cuenta cada uno de los eslabones
de la cadena produccion-consumo. Lo ideal para un buen
control es la educacién de la poblacién acerca de los peligros
gue conllevan el consumo de pescado crudo 0 poco cocinado.

Produccion primaria

Seguramente es la parte mas dificil de controlar pero el
numero de larvas de Anisakis en pescado podria reducirse
teniendo en cuenta los siguientes criterios:

- evaluar y controlar el impacto de la actividad humana en
el parasito, es decir, acciones humanas que favorezcan
la reproduccién del parasito;

- evitar capturar las especies que normalmente estan
parasitadas por Anisakis y evitar también trabajar en
zonas de mayor prevalencia (WHO, 1989).

Criterios ante la captura vy la manipulacién del pescado

Procurar que pase el menor tiempo posible entre la captura y la
evisceracion del pescado, para evitar asi la migracion post
mortem de larvas hacia la musculatura. Determinadas partes
del pescado (musculatura hipoaxial) se encuentran
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hiperparasitadas por lo que si se eliminan se reducira el riesgo
de infeccion.

Manipulacién en tierra e inspeccion del pescado fresco

La International Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF, 1996) indica que la evisceracion y lavado de
la cavidad abdominal deberia realizarse en el barco. El riesgo
de infeccidén puede reducirse con un examen visual del pescado
eviscerado, extrayendo los parasitos visibles o bien eliminando
los peces muy parasitados (AUDICANA et al., 2002).

Procesado de los productos de la pesca

Hay mas informacion de resistencia a tratamientos fisicos o
quimicos para Anisakis que para cualquier otro parasito
presente en el pescado. Los alérgenos de A. simplex son muy
resistentes al calor y a la congelacién (FERNANDEZ DE CORRES
et al., 1996; FALCAO et al., 2008). Asi, los tratamientos que
inactivan las larvas en pescado podrian no proteger al
consumidor frente a alergias tras su ingestién (EFSA, 2010).

Existen varios procesos que inactivan las larvas de Anisakis del
pescado crudo, evitando asi la ingestion de las larvas vivas por
parte del consumidor.
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1.5.1.- TRATAMIENTOS FISICOS

- Congelacion. Es una de las técnicas con mayor eficacia ante
las larvas de Anisakis pero hay que tener en cuenta factores
tales como la temperatura y el tiempo de exposicién. La UE
sefiala que para consumir pescado crudo o poco cocinado debe
congelarse al menos durante 24 horas a -20°C, especialmente
en restauraciéon colectiva y en los hogares, donde no se usan
sistemas rapidos de congelacion.

La Food and Drug Administration (FDA) especifica “congelacion
y almacenamiento a -20°C durante 7 dias” (tiempo total en un
congelador convencional) o congelacion a -35°C hasta que
solidifique, y mantenimiento a la misma temperatura durante
15 horas, o congelacion a -35°C hasta que solidifique y
mantenimiento a -20°C durante 24 horas (se entiende que a
-35 °C en un congelador comercial). Hay que tener en cuenta,
sobre todo en el ambito domeéstico, la capacidad de congelacién
de los frigorificos.

También deben congelarse los restos de pescado utilizados
como alimento de peces cultivados y de mamiferos marinos en
cautividad para prevenir la transmisién. La congelacién rapida
con aire “blast freezing” en el buque es un método eficaz para
inactivar las larvas, aunque es probable que no destruya la
capacidad de sensibilizacidon de sus antigenos.

- Altas temperaturas. Es un método también eficaz, ya que
las larvas de Anisakis son sensibles al calor. La FDA considera
que un tratamiento de 60°C durante 1 minuto es suficiente
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para eliminarlas, sin embargo, la International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) recomienda
que se alcancen, al menos, 70°C en el centro de la pieza. Esto
significa que los productos cocinados completamente (hervidos
o fritos), los ahumados en caliente (temperatura central de la
pieza >60°C), los pasteurizados y los cocinados al vacio son
seguros desde el punto de vista de la inactivacidén del parasito,
pero no los productos ahumados en frio o los cocinados de
forma inadecuada a la plancha o en microondas. Las
microondas llegan hasta un determinado espesor y, a partir de
ahi la transmision de calor se hace por conduccion, por lo que
en las zonas donde no actuan las ondas, la eficacia dependera
Unicamente del tiempo y de la temperatura que se alcance
(TRUJILLO et al, 2002). Hay un acuerdo generalizado entre la
comunidad cientifica aceptandose que es necesaria una
infeccion activa, es decir, que la larva este viva, para que
provoque una reaccién alérgica. Sin embargo, no hay que
excluir la posibilidad de que se den sensibilizaciones por la
exposicion a alérgenos térmicamente resistentes
(PRAVETTONI, 2012).

- Altas presiones. Son eficaces para inactivar las larvas de
Anisakis aunque afectan al color y al aspecto del producto. En
la mayoria de los estudios realizados, la aplicacion de 200 MPa
inactivaba el 100% de las larvas en 3 a 10 minutos.

- Otros. Succidon por vacio, radiaciones ionizantes vy
electrocucion.
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1.5.2.- TRATAMIENTOS QUIMICOS

- Salazon. Aunque Anisakis es sensible a la sal, se necesitan
elevadas concentraciones durante periodos prolongados para
inactivar las larvas. La salazdn en seco inactiva las larvas de la
superficie pero, si no es prolongada, no inactiva las del interior.

- Acidificacion. Se puede concluir que la sal y el vinagre
pueden reducir el riesgo asociado a Anisakis, pero no lo
eliminan ni lo reducen hasta un nivel aceptable. Por ello, es
necesario congelar previamente los productos que se van a
escabechar o marinar (MEHLHORN et al., 1992). Estdn en
estudio diferentes tipos de salmueras que son rapidas vy
efectivas, que no necesitan congelaciéon previa, y que ademas
conservan las propiedades organolépticas.

- Otros. Sustancias vegetales como shogaol o gingerol, asi
como compuestos de Perilla que producen la muerte de las
larvas en unas determinadas condiciones (GOTO et al., 1990;
HIERRO et al., 2004a, 2006). Estudios con compuestos
monoterpénicos obtenidos de diversos aceites esenciales
también han mostrado actividad (NAVARRO et al., 2008).
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1.6.- LEGISLACION

Como consecuencia de los casos crecientes de anisakiasis, la
Unidén Europea publicé en 1991 la DIRECTIVA 91/493/CEE en la
que se especificaban algunas medidas para disminuir la
incidencia de esta enfermedad.

Por su parte, en el REAL DECRETO 1437/1992, de 27 de
noviembre (BOE, 1993), se fijan las directrices relativas a la
produccion y comercializacién de los productos pesqueros y de
la acuicultura. Referente a los parasitos, determina que, tanto
los pescados como los productos derivados de ellos, habran de
pasar un control visual para detectar los posibles parasitos y
desecharlos. Por otra parte, se prohibe la venta de los
pescados o las partes de éstos que estén altamente
parasitados. Finalmente, son los barcos factoria y las industrias
dedicadas a la elaboracién y preparacion de los productos de la
pesca, los responsables de realizar el control para garantizar el
cumplimiento de dicha ley.

En 2004 fue derogada la DIRECTIVA 91/493/CEE por el
reglamento CE num. 853/2004 en el que se establecieron
normas especificas de higiene de los alimentos de origen
animal.

En el REAL DECRETO 1420/2006, de 1 de diciembre (BOE,
2006), se fija la obligatoriedad, para los establecimientos que
sirven comida, de someter todos los pescados que se vayan a
servir en crudo o casi crudos a un ciclo de congelacion de 24
horas a una Ta<-209°C. Esto incluye productos de la pesca que
han sido sometidos a un proceso de ahumado en frio en el que

la temperatura central del producto no ha sobrepasado los
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60°C (arenque, caballa, espadin y salmdn salvaje del Atlantico
o Pacifico). Igualmente estaran obligados a garantizar la
congelacién en las mismas condiciones si se trata de productos
de la pesca en escabeche o salados, cuando este proceso no
baste para destruir las larvas.

Estas medidas pueden ser llevadas a cabo en estos
establecimientos, pero muchas veces escapan a los hogares de
familias consumidoras, en este caso, las autoridades sanitarias
no pueden controlar al 100% dichas medidas, recayendo la
responsabilidad profilactica sobre las campafias publicitarias de
prevencidn de la anisakidosis llevadas a cabo por la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN).

Haciendo referencia a este hecho, el conocimiento del estado
de parasitacién de los pescados de consumo por nematodos en
cada zona de captura puede orientar las acciones de vigilancia
de los productos de la pesca y a la valoracién del riesgo
sanitario.
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1.7.- OBJETIVOS

Segln la EFSA (2010), para productos de la pesca capturados
en el medio marino de consumo crudo o casi crudo, es
importante la informacion sobre prevalencias y abundancias asi
como la identificacion de especies, su distribucidon geografica y
hospedadores.

Objetivo general:

- Verificar la presencia de larvas de anisakidos en
pescados de consumo frecuente en Espafa, obtenidas en
supermercados de Valencia; identificar especie y/o
genotipo de las larvas encontradas para saber si
suponen riesgo en Salud Publica; valorar el grado de
infeccién tanto en visceras como en musculo de los
distintos hospedadores; y analizar los posibles factores
gue pueden influir en las prevalencias y abundancias de
anisakidos en estas especies de pescado de consumo
habitual.
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Objetivos especificos:

78

Verificar e identificar la presencia de anisakidos, tanto en
visceras como en musculo y diferenciar entre las
especies que presentan riesgo para la Salud Publica.

Analizar la variacién en el grado de parasitacién entre las
procedencias atlantica y mediterranea. Especificar los
factores que pueden influir en las diferencias
encontradas, tanto en las abundancias como en las
prevalencias.

Evaluar las posibles variaciones estacionales (otofio y
primavera) en la presentacidon de las infecciones en las
especies de pescado seleccionadas.

Valorar si los factores intrinsecos, peso y longitud,
influyen en el numero de larvas encontradas.

Comprobar si existe relacidon entre el tiempo transcurrido
desde la fecha de captura hasta la fecha de andlisis y la
presencia de pardsitos en musculatura, ya que es el
microhdbitat que presenta mayor riesgo para el
consumidor; con el fin de poder comparar la migracion
post morten en los hospedadores analizados y evaluar si
esta relacionada con el contenido en grasa del musculo.

Valorar si las medidas de control son suficientes y
adecuadas para prevenir la anisakidosis por consumo de
estas especies de pescado.
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2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL

2.1.1.- CLASIFICACION SISTEMATICA DE LAS ESPECIES DE

PESCADO ANALIZADAS

Phylum Chordata
Clase Actinopteri
Subclase Neopterygii
Infraclase Teleostei
Orden Gadiformes
Familia Gadidae
Género Micromesistius
Micromesistius poutassou (Risso, 1827)
Familia Merlucciidae
Género Merluccius
Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758)
Merluccius bilinearis (Mitchill, 1814)
Orden Syngnathiformes
Familia Mullidae
Género Mullus
Mullus barbatus Linnaeus, 1758
Orden Scombriformes
Familia Scombridae
Género Scomber
Scomber scombrus Linnaeus, 1758
Scomber japunicus Houttuyn, 1782
Orden Clupeiformes
Familia Engraulidae
Género Engraulis
Engraulis encrasicolus (Linnaeus, 1758)
Familia Clupeidae
Género Sardina
Sardina pilchardus (Walbaum, 1792)
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2.1.2.- OBTENCION DE LA MUESTRA DE HOSPEDADORES

Las especies de pescado fueron seleccionadas, unas por
pertenecer a los grupos mas comunes de comercializacion, que
el consumidor puede encontrar frescas y no evisceradas, y
otras porque aparecen como las mas frecuentes entre los casos
de anisakidosis reportados en Espafia o por hallarse entre las
especies en las que se obtuvieron mayores prevalencias de
parasitacion en estudios previos. Todo el pescado analizado
procedia del mar Mediterraneo (Zona FAO 37.1) o del océano
Atlantico Noreste (Zona FAO 27), excepto la pescadilla
americana, procedente del Noroeste Atlantico (Zona FAO 21)
pero también de consumo frecuente en Espana (figura 2.1).

El pescado fue capturado durante las estaciones de otofio y
primavera y obtenido en las principales cadenas de
supermercados establecidas en Valencia (extrapolables al resto
de Espafa).

40°30' N

40° N

11930's

Figura 2.1.- Zonas de pesca establecidas por la FAO (Food and Agriculture
Organization).
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En el presente estudio se analizaron un total de 1442
ejemplares de pescado capturado entre otono de 2007 vy
primavera de 2012 (tabla 2.1).

Los ejemplares fueron elegidos al azar, pero seleccionando
distintos pesos y tamafios, asi como distintos dias transcurridos
entre la fecha de captura y la de analisis (que corresponderia a
la fecha de consumo). En el momento de la compra se ofrecian
frescos y no eviscerados y en el mismo punto de venta se
obtuvieron los datos necesarios para el estudio: especie, fecha
de captura y origen, principalmente (figura 2.2).

"_‘rs . & rowacarna jcazes ' xeenpoe
ESPANA 4 FAC37 Mar Meditermaneo  "=SCA™ ). SALLEN
& o PIERTO DESTMBARCO i |
TORREVIEJA
Focn) Desemenco  29/03/2014
——— e et e L3 — —
| [— von oo SAHDINA PILCHARDUS  |_
SARDINA COSTA
'L'Jssc | Gorencion N o mam \T30 OF EXPEDICION
st FEXTRACTIVA {A14-06751 | JUSE CARABAL SU
7 i : ‘ | Cta. En Goas, 231
| CON CAZF 24 ' | R s e
[ | [ mmare |

Figura 2.2.- Datos que figuran en las etiquetas identificativas.
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Tabla 2.1.- Nimero de individuos de pescado

analizado por especie, procedencia y estacion de captura.

Nombre comin

Nombre cientifico

ATLANTICO

Otofio Primavera TOTAL

MEDITERRANEO

Otofio Primavera TOTAL

Otoiio

TOTAL

Primavera TOTAL

Bacaladilla Micromesistius poutassou 94 75 169 40 75 115 | 134 150 284
Merluza europea Merluccius merluccius - 100 100 40 60 100 | 40 160 200
Merluza americana | Merluccius bilinearis 56 60 116 - - - 56 60 116
Salmonete de fango | Mullus barbatus - - - 75 80 155 | 75 80 155
Boquerén Engraulis encrasicolus 59 50 109 50 50 100 | 109 100 209
Sardina Sardina pilchardus 50 51 101 50 50 100 | 100 101 201
Caballa Scomber scombrus 55 25 80 40 49 89 95 74 169
Estornino Scomber japonicus 58 15 73 - 35 35 58 50 108
TOTAL 372 376 748 295 399 694 | 667 775 1442
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longitud vy dias

transcurridos entre la pesca y el analisis figuran en la tabla 2.2.

Tabla 2.2.- Numero (n) y rangos de peso, longitud y dias pescado de cada
una de las especies analizadas.

Rango de Rango de
Especie n Rango de Peso

Longitud dias pescado
Bacaladilla 284 17,58-145,20g  14,50-28,60 cm 1-8 dias
Merluza europea 200  43,63-549,60g  19,40-41,50 cm 1-6 dias
M. americana 116 51,44-215,92 g 19,00-32,50 cm 1-8 dias
Salmonete 155 11,24-85,60 g 10,60-21,00 cm 1-5 dias
Boqueron 209 7,10-39,10¢g 10,50-18,20 cm 1-5 dias
Sardina 201 8,80-120,61 g 10,60-25,70 cm 1-4 dias
Caballa 169  29,96-466,80 g 15,00-39,20 cm 1-5 dias
Estornino 108 62,72-511,80g  20,00-40,00 cm 1-6 dias
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2.1.3.- DESCRIPCION DE LAS ESPECIES HOSPEDADORAS
ANALIZADAS

2.1.3.1.- Bacaladilla (Micromesistius poutassou)

La bacaladilla es una especie de pequefio tamafo, cuerpo
delgado y fusiforme, color caracteristico gris azulado en la
parte dorsal y mas blanquecino en la ventral, cabeza
puntiaguda, grandes ojos y provista de tres aletas dorsales
y dos anales. Su tamafio varia entre 15 y 30 cm de
longitud, con un maximo de 50 cm (figura 2.3).

En Espafa también se le denomina lirio, maire y perlita, y
aunque se le considera préoxima al bacalao, Gadus morhua,
se trata de especies distintas. Si bien la bacaladilla no tiene
sustitutivo en el mercado interior, la bacaladilla austral de
América del Sur, Micromesistius australis, es similar.
También puede confundirse con el pez rey o liba e incluso
ser tomada por pescadilla pequena, Merluccius bilinearis o
Merluccius merluccius, aunque sus colores caracteristicos
las diferencian.

Especie ocednica y batipeldgica, es un pez gregario,
erratico y que habita entre los 300 y 400 m de
profundidad, pudiendo llegar a los 2000 m. Por la noche
asciende para alimentarse, principalmente de pequefias
quisquillas (krill) y raramente (los ejemplares de mayor
tamano) de otros peces o cefaldpodos. Habita en aguas
templadas, distribuidas entre 26°N-79°N y 51°E-82°E.
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Realiza migraciones norte-sur, favorecidas por las
corrientes marinas, asociadas a su reproduccion.

Alcanza su madurez sexual a los tres afos, desovando en
febrero en las zonas de localizacion situadas en el sur y en
mayo en las del norte.

Figura 2.3.- Bacaladilla. Figura 2.4.- Distribucién de M. poutassou.

(http://www.fishbase.org)

Sus principales areas de distribucion van desde el mar de
Barents hasta Gibraltar y Mauritania, Groenlandia, Islandia,
Terranova y puntualmente en la costa este de Estados
Unidos, en el Atlantico Norte; y el mar Mediterraneo (figura
2.4).

La flota del Norte (Portugal y costas del Cantabrico) emplea
como método de captura el arrastre pelagico
principalmente, mientras que en el Mediterrdneo es
susceptible de captura con cerco, palangres de fondo, redes
de enmalle e incluso con sedal (anzuelo a mano).
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La bacaladilla es un pescado blanco, ya que su contenido
en grasa es muy bajo (0,7%), contiene proteinas de alto
valor bioldgico, minerales (yodo, magnesio, zinc) vy
vitaminas del complejo B. Muy consumida en los hogares
espafoles, principalmente fresca pues su carne es fina y
sabrosa pero delicada, blanda y de dificil conservacion, lo
cual desaconseja, para evitar que pierda su textura, la
congelacién. La permanencia del producto en Merca es de
1-2 dias, en camara entre 0°-4°C, conservado en hielo y
agua para su comercializacion en fresco (figura 2.5).

Figura 2.5.- a y b) Bacaladillas expuestas en el punto de venta del
supermercado.

Normalmente se consume rebozada y empanada, aunque
también puede cocinarse al microondas, como croquetas,
flanes y pudin. Dada la fragilidad de su carne, el excedente
es destinado a la elaboraciédn de harinas de pescado,
empleandose también en acuicultura como alimento del
rodaballo, especialmente.
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2.1.3.2.- Pescadilla europea (Merluccius merluccius)

Especie denominada comunmente pescadilla europea o
merluza europea (los ejemplares de mayor tamafo). Color gris
acero en el dorso, mas claro en los costados y blanco plateado
en el vientre. La longitud maxima registrada en el Atlantico es
de 140 cm y el peso maximo de 15 kg, aunque raramente
excede los 100 cm y los 10 kg; en el Mediterraneo no
sobrepasa los 89 cm de longitud y los 6 kg de peso (figura
2.6).

Su entorno es demersal, habita en areas marinas con una
escala de profundidad de 30-1075 m, por lo general entre 70 y
370 m. Se desarrolla en aguas templadas. Los adultos viven
cerca del fondo durante el dia, pero ascienden durante la noche
y se alimentan principalmente de calamares y peces (pequefas
merluzas, anchoas, sardinas, arenques, bacalao y otras
especies de gadoideos). Los jovenes, objeto del presente
estudio, se alimentan de crustaceos (especialmente eufasidos y
anfipodos).

Figura 2.6.- Pescadilla europea. Figura 2.7.- Distribucion de M. merluccius.

(http://www.fishbase.org)

89


http://www.fishbase.org/

Material y Métodos

Su distribucidn esta limitada al Atlantico oriental, desde
Noruega e Islandia hasta el sur de Mauritania; en el
Mediterraneo se extiende desde el estrecho de Gibraltar hasta
la costa sur del mar Negro, con rangos entre 76°N-18°N vy
30°0-42°E (figura 2.7).

El método de captura mas comun es el arrastre de fondo,
siendo las principales zonas pesqueras Escocia, Irlanda, golfo
de Vizcaya, costa portuguesa y costa oeste del norte de Africa.

La pescadilla es un pescado blanco ya que su contenido en
grasa esta alrededor del 2%, por tanto es muy adecuada en
sobrepeso y obesidad; sus proteinas son de elevado valor
biolégico, también es rica en minerales (potasio, fdsforo,
magnesio) y vitaminas del complejo B. Los ejemplares mas
grandes se comercializan sin visceras pero los mas pequefios
se pueden adquirir enteros y sin eviscerar (figura 2.8); también
es frecuente su comercializacién congelada.

Figura 2.8.- a y b) Pescadilla europea en el punto de venta del
supermercado.

Admite las mismas preparaciones que la bacaladilla; fresca se
puede cocinar al horno, plancha, frita o al microondas.
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2.1.3.3.- Pescadilla americana (Merluccius bilinearis)

Especie conocida como pescadilla americana o merluza
plateada. Caracteristicas similares a la pescadilla europea
aunque se diferencia en su color, mas rojizo. La longitud
maxima registrada es de 76 cm, comunmente de 37 cm para
machos y de 65 cm para hembras. El peso maximo registrado
es de 2,3 Kg (figura 2.9).

El habitat natural de esta especie es demersal, mas abundante
en arenales y en desvios hacia aguas someras; oceanddromos,
se desplazan en el mar en un rango de profundidad de 55-914
m. Se desarrollan en un clima de aguas templadas, distribuidas
entre 550N-2409N y 80°0-42°0; se mueven cerca de la costa
en primavera mientras que en invierno migran hacia aguas
mas calidas. Es un voraz depredador con habitos canibales, los
adultos se alimentan de otros peces como gadoideos vy
arenques, mientras que los mas pequefios, jovenes, objeto del
presente estudio, se alimentan de crustaceos como los
eufasidos y pequeiias gambas.

Figura 2.9.- Pescadilla americana. Figura 2.10.- Distribucion de M.

bilinearis. (http://www.fishbase.org)
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Su distribucion geografica esta limitada al Atlantico noroeste,
las costas de Canada y Estados Unidos, desde los canales de la
isla Bell hasta las Bahamas, siendo mas comun desde el sur de
Terranova hasta Carolina del Sur (figura 2.10).

El método de captura principal es por arrastre demersal.

Su composicion es similar a la pescadilla europea y su carne es
de textura firme y muy sabrosa; se comercializa en filetes,
congelada y ahumada. Los ejemplares mas pequefios se
comercializan enteros (figura 2.11).

Admite las mismas preparaciones culinarias que la pescadilla
europea y la bacaladilla.

Figura 2.11.- a) y b) Pescadilla americana en el punto de venta del
supermercado.
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2.1.3.4.- Salmonete de fango (Mullus barbatus)

Dentro del género Mullus se encuentran diversas especies
entre las cuales se encuentran el salmonete de roca (Mullus
surmuletus), de colores vivos, tonos rojizos y bandas amarillas
longitudinales; y el salmonete de fango (Mullus barbatus), de
color ligeramente mas apagado, rosaceo, sin bandas
amarillentas, mas plateado en la zona ventral y con la primera
aleta dorsal casi transparente.

De cuerpo alargado y comprimido lateralmente, longitud entre
10 y 20 cm (pudiendo alcanzar los 30 cm), cabeza pequefa;
debajo de la mandibula inferior presenta dos largos barbillones,
mas cortos que las aletas pectorales, la mandibula superior no
tiene dientes, y la inferior tiene molariformes. Opérculo liso,
con dos aletas dorsales bien separadas y cola ahorquillada
(figura 2.12). Los barbillones son érganos sensoriales para el
gusto y tacto con los que remueven la arena para buscar
alimentos, come la arena que luego filtra y expulsa a través de
las hendiduras branquiales queddndose con gusanos, pequenos
moluscos y crustaceos.

Suelen vivir en pequefios grupos aunque es posible ver
individuos separados.

Son especies bentdnicas, el salmonete de fango habita zonas
muy cercanas a la costa y en fondos arenosos, limosos o
fangosos entre 5 y 300 m, mientras que el de roca vive en
fondos rocosos de bastante profundidad.
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Figura 2.12.- Salmonete de Figura 2.13.- Distribucion de M. barbatus.
fango. (http://www.fishbase.org)

Su distribuciéon geografica va desde el Norte de las islas
Britanicas hasta el Mediterraneo y Senegal, en un rango de
temperaturas subtropicales, entre 58°N-14°N y 32°0-42°E
(figura 2.13).

Método de captura principalmente con redes de enmalle y de
arrastre de fondo.

Se le considera una especie semi-grasa (contendido en lipidos
inferior al 4%). Es rico en acidos grasos w-3, vitaminas (B1,
B2, B3, B9, E) y minerales (fésforo, hierro, potasio, magnesio,
yodo y molibdeno), aunque su contenido proteico es bajo, las
proteinas son de alto valor bioldgico ya que contienen todos los
aminoacidos esenciales.

La carne del salmonete se parece mucho a la de la pescadilla y
tiene las mismas propiedades, es firme, blanca y de excelente
sabor, pero delicada. Esta especie es abundante en el
Mediterrdneo y, por tanto, frecuente en nuestra dieta. Se
encuentra en el mercado fresco (figura 2.14), aunque en
ocasiones también se puede adquirir congelado.
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7

Figura 2.14.- Salmonete de fango. Figura 2.15.- Preparado en tartar.

La manera mas frecuente de cocinarlo es frito, al horno, en
papillote o emparrillado, también puede prepararse en tartar
(figura 2.15); ademas, el higado es la parte mas apreciada por
los gastronomos que recomiendan no desecharlo al extraer las
visceras.

2.1.3.5.- Boqueron (Engraulis encrasicolus)

Cuerpo alargado, delgado y algo comprimido lateralmente;
hocico cénico y puntiagudo sobrepasando la mandibula inferior,
boca muy grande y en posicion inferior; posee una Unica aleta
dorsal corta, situada en el centro del dorso; cola en V, escamas
caedizas, dorso azul-verdoso, con una banda longitudinal
plateada bordeada por encima por una linea oscura que va
desapareciendo con la edad, vientre palido. Longitud de 4 a 14
cm con un maximo de 20 cm (figura 2.16).
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Dado que presentan morfologia, tamafio y color similar, se
puede confundir facilmente con el guelde, Atherina presbyter,
pero este ultimo tiene la boca mucho mas pequeiia y oblicua y
dos aletas dorsales.

Especie oceanddroma, principalmente costera, vive en aguas
superficiales litorales y oceanicas préximas, entre 0 y 400 m de
profundidad. En ciertas épocas tiene crecimientos demograficos
notables, forma grandes bancos y efectia migraciones
considerables, moviéndose hacia el norte en aguas
superficiales en verano y descendiendo en invierno. Tolera la
salinidad y en algunas zonas entra en lagunas, esteros y lagos,
sobre todo durante el desove. Es una especie carnivora que se
alimenta de animales plancténicos (crustaceos y moluscos).

Figura 2.16.- Boqueron. Figura 2.17.- Distribucion de E. encrasicolus.

(http://www.fishbase.org)

Se distribuye en el Atlantico oriental e Indico occidental, desde
Noruega y mar Baltico hasta Sudafrica, islas Azores, Canarias,
Cabo Verde y Santa Helena, frecuente en todo el Mediterrdneo
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y en el mar Negro (figura 2.17). Habita en climas
subtropicales, entre 62°N-37°S y 18°0-42°E.

Se captura con artes de cerco y su nivel de explotacion es
elevado.

Tiene un interés comercial alto y es muy apreciado por los
consumidores. Se comercializa fresco (figura 2.18), seco,
ahumado, en conserva y raramente congelado, también se
utiliza para hacer harina de pescado y como carnada en las
pesquerias de atunes.

Figura 2.18.- Boquerones en la lonja. Figura 2.19.- Boquerones en
vinagre.

Con cabeza se cocinan fritos o rebozados, en Espafa se
consumen frecuentemente en vinagre (figura 2.19) y en Italia
marinados. Su carne es blanca y firme, clasificado como
pescado azul ya que su contenido en grasas oscila entre 5% vy
6%; su contenido en proteinas varia entre 17% y 21%, y es
muy rico en acidos grasos w-3; consumidos con espinas son
una buena fuente de calcio y otros minerales.
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2.1.3.6.- Sardina (Sardina pilchardus)

Cuerpo alargado, casi cilindrico, vientre bastante redondeado,
con escudetes formando una pequefia cresta; mandibula
superior redondeada, aletas dorsal y anal con numerosos
radios blandos, cola en V, dorso azul verdoso y lados dorados,
vientre plateado con manchas oscuras en los flancos
superiores. Pequefio tamafio, de 15-20 cm (maximo 25 cm) y
peso entre 25 y 63 g (maximo de 130 g) (figura 2.20).

Debido a la gran semejanza morfoldgica que presenta con
otros pescados, en los mercados puede confundirse con la
alacha, Sardinella aurita, y el machuelo, Sardinella maderensis,
pero ninguna de estas dos especies tienen estriaciones dseas
radiales en la parte inferior del opérculo. La alacha se
distribuye por el Mediterraneo, en especial por la zona
meridional, donde es bastante comun, tiene los flancos
plateados con una linea dorada pdlida a media altura y una
mancha negra patente en el borde posterior del opérculo
mientras que el machuelo presenta los costados plateados con
una linea dorada palida a media altura precedida por una
mancha dorada o negro palido detras del opérculo.

Habita en aguas costeras y ocednicas proximas, desde la
superficie hasta 250 m de profundidad. Realiza migraciones de
acercamiento y alejamiento de la costa. Durante la noche se
sitian a menos profundidad que durante el dia. Se localiza
sobre todo en aguas célidas y saladas, agrupadas en extensos
cardumenes en las superficies marinas, distinguibles a grandes
distancias porque forman unas manchas caracteristicas
producidas por su movimiento. De habitos omnivoros, se
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alimenta de plancton, pequefnos peces, crustaceos y huevos de
otras especies.

Figura 2.20.- Sardina. Figura 2.21.- Distribucion de S. pilchardus.

(http://www.fishbase.org)

Esta especie es subtropical, habita entre 66°N-15°S, se
distribuye por el Atlantico (desde las costas de Senegal hasta
Noruega), Mediterraneo, Cantabrico, canal de La Mancha y mar
del Norte; es muy comun a lo largo de todo el litoral espanol y
la zona occidental africana, y menos abundante en las costas
septentrionales (figura 2.21).

Se captura con artes de cerco y playa durante todo el afio,
aunque varian por zonas y su nivel de explotacion es elevado.

Interés comercial alto, se comercializan enteras (figura 2.22),
en fresco y en conserva, los ejemplares pequefios se utilizan
salados y secos (jareados); también se utilizan como carnada,
vivos 0 muertos.

Su carne es blanca-rojiza; clasificado como pescado azul,
aunque con cierta variacién estacional en su contenido graso,
que oscila entre un 7% y un 10%; es una buena fuente de
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acidos grasos w-3. Su contenido proteico también es elevado
(18-21%), contiene vitaminas del complejo B (B1, B12) y
liposolubles (A, D y E), también es rica en minerales (fésforo,
magnesio, potasio, hierro, zinc y yodo). Las sardinillas, sobre
todo cuando estan saladas y secas (jareadas), al consumirse
en general con espinas, son una buena fuente de calcio. Hay
que tener en cuenta que el contenido en purinas es elevado,
por tanto, no son adecuadas en personas que padecen gota.

Figura 2.22.- a) y b) Sardinas en el punto de venta del supermercado.

La sardina es uno de los pescados azules de mayor consumo y
fresca admite multiples preparaciones culinarias. Las de mayor
tamafno se preparan principalmente a la plancha o parrilla,
habitualmente enteras, con cabeza e incluso en ocasiones junto
con las visceras. Las de menor tamafio poseen una carne mas
fina y delicada y se suelen cocinar fritas, rebozadas, al
microondas o asadas en papillote. Limpias y sin cabeza, se
puede degustar en escabeche y como base de guisos
marineros, junto a los gueldes y boquerones, las sardinillas
jareadas constituyen los denominados “pejines” que se

preparan quemados con alcohol.
100



Material y Métodos

2.1.3.7.- Caballa (Scomber scombrus)

A esta especie también se le conoce con el nombre de sarda,
verdel o verta. Tiene el cuerpo alargado, fusiforme y de seccién
casi redondeada al estar poco comprimido lateralmente,
cubierto de pequefias escamas, boca grande, con mandibulas
del mismo tamafio y dientes dispuestos en una unica fila.
Primera aleta dorsal formada por radios espinosos, bastante
separada de la segunda, con radios blandos; pedunculo caudal
estrecho, provisto de una pequena quilla y aleta caudal
bastante hendida. Color del dorso verde azulado, con
numerosas bandas transversales bien marcadas, sinuosas y
mas oscuras que las laterales, vientre gris plateado, sin
manchas. Longitud alrededor de 30 cm (maximo 50 cm), y
peso entre 250-300 g aunque puede llegar hasta los 3 Kg
(figura 2.23).

Especie epipeldgica y mesodemersal, forma grandes bancos
gue nadan a gran velocidad. Vive entre la superficie y los 300
m de profundidad, acercandose a la costa para la reproduccion
cuando la temperatura del agua esta entre 11-14°C. Durante el
invierno permanece en el fondo del mar sin alimentarse y
cuando llegan los meses de primavera vuelve a aproximarse a
la superficie. La alimentacion de la caballa es bastante amplia e
incluye desde crustaceos (copépodos y eufdsidos) hasta larvas
de sardina y anchoa, que quedan retenidas en sus
branquiespinas.
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Figura 2.23.- Caballa. Figura 2.24.- Distribuciéon de S. scombrus.

(http://www.fishbase.org)

Es muy abundante en el Atlantico oriental, desde las islas
Britdnicas hasta las costas del norte de Africa, asi como en el
Atlantico occidental, en concreto en las costas de Estados
Unidos y Canadda, también es abundante en el Mediterraneo vy
mar Negro (figura 2.24). Rango de distribucién entre 70°N-
25°N y 77°0-42°E.

Se captura con artes de cerco (a veces junto con las sardinas),
arrastre pelagico y redes de enmalle.

La caballa se encuadra dentro del grupo de los pescados azules
debido a su contenido graso y es muy apreciado por su sabor y
por la consistencia de su carne. Es rica en acidos grasos w-3 y
sus proteinas son de elevado valor bioldgico; contiene
vitaminas del grupo B y al ser un pescado graso, también
posee vitaminas liposolubles (A, D y E), que se acumulan en
visceras (higado, principalmente) y musculo. En cuanto al
contenido en minerales, destaca la presencia de potasio,
fésforo, magnesio, yodo y hierro, aunque éste Ultimo en
cantidad inferior comparado con las carnes. No se aconseja en

enfermos de gota ya que su contenido en purinas es alto y
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tampoco en casos de hipertensidn ya que posee un alto
contenido en sodio que aumenta si se trata de caballa en
conserva.

Figura 2.25.- a) Caballas en el punto de venta y, b) recién adquiridas.

A la hora de adquirir un ejemplar de caballa, conviene
decantarse por los de menor tamafio porque se consideran los
de mejor calidad. La caballa es un pescado que comienza a
mostrar signos de falta de frescura a las pocas horas de haber
sido capturado y se aconseja elegir aquellos ejemplares que
tengan la carne consistente y la piel brillante. Admite diversas
formas de preparacion y estd presente en numerosas recetas,
ademads, es un pescado econdmico. La mayor parte de las
caballas capturadas se destinan a la elaboracion de conservas
pero, si se consume fresca (figura 2.25), admite practicamente
las mismas preparaciones que las sardinas o las anchoas. Las
mas grandes se pueden cocinar asadas al horno, en papillote,
fritas, a la parrilla o a la plancha, marinadas o en escabeche;
ademas, cada vez es mas frecuente encontrar en el mercado
caballa ahumada.
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2.1.3.8.- Estornino (Scomber japonicus)

El estornino es de aspecto muy similar a la caballa pero que
posee como caracteristica diferenciadora unas manchas en su
parte inferior. Longitud aproximada de 30 cm (maximo 50 cm)
y peso similar al de la caballa (figura 2.26).

Es una especie pelagica y costera, desde la superficie hasta
250-300 m de profundidad; realiza migraciones hacia el norte
con el aumento de temperaturas en verano y hacia el sur en
invierno y para el desove. Su alimentacion es oportunista y no
selectiva; los adultos se alimentan desde copépodos y otros
crustaceos hasta peces y calamares.

Figura 2.26.- Estornino. Figura 2.27.- Distribucién de S. japonicus.

(http://www.fishbase.org)

Cosmopolita, habita en aguas cdlidas y templadas de los
océanos Pacifico, Indico, Atlédntico y mares adyacentes; en un
rango de temperatura subtropical (10°C-27°C); entre 60°N-
55°S y 180°0-180°E (figura 2.27).
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Se captura mediante artes de cerco, arrastre y enmalle.

Se comercializan frescos (figura 2.28), congelados, ahumados
y en conserva; su importancia comercial es notable, aunque en
muchos casos se comercializa como caballa (figura 2.29).

Figura 2.28.- Punto de venta de Figura 2.29.- Diferencias entre caballa
un supermercado. (arriba) y estornino (abajo).

Este pescado admite las mismas preparaciones culinarias que
la caballa.
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2.2.- METODOS

2.2.1.- OBTENCION DEL MATERIAL HELMINTOLOGICO

2.2.1.1.- Toma de datos de las muestras

Cada uno de los ejemplares analizados se registré mediante un
cédigo, clasificandolos por fecha (aflo/mes/dia) y orden en que
eran procesados, ademas se anotaron los datos del peso y
longitud corporal (figura 2.30).

Figura 2.30.- Toma de datos de peso y longitud corporal de los
hospedadores.

Todos los datos se recogieron en una ficha individual para cada
ejemplar y fueron incluidos en la base de datos (véase el
apartado 2.2.3).
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2.2.1.2.- Observacion de las visceras y aislado de L;

Cada ejemplar se diseccioné realizandole un corte longitudinal
desde el opérculo hasta la parte posterior (después de
desechar cabeza y cola), y se separaron las paredes laterales
para analizar los 6rganos internos. Las visceras se colocaron en
placa Petri con agua destilada para favorecer la salida de las
larvas y, posteriormente, se observo el interior de los 6rganos
(estbmago, intestino, higado, godnadas, etc.) bajo Ilupa
binocular a 1x y a 3x (figura 2.31).

Figura 2.31.- Diseccion de visceras y observacion bajo lupa binocular.

Las larvas de anisakidos, asi como otros posibles helmintos vy
parasitos extraidos, se colocaron en frascos de cristal,
individuales para cada individuo hospedador y separados
también por microhabitat (visceras y musculatura), con alcohol

de 70% como liquido de fijacién y su correspondiente etiqueta
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identificativa (especie de pescado, codigo, procedencia vy
microhabitat). Las larvas que posteriormente se utilizaron en el
analisis molecular se lavaron en PBS (tampodn fosfato salino) y
se congelaron inmediatamente en seco a -20°C dentro de
tubos ependorff®, también con su correspondiente etiqueta
identificativa.

2.2.1.3.- Digestion pépsica de la musculatura y aislado
de L;

La digestion en jugo gastrico artificial consiste en someter la
muestra a la accidn de una solucion digestiva permitiendo la
liberacidn y consiguiente visualizacion de las larvas de
anisakidos.

A cada individuo hospedador analizado se le practicd una
division axial en dos mitades, eliminando la espina central; la
musculatura se colocé en un vaso de precipitados de un litro de
capacidad, numerado, al cual se le afiadié el liquido de
digestion, que se preparé siguiendo el método clasico
propuesto por HUANG (1990):

- 5 g de pepsina comercial (1:2500)
- 10 mL de acido clorhidrico al 37%
- agua destilada csp 1000 mL

A continuacion, se incubd al bafo Maria a 37°C durante 45
min, agitando cada 10-15 min, simulando asi las condiciones
de una digestion natural.
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Una vez finalizada la digestion, la musculatura digerida se
recuperd haciendo pasar el producto de la digestién por un
tamiz de pequefio didmetro para desechar el liquido de
digestién y retener las posibles larvas presentes. La
musculatura digerida se transfirié a una placa petri de tamafio
suficiente para su observacién bajo lupa binocular (figura
2.32).

Figura 2.32.- Digestion artificial de musculatura y observacién con lupa del
producto de la digestion.

Con las larvas obtenidas de la musculatura se procedié de igual
modo que con las aisladas de visceras.
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2.2.2.- MONTAJE E IDENTIFICACION DE LOS HELMINTOS
HALLADOS

2.2.2.1.- Montaje extemporaneo

Debido a que las caracteristicas morfoldgicas una vez fijado el
parasito se observan con mayor dificultad, es necesario un
aclaramiento previo de la cuticula. Para ello se utilizd
lactofenol de Amman antes de la observacion al microscopio.

Las larvas examinadas se colocaron entre porta y cubre con
unas gotas del liqguido aclarante; cada preparacion se dejé
reposar el tiempo necesario para conseguir un aclarado
adecuado que permitiera la visualizacion de la organografia
interna (BERLAND, 1989).

2.2.2.2.- Identificacion morfolégica

Una vez aclarado el helminto, se procedié a la visualizacion
bajo microscopio 6ptico con los objetivos de 4x, 10x y 40x.

La identificacién morfolégica se basé en las claves de
ANDERSON et al. (2009) y GIBBONS (2010) y en las
caracteristicas morfoldgicas descritas por GRABDA (1991),
teniendo en cuenta fundamentalmente, el tamafo, las
caracteristicas del ventriculo esofagico, presencia o no de ciego
intestinal y/o apéndice ventricular, caracteristicas del extremo
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anterior (labios y denticulo), del extremo posterior (presencia o
no de mucroén) y posicion del poro excretor.

2.2.2.3.- Identificacion molecular

En muchos casos aparecen obstaculos considerables en el
diagndstico como consecuencia de las limitaciones en la
identificacion de las larvas utilizando sus caracteristicas
morfoldgicas (OLSON et al., 1983), por ello, una vez acabada
la identificacién morfoldgica, se realizd un analisis molecular
por PCR-RFLP de una representacién de las larvas aisladas para
realizar una caracterizacién diferencial dentro del género
Anisakis con el fin de conocer con mas detalle las especies
presentes en los ejemplares de pescados analizados.

2.2.2.3.1.- Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se utilizaron larvas preferentemente
conservadas a -20°C y también algunas conservadas en
alcohol, pero estas ultimas no dieron buenos resultados. Como
material de partida para la extraccion se utilizé la parte central,
conservando los tercios anterior y posterior (siempre que el
tamafo total de la larva permitiera la obtencidn de DNA en
cantidad suficiente), por ser las porciones claves utilizadas en
la identificacion morfoldgica. Se intentd seleccionar larvas de
ambas procedencias y de ambos microhabitats para valorar las
posibles diferencias especificas en cada caso.
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La extraccion del DNA total se llevé a cabo segun el método
clasico fenol-cloroformo descrito por SAMBROOK et al. (1989),
tal y como se explica a continuacion:

Preparacion. Cada larva seleccionada se lavo con PBS y se
cortd en pequefios trozos, con ayuda de unas pinzas vy tijeras
para facilitar la posterior rotura de células.

Lisis. Se introdujeron en un tubo eppendorff® con 350 pL de
tampdn de lisis (100 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100
mM NaCl; 1% dodecil sulfato sédico), 40 uL de detergente SDS
(dodecilsulfato sddico) al 10% y 10 pL de Proteinasa-K de
concentracién inicial 500 pg/mL (QUIAGEN®). La preparacion
se incubo durante 2-3 h a 55°C con agitacidén continua y suave
(350 rpm).

Extraccion. En este paso son necesarias tres etapas en las
cuales se combinan distintas cantidades de fenol vy
cloroformo/alcohol isoamilico (49/1) para desnaturalizar y
precipitar las proteinas, y para eliminar lipidos e impurezas.

En la primera etapa se afiladen 400 pL de fenol; en la segunda,
200 pL de fenol y 200 pL de cloroformo/alcohol isoamilico; y en
la tercera, 400 pL de cloroformo/alcohol isoamilico. Tras cada
una de estas etapas la mezcla se separa en dos fases mediante
centrifugacién (Eppendorff Centrifuge 5415R) a 13200 rpm
durante 5 min, quedando el DNA en la fase acuosa
(sobrenadante), la cual se recupera cuidadosamente y se
coloca en un nuevo eppendorff®.

Precipitado y conservacion. Finalmente se mide el volumen
de la ultima fase acuosa recuperada y se precipita con 0,1
volimenes de acetato amédnico (NH4Ac 4M, pH 5,2) y 2,5
volimenes de etanol absoluto frio; proceso que favorece la
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concentracién del DNA, ya que el etanol en presencia de
cationes de NH4Ac induce cambios estructurales que causan su
agregacion y precipitacién; ademas, también se eliminan los
residuos de fenol y cloroformo del paso anterior. Después se
congela a -20°C durante al menos dos horas (o toda la noche);
transcurrido este tiempo se centrifuga durante 15 min a 13200
rom a una temperatura de 4°C, para que el DNA quede
concentrado en el fondo del tubo; a continuacién se decanta
todo el sobrenadante con cuidado de no perder el pellet de
acidos nucléicos (a veces no visible); seguidamente se lava el
precipitado afadiendo 400 uL de etanol frio al 70%, se vuelve
a centrifugar 5 o 10 min y se decanta de nuevo el
sobrenadante. El sedimento se deja secar a temperatura
ambiente manteniendo el ependorff® hacia abajo hasta que se
evaporen totalmente los restos de alcohol y el pellet quede
completamente seco (2-3 horas). Este DNA precipitado y seco
se resuspende en 20-50 pL de tampon TE (Tris-HCI 10mM, pH
7,6, EDTA 1mM) y se conserva a -20°C en congelador o a 4°C
en nevera si se va a utilizar a continuacion.

2.2.2.3.2.- PCR-RFLP

La PCR (Polimerase Chain Reaction) es una técnica molecular
descrita por MULLIS et al. (1986) que permite la amplificacién
de fragmentos especificos de acidos nucleicos de los cuales se
conocen las secuencias inicial y final. Si una especie o genotipo
tiene este fragmento de DNA, se puede utilizar una pareja de
oligonucledtidos para amplificarlo. Como método diagndstico, la
amplificacion por PCR tiene una elevada sensibilidad y
especificidad.
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La secuenciacién de genes conservados y espaciadores internos
transcritos del DNA ha demostrado ser una herramienta eficaz
para superar dificultades a nivel del diagndstico de especies y
estudios filogenéticos.

Como marcadores moleculares para la caracterizacidon genética
se emplearon los espaciadores internos transcritos (Internal
Transcribed Spacers-ITS) 1 y 2 junto con el gen 5,8S del DNA
ribosomal. Estos genes se presentan en multiples copias en el
genoma y las diferentes regiones poseen variaciones intra e
interespecificas con distintos niveles de variabilidad en las
secuencias, asi pues, constituyen una buena herramienta en la
resolucion de problemas de clasificacion entre individuos a
diversos niveles taxondmicos. La region 5,85 es mas
conservada, con muy poca Vvariabilidad entre especies del
mismo género e incluso entre individuos de una misma
especie. Sin embargo, los espaciadores ITS presentan una tasa
de divergencia evolutiva mas rapida, siendo muy Uutiles en la
clasificacion de especies gemelas con divergencias evolutivas
recientes.

Como cebadores de la Taq Polimerasa se utilizaron los
oligonucledtidos NC5 (forward) 5'-GTA GGT GAA CCT GCG GAA
GGA TCA TT-3" y NC2 (reverse) 5'-TTA GTT TCT TTT CCT CCG
CT-3'. El producto esperado de la amplificacién es un amplicén
de 960 pb para el género Anisakis y de 1050 pb para
Hysterothylacium (D'AMELIO et al., 2000; ZHU et al., 2000) tal
como se muestra en la figura 2.33.

Las reacciones se disefiaron para un volumen final de 25 pL y
una mezcla que incluia la enzima “Dream” Taq Polimerasa
(Thermo Scientific®), nucledtidos (dNTPs, Takara®), los
primers NC5 y NC2 y el tampdn necesario para la enzima (tabla
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2.3). En todos los ensayos se incluyé un control con DNA
positivo para comprobar el éxito de la amplificacion y un
control negativo, sin DNA, para descartar la existencia de
contaminacién o actividad inespecifica.

La cantidad de DNA molde que se afade a la mezcla varia en
funcion de la concentracién del extracto de partida, la cual
puede determinarse espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 260 nm (Nanodrop®). Asi mismo, se comprueba
la calidad del DNA midiendo la relacion Asso/Azs0, que se
encuentra en torno a 1,8 cuando el DNA es puro, mientras que
valores inferiores a 1,6 indican contaminacion proteica y no se
obtienen buenos resultados.

Tabla 2.3.- Composicion de la mezcla de reaccién para la PCR.
COMPONENTE CONCENTRACION

Tris-HCI 20 mM, pH=8,0; KCI 100 mM;
Tampon EDTA 0,1 mM; DTT 1mM; Glicerol 50%;
Triton X-100%

dNTPs 2,5 mM de cada uno (TaKaRa®)
Primers 10 uM de cada uno
Dream Taq Polimerasa 5 U/uL

Agua purificada csp 25 pyL

2 pL DNA molde total
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La reaccién se llevd a cabo en un termociclador MiniCycler™PT-
150 (MJ Research, USA) con el programa siguiente:

5 min a 940C

30-40 ciclos repitiendo 3 pasos: 30 s a 94°C
30 s a 60°C
30 sa 720C

5 min a 720C

descenso de la temperatura y mantenimiento a 4°C.

Electroforesis en gel de agarosa. Para la visualizacion del
producto amplificado, este se sometidé a electroforesis en
agarosa, técnica que permite separar las moléculas de DNA
cuando son sometidas a un campo eléctrico y atraidas hacia el
polo opuesto a su carga neta. Las muestras se hacen migrar a
través del gel durante un tiempo y se obtiene una separacion
en que la distancia migrada por una molécula es inversamente
proporcional a su longitud en pares de bases. El tamafio de los
productos de la PCR vienen determinados por un marcador de
peso molecular que contiene oligonucledtidos de tamafio
conocido, que se separa en el gel junto con los productos de
PCR.

Se prepard un gel de agarosa al 1% en tampdén TAE 1%, a
partir de una solucion madre de TAE 10% (Tris base 48,1 g/L;
acido acético glacial 1,14%; EDTA 0,5 M, pH 8,0), al cual se le
afadieron 2,0 puL de Safeview® (NBS Biologicals LTD) de
concentracién 10 mg/mL para poder visualizar por
fluorescencia las bandas obtenidas (Bio-Rad Model 200/2.0).
En cada pocillo se cargaron 6,5 pL de una solucién que
contenia 1,5 pL de tampdén de carga (LD 6x, Thermo
Scientific®) mezclado con 5,0 pL de producto de PCR,
cargando también en uno de los pocillos un marcador de 100
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pb (Gene Ruler 100 bp plus DNA Ladder, 0,1 pg/pL, Thermo
Scientific®). La electroforesis se realizd a 60-90 voltios
constantes durante 30-40 min. El resultado se observd en un
transiluminador de luz ultravioleta (Bio-Rad Chemidoc XRS
sistema PC), visualizando los fragmentos amplificados en forma
de bandas (figura 2.33).

La finalidad de la electroforesis es comprobar el éxito de la
reaccidn comparando la movilidad de los fragmentos de DNA
amplificados con la de un control positivo, aunque también
permite estimar la cantidad aproximada del producto de PCR
obtenido en funcion de la intensidad de las bandas.

Figura 2.33.- Electroforesis de los productos de amplificacion de las regiones
ITS1-5,8S-ITS2: M) Marcador de peso molecular de 100 pb Ladder (Thermo
Scientific®); 1 y 7) Control negativo; 2 y 3) L; de Anisakis; 4) Control
positivo para Anisakis (fragmento de 960 pb), 5) Control positivo para
Hysterothylacium (fragmento de 1050 pb); 6) L; de Hysterothylacium
(Modificado de PERTEGUER et al., 2004).
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Digestion con la enzima de restriccion Hinfl. Para poder
identificar las diferentes especies de L; de Anisakis aisladas de
las especies hospedadoras analizadas, el fragmento de DNA
amplificado se digiere con endonucleasas de restriccion que
reconocen una determinada secuencia nucleotidica (RFLP:
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) cortando el DNA
en bandas de diferentes tamafios segun el genotipo. Asi pues,
es posible amplificar el mismo fragmento de DNA de especies
cercanas e identificarlas en base a los distintos tamafios de los
fragmentos de restriccién obtenidos. Los perfiles (peso vy
bandas) esperados tras la digestién se muestran en la figura
2.34.

Existen diferentes enzimas de restriccion que ayudan a la
identificacion genotipica (Cfol, Hhal, Rsal, Taql, Haelll). En
este trabajo, y teniendo en cuenta las dos zonas de estudio
analizadas, se eligio la enzima Hinfl, que, segun estudios
anteriores (ABOLLO et al., 2003; FARJALLAH et al., 2008), es
la mas apropiada y la mas empleada para este tipo de
identificacion molecular permitiendo diferenciar entre A.
simplex (sensu estricto) (bandas a 620, 250 y 100 pb), A.
pegreffii (370, 300 y 250 pb) y el genotipo hibrido obtenido de
la recombinacion genética de ambas especies (620, 370, 300 y
250 pb).
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Figura 2.34.- Perfiles RFLP obtenidos por digestion de la region ITS1-5,8S-
ITS2 con la enzima de restriccién Hinfl: 1) Genotipo recombinante (620,
370, 300 y 250 pb); 2y 4) A. pegreffii (370, 300 y 250 pb); 3) A.
simplex (s.s) (620 y 250 pb); 5) A. physeteris (380, 290 y 270 pb);
M) Marcador de 100 bp (Modificado de FARJALLAH et al., 2008).

La mezcla de digestidn (tabla 2.4) se mantiene en estufa a
379C durante 15-20 min (siguiendo las instrucciones del
fabricante) para que actle la enzima. El producto obtenido se
corre en un gel de agarosa al 2% para obtener las bandas bien
separadas; los pocillos se cargan de igual modo que en el
apartado anterior, con 5 pL del DNA digerido mezclados con
1,5 yL de tampdn de carga, cargando ademas en uno de los
pocillos el marcador de 100 pb. La electroforesis se realizé a
60-90 voltios durante 40-60 min. El resultado final se observé
en un transiluminador de luz ultravioleta que permite visualizar
los fragmentos de DNA amplificados y digeridos en forma de
bandas de distintos tamafios en funcidn del genotipo.
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Tabla 2.4.- Composicion de la mezcla de digestién con Hinfl.

COMPONENTE VOLUMEN
Buffer 10x Fast Digest 2,0 pL
HinfI Fast Digest (1 pg/mL) 1,0 uL

Agua purificada csp 20 pL

Producto de PCR 10,0 pL

2.2.3.- CONFECCION DE LA BASE DE DATOS

Los datos correspondientes a cada uno de los ejemplares
analizados, tanto los recogidos en la toma de datos inicial
(subapartado 2.2.1.1), como los parasitolégicos (numero de
parasitos por microhabitat e identificacion), se recogieron en
una ficha individual para cada hospedador (tabla 2.5), en la
cual se registraron los datos siguientes: cédigo asignado,
pescado, procedencia, fechas de captura y de andlisis, total de
anisakidos encontrados, especie y si habian sido extraidos de
visceras o de musculatura.

Este fichero constituyd la base de datos definitiva para los
analisis posteriores, la cual se confecciond utilizando el
software FileMaker Pro 6.
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Tabla 2.5.- Ficha individual de la base de datos elaborada para cada
individuo hospedador analizado.

Cadigo Pescado Especie
Supermercado Procedencia Subprocedencia
Fecha de captura Fecha de andlisis Puerta

Diis pescado Longitud Peso

Anisfkidos en visceras Anisfkidos en musculetura

L& simplex tipd Ten visceras
Lo & simplex tipo ITen visceras
L, Hysterothylaciumsp, en visceras

L, Contracaecum sp, en viscers

Ly & simplex tipo Ien musculatura
Ly & simplex tipo IT en musculstura
Ly Hysterothylacium sp. en musculatura

L, Contracaecum $p. en musculatura

Total Anisdkidos

Total L, A simplex tipo 1

Total L, Hysterothylacium sp.

Total L, A, simplex tipo IT

Total L, Contracsecum sp.
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2.2.4.- TECNICAS ESTADISTICAS UTILIZADAS

Los datos recogidos se analizaron estadisticamente mediante
pruebas paramétricas y no paramétricas, para el calculo de las
cuales se utilizaron los paquetes estadisticos: Microsoft Excel
2010, StatView 5.0.1 y SPSS 19.0 en sus versiones para
Windows.

En todas las pruebas realizadas se establecidé la significancia
estadistica para un valor de P<0,05.

2.2.4.1.- Estadistica descriptiva

Para el conjunto de anisakidos totales encontrados, asi como
para cada uno de los géneros identificados a nivel morfoldgico,
fueron analizados los siguientes parametros, siguiendo la
nomenclatura establecida por BUSH et al. (1997).

- N© hospedadores parasitados

- Prevalencias de parasitacion en %

n? total de hospedadores parasitados
= x 100

" n? total de hospedadores analizados

- Abundancia media,

2 n® total de parasitos encontrados
m

~ n° total de hospedadores analizados

- Rango de parasitacion (minimo-maximo)
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Cada uno de estos parametros fue analizado para:
- el total de muestra de cada especie de pescado examinada;

- el total por procedencia, para cada una de las especies,
Atlantico y Mediterraneo;

- el total por estacion, para cada una de las especies, otofo y
primavera.

Asi como para:

- el total de parasitos hallados en cada hospedador examinado,
para cada especie hospedadora;

- el total de parasitos en visceras (de anisakidos totales y por
géneros), para cada especie hospedadora;

- el total de parasitos en musculatura (de anisakidos totales y
por géneros), para cada especie hospedadora.

Los datos obtenidos para el género Anisakis fueron utilizados
posteriormente en la comparacion de prevalencias vy
abundancias y en el analisis de la posible influencia, sobre
estas dos variables dependientes, de factores intrinsecos y
extrinsecos para cada especie hospedadora.

En las muestras de sardina y salmonete el estudio se realiz
para el total de anisdkidos, con el fin de tener tamafio de
muestra suficiente para realizar el analisis estadistico. Mientras
gue en la muestra de boquerdn, el estudio se realizé para
ambos géneros de anisdkidos por separado (Anisakis e
Hysterothylacium), ya que mostraron prevalencias similares.
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2.2.4.2.- Comparacion de prevalencias: Test de X2

A partir de los datos del numero de hospedadores parasitados
y las prevalencias de parasitacion obtenidas en la estadistica
descriptiva se realizd la comparacion de variables dependientes
(en este caso la prevalencia) solamente para las larvas del
género Anisakis teniendo en cuenta que, de los anisakidos
hallados, fue el que presenté mayores prevalencias de
parasitacion en general, y también el de mayor riesgo, ya que
es muy resistente y, al contrario de lo que ocurre con las larvas
de Hysterothylacium, continua viable tras la digestion pépsica.
Sin embargo, en la muestra de sardinas y en la de salmonete,
al ser este Ultimo mayoritario en estas dos especies
hospedadoras en concreto, se agrupd junto a Anisakis con el
fin de tener tamano de muestra suficiente, y se realizé el
estudio estadistico al total de anisakidos. Para la muestra de
boguerones en particular, el estudio se realizd para ambos
géneros por separado, ya que las prevalencias obtenidas
fueron bajas en ambos casos pero algo mayores para
Hysterothylacium, por tanto, y teniendo en cuenta el posible
riesgo que presentan ambos géneros en la produccién de
alergias alimentarias, se realizd el analisis estadistico de los
dos, pero solo en esta especie hospedadora. Del género
Contracaecum se obtuvieron Unicamente cuatro individuos vy
solo en pescadilla americana, por tanto no se le realizd ningun
estudio estadistico.

Se utilizd el programa estadistico StatView, confeccionandose
las tablas de contingencia 2x2 y calculandose los valores de X2
y P, teniendo en cuenta la parasitacion y no parasitacion entre
visceras y musculatura para cada grupo de especies

124



Material y Métodos

hospedadoras analizadas, asi como por procedencia y estacion
de captura.

El Test de X2 contrasta la hipdtesis nula, Ho, que postula que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
proporciones observadas de las variables X e Y (ZAR, 2010).

Las variables comparadas fueron:

- microhabitat de parasitacion: visceras y musculatura;
- procedencia: Atlantico y Mediterraneo;
- estacidon de captura: otofio y primavera.

2.2.4.3.- Influencia de factores intrinsecos y extrinsecos
sobre las prevalencias: Regresion Logistica Binaria

Con el objetivo de analizar la posible influencia de los factores
intrinsecos (peso Yy longitud) y extrinsecos (procedencia,
estacion de captura y dias pescado) sobre la prevalencia, se
llevaron a cabo regresiones logisticas binarias (RLB) dando el
valor 1 a la presencia de parasitos y el valor 0 a su ausencia.

Las variables independientes (factores intrinsecos vy
extrinsecos) son en este caso de tipo categdrico, agrupadas en
dos categorias como muestra la tabla 2.6.
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Tabla 2.6.- Valores de las diferentes variables independientes agrupadas

cada una de ellas en dos categorias.

Especie Procedencia Estacion Peso Longitud
Bacaladilla 1=At|éntico, 1=otofio 1<50¢g 1 <20 cm

2=Mediterraneo 2=primavera 2>50g 2 >20cm
Merluza 1=Atlantico 1=otofo 1<120g 1 <26 cm
europea 2=Mediterraneo 2=primavera 2>120g 2 >26cm
Merluza Atlantico 1=otofio 1 <100g 1 <25cm
americana 2=primavera 2>100g 2 >25cm
Salmonete Mediterraneo 1=otofo 1<45g 1 <15cm
de fango 2=primavera 2>45¢g 2>15cm
Boquerén 1=Atléntico, 1=otofio 1<20g 1 <15cm

2=Mediterraneo 2=primavera 2>20g 2 >15cm
sardina 1=Atléntico, 1=otofio 1<40g¢g 1 <18 cm

2=Mediterraneo 2=primavera 2>40g 2 >18 cm
Caballa 1=Atléntico, 1=otofio 1 <200g 1 <27 cm

2=Mediterraneo 2=primavera 2>200g 2 =227 cm
Estornino 1=Atléntico, 1=otofio 1 <200g 1 <30 cm

2=Mediterraneo 2=primavera 2>200g 2 230 cm

El factor dias pescado se tuvo en cuenta solamente para los
individuos parasitados, en este caso, como Vvariable
dependiente se utilizd Unicamente la presencia o ausencia de
pardsitos en la muestra de hospedadores parasitados,
pudiendo asi relacionar los dias transcurridos desde la pesca
(muerte del hospedador) hasta la fecha del analisis (tedrica
fecha de consumo) con la migracién post mortem de helmintos
(potencialmente presentes en visceras en el momento de la
muerte del hospedador) a musculatura; con el propdsito de
valorar el riesgo.

El objetivo de esta prueba es estimar, mediante una funcion
lineal de las variables independientes, la probabilidad de que

cada individuo pertenezca a cada uno de los dos grupos
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establecidos por los valores de la variable dependiente (ZAR,
2010).

2.2.4.4.- Comparacion de abundancias

Para la comparacidon de abundancias se utilizaron dos pruebas
no paramétricas, el Test de Mann-Whitney y el Test de
Wilcoxon. En ambos casos las variables independientes son de
tipo categdrico, agrupandose, como se muestra en la tabla 2.6,
en dos clases (1, 2) cada una de ellas (longitud, peso,
procedencia y estacion).

2.2.4.4.1.- Test de Mann-Whitney (muestras no relacionadas)

Prueba no paramétrica para muestras independientes
distribuidas en dos grupos, y con variables dependientes
cuantitativas. El objetivo es determinar si la diferencia, entre el
numero de veces en que el valor de la variable en un grupo es
mayor que en el otro y el nimero de veces en que es menor,
es estadisticamente significativa (ZAR, 2010).

2.2.4.4.2.- Test de Wilcoxon (muestras relacionadas)

Prueba no paramétrica para muestras relacionadas distribuidas
en dos grupos, segun su microhabitat, y con variables
dependientes cuantitativas. El objetivo es determinar si la
diferencia entre la magnitud de las diferencias positivas entre
los valores de las dos variables y la magnitud de las diferencias
negativas es estadisticamente significativa (ZAR, 2010).
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2.2.4.5.- Influencia de factores intrinsecos y extrinsecos
sobre las abundancias

En el analisis de la influencia de los factores intrinsecos y
extrinsecos sobre las abundancias se utilizaron dos pruebas,
una no paramétrica, Rho de Spearman, y otra paramétrica,
Analisis de Varianza (ANOVA).

2.2.4.5.1.- Rho de Spearman

Esta prueba utiliza el peso y la longitud del hospedador como
variables independientes cuantitativas.

La Correlacion o Rho de Spearman es una medida del grado de
asociacién lineal entre la variable dependiente y cada una de
las variables independientes (ZAR, 2010).

2.2.4.5.2.- Andlisis de Varianza (ANOVA)

Este Modelo Lineal General, ANOVA, utiliza variables
independientes de tipo categdérico, y como variable
dependiente, la transformacion logaritmica Ln(x+1) de la
abundancia.

Esta prueba permite realizar un analisis de la varianza de una
variable dependiente en los grupos establecidos por las
combinaciones de los valores de dos o mas variables
independientes (ZAR, 2010).
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3.- RESULTADOS Y DISCUSION

Los anisakidos obtenidos de las ocho especies de pescado
analizadas se clasificaron morfoldgicamente como:

- larvas Ls; del género Anisakis pertenecientes al morfotipo I
de Berland (1961) y presentes en todas las especies
hospedadoras;

- larvas Ls de Anisakis tipo II, presentes solamente en
pescadilla europea de procedencia mediterranea;

- larvas L; del género Hysterothylacium, presentes en todas
las especies hospedadoras excepto en dos, estornino y
pescadilla americana, con mayores prevalencias en
salmonete (25,20%) y boquerén (22,00%), siendo las
abundancias también mayores en este Ultimo (2,17);

- cuatro larvas Ls; del género Contracaecum, aisladas
solamente de pescadilla americana, Unica especie analizada
procedente del Atlantico occidental (costa de Canadd, zona
FAO 21).
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En la tabla 1.2 y figura 1.1 del capitulo de introduccién se
describen las caracteristicas morfoldgicas diferenciales entre
estos tres géneros, asi como las de Pseudoterranova, el otro
género causante de anisakidosis humana, aunque de este
ultimo no se identific6 ningln individuo en ninguna de las
especies hospedadoras analizadas.

En cuanto al analisis molecular, se realizé Unicamente para
ejemplares del género Anisakis, al ser el mas frecuente y el
que mas casos de anisakidosis ha reportado, ademas de ser el
Unico anisakido que permanecié viable tras la digestion
artificial de la musculatura, por tanto, potencialmente patégeno
para el ser humano. Las especies identificadas a partir de 182
muestras analizadas fueron Anisakis simplex (sensu stricto),
Anisakis pegreffii y el genotipo hibrido entre ambas.

Nota: en este capitulo, al hablar de Anisakis e
Hysterothylacium en general, nos estamos refiriendo en todo
momento a los géneros Anisakis e Hysterothylacium.
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3.1.- BACALADILLA

3.1.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.1.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

En total se hallaron 1281 L; de anisakidos (982 en visceras y
299 en musculatura) en las 284 bacaladillas analizadas, que se
clasificaron como pertenecientes a los géneros Anisakis (1098)
e Hysterothylacium (183). Las figuras 3.1 y 3.2 muestran la
presencia de anisakidos en visceras y tras su posterior
aislamiento, respectivamente.

Figura 3.1.- Anisdkidos en visceras de Figura 3.2.- Anisdkidos aislados
bacaladilla. de visceras.
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Al observar las larvas bajo la lupa binocular, antes de
transferirlas al liquido de fijacion, se pudo distinguir claramente
el ventriculo esofagico en el caso de Anisakis y el es6fago y el
ciego intestinal en Hysterothylacium, estructuras situadas en la
porcion anterior, de color mas oscuro que el resto del cuerpo,
como puede apreciarse en la figura 3.3.
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Figura 3.3.- a) Caracteristicas morfoldgicas del extremo anterior de las Ls de
Anisakis. b) Diferencia de tamafios entre L; de Anisakis e Hysterothylacium
aisladas de bacaladilla. C) Caracteristicas morfoldgicas del extremo anterior
de las Ls de Hysterothylacium: d) diente; p) poro excretor; a) anillo nervioso;
e) esofago; ci) ciego intestinal; v) ventriculo; av) apéndice ventricular; i)
intestino (Dibujos modificados de RELLO-YUBERO et al., 2004).
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3.1.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

Para el analisis se seleccioné la regiéon ITS1-5,8S5-ITS2 del DNA
ribosomal utilizando los oligonucledtidos cebadores NC5
(forward) y NC2 (reverse).

Hinfl es la endonucleasa mas conocida y apropiada para este
tipo de identificacion molecular, produciendo bandeados
diferentes para cada una de las especies asi como para el
genotipo hibrido. Los patrones obtenidos en cada caso
aparecen detallados en el pie de la figura 3.4.

Se analizaron 25 Ls; de Anisakis tipo I, uUnicamente de
procedencia atlantica ya que no se consiguié amplificar DNA de
ninguna de las larvas de procedencia mediterranea. Las
especies identificadas mediante PCR-RFLP fueron: A. simplex
(sensu stricto) y un genotipo hibrido A. simplex (s.s.) x A.
pegreffii, en base a los patrones de bandas obtenidas tras la
digestion con Hinfl, como se muestra en la tabla 3.1 y la figura
3.4.

A. simplex (s.s) fue la especie mas frecuente en las bacaladillas
del Atlantico analizadas. También se identific6 el genotipo
hibrido A. simplex (s.s) x A. pegreffii pero en menor proporcion
(80/20), tanto en visceras como en musculatura. Mientras que
de A. pegreffii no se identificd ningun ejemplar.
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Tabla 3.1.- NO° de L; de Anisakis aisladas de bacaladilla, n° de L; de
procedencia atlantica analizadas, especie y/o genotipo identificado a nivel
molecular. A.s. (s.s.)=A. simplex (sensu stricto).

N° L; N° L; Especie/
Halladas Analizadas Genotipo
i 16 A.s. (s.s.)
Visceras 894 20 .
4 hibridos
( 4 A.s. (s.s.)
Musculo 204 5 ’
1 hibrido
20 A.s. (s.s.)
Total 1098 25 )
5 hibridos

Figura 3.4.- a) Productos de PCR de L; analizadas de bacaladilla
procedente del Atlantico: M) marcador de peso molecular; 1) Control
positivo; 2) Control negativo; 3 y 4) Fragmentos de 960 pb.
b) Patrones obtenidos tras la digestién con Hinfl: M) marcador de peso
molecular; 1-3, 5-6) A. simplex (s.s.) (620 y 250 pb); 4) genotipo hibrido A.
simplex (s.s.) x A. pegreffii (250, 300, 370 y 620 pb).
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3.1.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.1.2.1.- Estadistica descriptiva

Los parametros que caracterizan a cada una de las dos
poblaciones de anisakidos encontradas en bacaladilla se
muestran en las tablas 3.2 a 3.4, en las cuales se describe el
numero de hospedadores parasitados, las prevalencias de
parasitacion en %, el rango (minimo-maximo), las abundancias
medias y el numero de larvas halladas. Todos los parametros
se expresan para el total de la poblacién hospedadora y por
microhabitat de parasitacion (visceras y musculo), tanto para
el total de anisakidos, como para cada poblacidon helmintiana.
Todos estos parametros se calcularon para el total de la
muestra y para cada procedencia y estacion de captura. A
continuacion se comentan los resultados mas relevantes
obtenidos en el total de la muestra de bacaladilla.

Anadlisis de las prevalencias

El 55,60% de las bacaladillas analizadas estaban parasitadas
por anisakidos (53,90% por Anisakis y 12,00% por
Hysterothylacium). Para el total de anisakidos, las prevalencias
fueron superiores en visceras (51,10%) que en musculatura
(28,50%), en el Atlantico (78,10%) mayores que en el
Mediterraneo (22,60%) y mayores en primavera (62,00%) que
en otofio (48,50%).
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Anadlisis de los rangos

La poblacion de Anisakis presentd rangos maximos de
parasitacion superiores a la de Hysterothylacium, con
infrapoblaciones maximas de 219 (184 en visceras, 35 en
musculatura) y 76 (51 en visceras, 30 en musculatura)
helmintos respectivamente. El mayor numero de anisakidos
hallado en un hospedador se obtuvo en el Mediterraneo y
durante la primavera (295 larvas; 235 en visceras y 60 en
musculatura). Cabe destacar que durante el otofio se aisld
Unicamente un ejemplar de Hysterothylacium y éste se
encontraba en musculatura.

Anadlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 4,51 para el total de
anisakidos. Superiores para Anisakis (3,87) que para
Hysterothylacium (0,64), superiores en visceras (3,46) que en
musculatura (1,05) y mayores en el Atlantico (5,17) que en el
Mediterraneo (3,54) pero muy similares entre otofio (4,36) y
primavera (4,65). Sin embargo, para Hysterothylacium la carga
parasitaria media fue practicamente igual en musculo (0,33)
que en visceras (0,31) y mayor en el Mediterrdaneo (1,09) y
durante la primavera (1,21).
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Tabla 3.2.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (g€A), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de bacaladilla
y para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L;
N % Am (gA) Rango
(N=284) Halladas
Anisakis
Visceras 141 49,60 3,15 (0,82) 1-184 894
Musculo 74 26,10 0,72 (0,16) 1-35 204
Total 153 53,90 3,87 (0,94) 1-219 1098
Hysterothylacium
Visceras 24 8,50 0,31 (0,18) 1-51 88
Mdusculo 17 6,00 0,33 (0,15) 1-30 95
Total 34 12,00 0,64 (0,30) 1-76 183
Anisakidos
Visceras 145 51,10 3,46 (0,96) 1-235 982
Musculo 81 28,550 1,05(0,29)  1-60 299
Total 158 55,60 4,51 (1,18) 1-295 1281
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Tabla 3.3.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias medias
(Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en bacaladilla y por microhabitat de parasitacion;
para cada procedencia.

ATLANTICO N°L; | MEDITERRANEO NO° L3
% Am Rango % Am Rango
(N=169) Halladas (N=115) Halladas

Anisakis
Visceras 124 73,40 4,02 1-90 679 17 14,40 1,87 1-184 215
Musculo 65 38,50 0,81 1-12 137 9 7,80 0,58 1-35 67
Total 131 77,50 4,83 1-95 816 22 19,10 2,45 1-219 282
Hysterothylacium
Visceras 16 9,50 0,17 1-8 29 8 7,00 0,51 1-51 59
Musculo 8 4,70 0,17 1-17 29 9 7,80 0,57 1-30 66
Total 21 12,40 0,34 1-25 58 13 11,30 1,09 1-76 125
Anisékidos
Visceras 126 74,60 4,19 1-90 708 19 16,50 2,38 1-235 274
Musculo 66 39,10 0,98 1-19 166 15 13,00 1,16 1-60 133
Total 132 78,10 5,17 1-95 874 26 22,60 3,54 1-295 407

140




Resultados y Discusion

Tabla 3.4.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias medias
(Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en bacaladilla y por microhabitat de parasitacion;
para cada estacidon de captura.

OTONO N° L3 PRIMAVERA NO° L3
% Am Rango % Am Rango
(N=134) Halladas (N=150) Halladas
Anisakis
Visceras 60 44,80 3,75 1-90 502 81 54,00 2,61 1-184 392
Musculo 31 23,10 0,60 1-12 81 43 28,70 0,82 1-35 123
Total 64 47,80 4,35 1-95 583 89 59,30 3,43 1-219 515
Hysterothylacium
Visceras 0 0,00 0,00 0 0 24 16,00 0,59 1-51 88
Musculo 1 0,70 0,10 1-1 1 16 10,70 0,63 1-30 94
Total 1 0,70 0,10 1-1 1 33 22,00 1,21 1-76 182
Anisékidos
Visceras 60 44,80 3,75 1-90 502 85 56,70 3,20 1-235 480
Musculo 32 23,90 0,61 1-12 82 49 32,70 1,45 1-60 217
Total 65 48,50 4,36 1-95 584 93 62,00 4,65 1-295 697
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3.1.2.2.- Comparacion de prevalencias: Test de X2

A continuacion se muestran las tablas de contingencia
(agrupadas en la tabla 3.5), con los valores del test de X2 y su
significancia estadistica (P), derivadas de la comparacion de las
prevalencias de Anisakis en funcion de su procedencia y
estacion de captura, asi como para cada microhabitat de
parasitacion.

La presencia de Anisakis se codifica como 1, mientras que la
ausencia se codifica como 0. Los resultados estadisticamente
significativos de X2 (P<0,05) se muestran en negrita.

Tabla 3.5.- Comparacion de prevalencias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, por procedencia y por estacidon de captura para el total de
muestra analizada de bacaladilla.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X o
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 143 141 284 210 74 284 32,600 <0,0001
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO X o
0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 38 131 169 93 22 115 91,537 <0,0001
Estacién OTONO PRIMAVERA X o
0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 70 64 134 61 89 150 3,363 0,0569
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Por microhabitat de parasitacién, se dieron diferencias
significativas a favor de las visceras, y por procedencia a favor
de la muestra atlantica, mientras que por estacion de captura
las diferencias no resultaron ser significativas.

3.1.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las prevalencias: Regresion Logistica
Binaria

Para conocer la influencia de los factores intrinsecos (peso y
longitud) y extrinsecos (procedencia, estacién y dias pescado)
sobre la prevalencia de Anisakis, se llevaron a cabo regresiones
logisticas binarias (RLB).

El factor dias pescados solo se tuvo en cuenta en los individuos
parasitados, con el fin de averiguar la posible relacion entre los
dias transcurridos desde la pesca hasta el consumo, y la
presencia del parasito en la musculatura.

En las tablas 3.6 y 3.7 se muestran los resultados
estadisticamente significativos (P<0,05) obtenidos mediante
esta prueba.
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Tabla 3.6.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis, para el total de la muestra de bacaladilla asi como
para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

Variables .
o
N Hos_pedadores e X2 P<0,05 \.Iarla_bles
parasitados por . incluidas
. . dientes
Anisakis
TOTAL procedencia
BACALADILLA estacion, 135,490 0,0001 ;;_&%?gﬁfégb
(N=153) peso, longitud !
ATLANTICO ESTACION
1 1 !
(N=131) estacion, 8,899 0,000 LONGITUD
MEDITERRANEO longitud, peso 21,499  0,0001 ESTACION
(N=22)
- LONGITUD,
8:9:3 83,237 0,0001 PESO,
- procedencia, PROCEDENCIA
'::E':g;’ ERA longitud, Peso ¢4 997  0,0001  PROCEDENCIA

En la muestra total de bacaladilla todas las variables (excepto
la longitud) influyeron en las prevalencias. La procedencia
también mostré influencia en ambas estaciones y viceversa;
sin embargo la longitud solo influyd en las muestras del
Atlantico y de otofio mientras que el peso influyé en la muestra
total y en la de otofio.

Teniendo en cuenta solo a los hospedadores parasitados y
anadiendo el factor dias pescado, solamente este ultimo influyd
sobre la prevalencia de Anisakis en musculatura para el total
de la muestra de bacaladilla (tabla 3.7).
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Tabla 3.7.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis en musculo, solo en individuos parasitados, para
el total de la muestra de bacaladilla asi como para cada procedencia y
estacion de captura.

V. dependiente:
N° Hospedadores

. Variables Variables
parasitados por

X2 P <0,05

Anisakis en independientes incluidas
musculo

TOTAL procedencia, DIAS
BACALADILLA estacion, longitud, 5,119 0,024 PESCADO
(N=74) peso, dias pescado
ATLANTICO L, DIAS
(N=65) ’ lon;itadao;éso 4,100 0,043 PESCADO
MEDITERRANEO dias pe’scado ! } ) )
(N=9)
OTONO procedencia - - -
g::l::&/ERA longitud, peso, DIAS
(N=43) dias pescado 4,829 0,028 PESCADO

3.1.2.4.- Comparacion de abundancias

Las abundancias se compararon mediante dos pruebas no
paramétricas; una para muestras no relacionadas (Test de
Mann-Whitney), con variables independientes categéricas; y
otra para muestras relacionadas (Test de Wilcoxon), en la cual
se comparan las abundancias entre los microhabitats de
parasitacion de un mismo individuo. Los resultados
estadisticamente significativos (P<0,05) se muestran en
negrita.
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Test de Mann-Whitney

El analisis se llevé a cabo utilizando como variable dependiente
la abundancia de Anisakis, para el total de la muestra. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.8.

Tabla 3.8.- Comparacién de abundancias de Anisakis para muestras no
relacionadas, segln clases longitud, peso, estaciény procedencia, para el
total de la muestra de bacaladilla.

TOTAL BACALADILLA

Abundancia media=3,87 = z P
QTEIBA#ED\CR?&NEO 3375,0 -9,859 <0,0001
(IDDI;{I—IOI\/Il\,IA?/ERA 9468,0 -0,890 0,375
CLASE LONGITUD 520 cm 65240  -5420  <0,0001
CLASE PESO <50 g 7622,0 3,658 <0,0001

CLASE PESO =50 g

Se obtuvieron diferencias significativas en todos los casos
(mayores abundancias en procedencia atlantica y clase longitud
y peso mayor) excepto en la estacion, donde las abundancias
fueron mayores en otofo pero las diferencias con primavera no
resultaron ser significativas.
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Test de Wilcoxon

En la tabla 3.9 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Se realiz6 el analisis para el total de muestra de bacaladilla, asi
como para cada procedencia y estacion de captura,
comparando entre microhabitats visceras y musculatura para
cada individuo hospedador.

Tabla 3.9.- Comparacién de abundancias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, para el total de la muestra de bacaladilla asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL BACALADILLA -7,646 <0,0001
ATLANTICO -7,448 <0,0001
MEDITERRANEO -1,602 0,109
OTONO -5,097 <0,0001
PRIMAVERA -5,720 <0,0001

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas a favor del microhabitat de parasitacion visceras
en todos los casos excepto en la muestra del Mediterraneo,
donde las abundancias también fueron mayores en visceras
pero sin diferencias significativas respecto a musculatura.
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3.1.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Para analizar los factores que influyeron sobre las abundancias
se utilizaron dos pruebas, una no paramétrica, Rho de
Spearman, cuyas variables independientes son de tipo
cuantitativo y otra paramétrica, Analisis de Varianza (ANOVA)
con variables independientes categéricas.

Rho de Spearman

Los resultados estadisticamente significativos (P<0,05)
obtenidos en el analisis de la influencia de los factores
intrinsecos (longitud y peso) sobre la abundancia de Anisakis,
para datos cuantitativos de los factores, se muestran en la
tabla 3.10.

Tabla 3.10.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de bacaladilla asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

LONGITUD PESO

Rho P<0,05 Rho P<0,05
TOTAL
BACALADILLA 0,382 <0,0001 0,251 <0,0001
ATLANTICO 0,114 - 0,052 -
MEDITERRANEO 0,238 0,010 0,246 0,008
OTONO 0,576 <0,0001 0,578 <0,0001
PRIMAVERA 0,084 - 0,199 0,015
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En general, el peso y la longitud mostraron influencia sobre las
abundancias (siendo estas mayores en los individuos de mayor
longitud y peso), excepto en la muestra del Atlantico, debido a
que las abundancias fueron elevadas tanto en los ejemplares
de mayor tamafio como en los mas pequefios.

ANOVA

Los resultados estadisticamente significativos (P<0,05)
obtenidos en el analisis de la influencia de los factores
extrinsecos (procedencia y estacidn) sobre las abundancias de
Anisakis, para datos cualitativos de los factores, se muestran
en la tabla 3.11.

Tabla 3.11.- Influencia de los factores extrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de bacaladilla asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

VARIABLE
DEPENDIENTE IND\:EI.I\’ET‘IADBII;EEI‘ISTE . F P<0,05
Ln (N° L; Anisakis+1)

TOTAL PROCEDENCIA 6,012 0,015
BACALADILLA ESTACION 21,207 <0,0001
ATLANTICO . 5,712 0,018

, ESTACION
MEDITERRANEO - -
OTONO 4,784 0,031
PROCEDENCIA
PRIMAVERA 39,130 <0,0001
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Los resultados obtenidos mediante esta prueba mostraron que
los factores intrinsecos analizados como variables categéricas y
agrupadas en dos clases de peso y de longitud, no influyeron
en ninguno de los casos, por tanto, al haber mostrado
influencia en el analisis cuantitativo, y por tanto mas exacto,
ya que analiza a cada hospedador individualmente y no
agrupados en categorias como en este caso, no fueron
incluidos en la tabla. Sin embargo, los factores extrinsecos
(procedencia y estacion) influyeron en todos los casos, excepto
para la muestra del Mediterraneo que no resulté estar
influenciada por la estacion de captura.
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3.1.3.- DISCUSION

La bacaladilla es una especie altamente parasitada por
anisakidos y su consumo en Espaia es frecuente, por tanto, el
riesgo de adquirir anisakidosis es elevado. Ademas, se expende
sin eviscerar y no es aconsejable su congelacién debido a la
fragilidad de su carne, por tanto, la medida preventiva mas
importante en este caso seria cocinarla a una temperatura que
garantizara la inactivacion de las larvas. Sin embargo, algunos
de los antigenos presentes son resistentes al calor conservando
su capacidad antigénica después del cocinado. Los resultados
obtenidos para esta especie hospedadora estan recogidos en el
articulo de MADRID et al. (2012).

Especies halladas y prevalencias

Los dos Unicos géneros de anisakidos presentes en la
bacaladilla analizada fueron Anisakis e Hysterothylacium. La
prevalencia de parasitacién total por anisakidos fue elevada
(55,60%) y mayor para las especies del género Anisakis
(53,90%) que para las de Hysterothylacium (12,00%),
superioridad que se mantiene al separar la muestra segun
procedencia y estacion de captura del hospedador y también
para cada microhdbitat de parasitacion. Otros autores
coinciden con la presencia de especies de ambos géneros en
bacaladilla: SANMARTIN et al. (1994), SILVA & EIRAS (2003),
FERNANDEZ et al. (2005), CRUZ et al. (2007); sin embargo, en
el estudio realizado por OSANZ MUR (2001) se identificaron
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larvas de Contracaecum y no de Hysterothylacium junto a las
de Anisakis. Hay que tener en cuenta que las diferencias
morfoldgicas entre ambos géneros son escasas, principalmente
el tamafo y la posicion del poro excretor, y que este ultimo es
dificilmente visible incluso al microscopio después del aclarado.

La comparacién de la prevalencia total de Anisakis mostré la
existencia de diferencias significativas en cuanto a |la
procedencia atlantica y el microhabitat de parasitacion
visceras, no resultando estadisticamente significativa en cuanto
a la estacién. Sin embargo, al analizar mediante RLB los
factores que influyeron en las prevalencias, tanto Ia
procedencia como la estacién, y también el peso, mostraron
influencia con significancia estadistica.

Diversos estudios muestran que las prevalencias de Anisakis
reportadas en bacaladilla han sido de las mas elevadas entre
las especies de pescado analizadas: 88,10% en Bilbao
(PEREIRA BUENO et al., 1989), 69,90% en Granada (RUIZ
VALERO et al., 1992), 85,50% en Zaragoza (VIU et al., 1996),
63,60% en Castilla-Ledn (PEREIRA BUENO & FERRE PEREZ,
1997), 42,00% en Coérdoba (DE LA TORRE MOLINA et al.,
2000), y 54,00% en Cadiz (OJEDA-TORREJON et al., 2001).
Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en
nuestro estudio (MADRID et al., 2012).

Las Ls de Anisakis analizadas a nivel molecular eran
Unicamente de procedencia atlantica y dieron como resultado la
presencia de A. simplex (s.s.) y el genotipo hibrido A. simplex
(s.s.) x A. pegreffii, en una proporcion de 80/20. Otros
estudios realizados en el Atlantico como el de MARTIN-
SANCHEZ et al. (2005) muestran la presencia de A. simplex
(s.s.) y del genotipo hibrido en porcentajes similares a los del
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presente estudio (66,67% y 16,67%; respectivamente), pero
también se reporta la presencia de A. pegreffii en el 20,00%
de las larvas analizadas genéticamente. Sin embargo, ABOLLO
et al. (2001) identificaron A. simplex (s.s.) y A. pegreffii pero
ningun hibrido en bacaladillas capturadas en aguas de Galicia.

En cuanto a la procedencia mediterrdnea, no se pudo
identificar ninguna larva en este trabajo, pero otros autores
muestran a A. pegreffii como la especie mayoritaria en
bacaladillas de esta procedencia (MARTIN-SANCHEZ et al.,
2005; MELONI et al., 2011; TEDDE et al., 2011).

Muchas especies de peces actian como hospedadores
paraténicos de distintas especies de anisakidos. Por ejemplo, A.
simplex y Pseudoterranova spp. suelen aparecer con mayor
frecuencia en peces bentdnicos o demersales, como la
bacaladilla o la pescadilla, mientras que A. pegreffii se
encuentra con mayor frecuencia en especies pelagicas, como la
sardina o el boquerén (PAGGI et al., 1991; ANDERSON, 1992;
MATTIUCCI et al., 1997; ABOLLO et al., 2001).

Influencia de la procedencia

Las prevalencias de Anisakis fueron superiores en el Atlantico
(77,50%) que en el Mediterraneo (19,10%), tanto a nivel
global como en las dos estaciones de captura analizadas. Esta
mayor prevalencia en la procedencia atlantica ya fue reportada
por otros autores y puede ser debida a distintos factores, por
ejemplo, la mayor abundancia de hospedadores definitivos e
intermediarios en esta zona (ARTHUR et al., 1982; BOILY &
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MARCOGLIESE, 1995), la menor temperatura del agua en el
Atlantico respecto al Mediterraneo (HOJGAARD, 1998) o la
dieta de los hospedadores intermediarios y definitivos (RELLO-
YUBERO et al., 2004).

Son muy numerosos los estudios que muestran mayores
prevalencias de parasitacién en bacaladillas de procedencia
atlantica respecto de la mediterranea. En el llevado a cabo por
ADROHER et al. (1996) también se reportaron mayores
prevalencias en el Cantabrico respecto al Mediterraneo. Otras
prevalencias obtenidas para bacaladilla del Atlantico fueron:
62,69%  (QUINTEIRO et al., 1987), 63,00-70,00%
(SANMARTIN et al., 1994), 91,16% (ABOLLO et al., 2001),
99,30% (FERNANDEZ et al., 2005), todos ellos en aguas
gallegas; 81,70% (MARTIN-SANCHEZ et al., 2005); 77,70 %
(CRUZ et al., 2007) en Oporto y 76,30% (FUENTES et al.,
2008); mientras que las prevalencias obtenidas para la
procedencia mediterranea fueron, al igual que en el presente
estudio (MADRID et al., 2012), bastante menores: 30,30%
(CUELLAR et al., 1991), 28,00% (RENON & MALANDRA, 1991)
en Adridtico y Tirreno (al este del Mediterraneo), 10,63%
(VALERO et al., 2000) en Motril (suroeste Mediterraneo),
18,70-28,40% (OSANZ MUR, 2001), en Tarragona (oeste
Mediterraneo), 9,10% (MARTIN-SANCHEZ et al., 2005),
mientras que ANGELUCCI et al., (2011) hallaron unas
prevalencias del 87,50% (de las cuales el 81,20% se
correspondian con larvas tipo I) y MELONI et al. (2011)
obtuvieron un 82,35%, ambos en aguas de Cerdefia. Estas
prevalencias son bastante superiores a las reportadas por otros
autores en el Mediterraneo, pero hay que tener en cuenta que
provenian de la zona este, un area protegida para los
hospedadores definitivos.
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La prevalencia de A. simplex varia considerablemente entre
diferentes areas geograficas y especies hospedadoras, siendo
en el Mediterraneo mayores en el este (sur de Sicilia, Adriatico
y Tirreno) que en la zona oeste (islas Baleares, sur de Francia y
costas espanolas) (MACKENZIE et al., 2008).

Influencia de la estacion de captura

La estacion influyd sobre las prevalencias, siendo mayores en
primavera para Anisakis. Sin embargo, las abundancias fueron
algo superiores en otofo aunque sin diferencias significativas
respecto a primavera. VALERO et al. (1992) también
obtuvieron variaciones estacionales de las prevalencias en
bacaladilla, pero no otros autores como LOPEZ GIMENEZ &
MOSALVE (1994) y OSANZ MUR (2001).

Los estudios llevados a cabo por DE LA TORRE MOLINA et al.
(2000) en Cérdoba, y por STROMNES & ANDERSEN (2000) en
aguas noruegas sobre la presencia de anisakidos en pescado,
concluyen que las prevalencias son mayores en primavera.
Este hecho podria deberse a la mayor migracion de ballenas en
esta época del ano (por tanto, presencia de mayor cantidad de
huevos de anisdkidos) y a la mayor proliferacion de
zooplancton que permitiria la continuidad del ciclo (K@IE &
FAGERHOLM, 1995; K@IE et al., 1995; MARCOGLIESE, 1995a).

Cabe destacar que practicamente todas las larvas de
Hysterothylacium se encontraron en la muestra de primavera
ya que en otofio solo se aislé un ejemplar (presente en
musculatura).
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Influencia de la longitud y el peso del hospedador

Los factores peso y longitud del hospedador influyeron tanto en
las prevalencias como las abundancias de Anisakis. Al igual que
en la estacién, VALERO et al. (1992) también obtuvieron
variaciones en las prevalencias con el peso de las bacaladillas,
pero otros autores como LOPEZ GIMENEZ & MONSALVE (1994)
y OSANZ MUR (2001) no encontraron relacion entre el tamano
del hospedador y las prevalencias.

La infrapoblacién con un mayor numero de helmintos presentd
219 L; de Anisakis (y 86 de Hysterothylacium) en un ejemplar
procedente del Mediterraneo y capturado en primavera,
resultando ademas ser el hospedador de mayor longitud de
toda la muestra y uno de los de mayor peso analizado en esta
estacion y procedencia.

Las causas de esta elevada abundancia podrian ser Ia
acumulacién de helmintos debida a una mayor cantidad de
primeros hospedadores intermediarios ingeridos. STROMNES &
ANDERSEN (2000) postulan que a mayor tamafio del pez mas
alto estd en la cadena tréfica, y por tanto la probabilidad de
ingerir hospedadores intermediarios infectados es mayor; si
bien, también podria deberse a que en el Mediterrdaneo el
numero de segundos hospedadores intermediarios es menor y
por tanto los que hay soportarian mayor carga parasitaria.
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Microhabitat de parasitacion y migracion "post mortem”

Los resultados obtenidos mostraron mayores prevalencias y
abundancias en visceras respecto a musculatura, tanto en
general como en funcidn de los factores intrinsecos vy
extrinsecos analizados, aun asi, cabe destacar que las
prevalencias en musculatura fueron elevadas (26,10%). Otros
autores también reportaron prevalencias elevadas en
musculatura de bacaladilla aunque menores a las del presente
estudio: 20,00% (SANMARTIN et al., 1994), 3,00-10,20%
OSANZ MUR (2001), 6,40% (ABOLLO et al., 2001), alrededor
de 1,00% (OJEDA-TORREJON et al., 2001) y 12,40% (CRUZ et
al., 2007).

La RLB mostré influencia de los dias pescados sobre la
presencia de larvas en musculatura, en el total de bacaladillas
y también en las de procedencia atlantica y estacidn
primavera. Algunos autores postulan que las especies grasas y
el pescado azul en general, muestran menores prevalencias de
parasitacion pero una mayor migraciéon al musculo, mientras
que en bacaladilla y en el pescado blanco (no graso) las
prevalencias son mayores pero la migracion es menor y
preferentemente al higado (SMITH, 1984; CORDERO DEL
CAMPILLO et al., 1999). Sin embargo, y teniendo en cuenta
gue una uUnica larva es suficiente para causar anisakidosis, el
riesgo de parasitacion es importante.
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Hysterothylacium

En este estudio no se realizd la identificacion molecular de
larvas pertenecientes a este género debido a los escasos casos
publicados. En el analisis morfoldgico se pudo observar que la
mayoria de las larvas tenian el apéndice ventricular y el ciego
intestinal aproximadamente del mismo tamafio, caracteristico
de la especie H. aduncum, pero también se observaron algunas
larvas con el ciego intestinal de menor longitud; por tanto, la
identificacion se llevd a cabo hasta el nivel genérico.

En este género, la estacién juega un papel importante en las
prevalencias y abundancias, ya que en otofio solo se halld un
individuo parasitado (en musculatura). H. aduncum parece ser
una especie estacional, los adultos son comunes en los meses
templados, durante el invierno cesa la actividad reproductora
debido a las bajas temperaturas y a la escasez de alimentos y
se detiene la produccion de huevos que se reanuda en
primavera (BERLAND, 1998).

En cuanto a la procedencia, se observaron mayores
abundancias en el Mediterrdneo (1,09) y no en el Atlantico
(0,34) como ocurria en el caso de Anisakis; mientras que las
prevalencias fueron muy similares en ambas procedencias
(12,40% Atlantico; 11,30% Mediterraneo). El estudio de
RELLO et al. (2009), realizado en boquerén, mostré mayores
prevalencias de parasitacion por Anisakis en el Atlantico
mientras que en el Mediterraneo predominaba
Hysterothylacium. Este hecho sugiere que el numero de
hospedadores definitivos de Hysterothylacium (gadidos
principalmente) es elevado en esta zona, aunque la abundancia

del primer hospedador intermediario y las condiciones
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hidrograficas también jugarian un papel importante (KLIMPEL &
RUCKET, 2005).

Ademads, y al contrario de lo que sucedia para Anisakis,
Hysterothylacium mostré abundancias ligeramente mayores en
musculatura que en visceras en todos los grupos analizados, lo
cual hace pensar que este género presenta mayor migracion a
musculo que Anisakis, probablemente debido a su pequefio
tamafo. La confirmacion de esta hipdtesis supondria la
existencia de un mayor riesgo para el consumidor, si bien, la
posibilidad de que esta especie cause anisakidosis es
practicamente nula, a pesar de la existencia de publicaciones
que describen algun caso (YAGI et al., 1996), pero en este
estudio lo que se aisld en las heces del paciente no fue un
estadio larvario sino un adulto hembra. Ademas, teniendo en
cuenta que en la muestra analizada Hysterothylacium aparecid
asociado a Anisakis y que los ejemplares obtenidos de la
musculatura no resistieron la digestién pépsica artificial,
probablemente seria este uUltimo el causante de los sintomas de
los pacientes infectados con Hysterothylacium y que a la vez
estuvieran parasitados por Anisakis, aunque serian necesarios
mas estudios que aclararan este tema.
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En general, se puede postular que:

160

Las especies de Anisakis fueron las mas prevalentes y
abundantes en bacaladilla. Ademas, este anisakido se
mostrd resistente a la digestion pépsica siendo, por tanto,
el que mayor riesgo presenta para los consumidores.

Las mayores prevalencias y abundancias se observaron en
la procedencia atlantica, siendo significativamente menores
en el Mediterraneo.

La estacién también influyd, tanto en las prevalencias, que
fueron mayores en primavera, como en relacion a los
géneros identificados, ya que practicamente todos los
ejemplares de Hysterothylacium se obtuvieron en |la
muestra de primavera.

Las visceras fueron el microhabitat mas parasitado, sin
embargo, el factor dias pescado es importante en cuanto a
la presencia de parasitos en musculatura, ya que a medida
que transcurren los dias entre la pesca y el consumo
también aumenta la migracidon post morten del parasito,
aumentando de esta manera el riesgo.
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3.2.- PESCADILLA EUROPEA

3.2.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.2.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

2044 Ls; de anisakidos (744 en visceras y 1300 en musculatura)
se aislaron de las 200 pescadillas europeas analizadas,
pertenecientes al género Anisakis (2042); tres de las cuales (2
en visceras y 1 en musculatura) comprendidas dentro del
morfotipo II de Berland (1961), presentes solamente en la
procedencia mediterranea. Del género Hysterothylacium
Unicamente se obtuvieron 2 larvas. Tanto las L; de Anisakis
tipo II como las de Hysterothylacium solo se encontraron en la
muestra de primavera. La figura 3.5 muestra la presencia de
anisakidos enquistados en musculatura.

Figura 3.5.- Larvas presentes en musculatura de pescadilla europea fresca.
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A nivel de las Ls; de Anisakis solo puede diferenciarse
morfoldgicamente entre tipo I y tipo II, Berland (1961), ya que
las especies comprendidas en cada uno de estos dos grupos
son gemelas y carecen de caracteristicas morfoldgicas
diferenciables. En la tabla 3.12 se describen de forma general
las caracteristicas morfoldgicas utilizadas en la identificacion de
cada uno de los dos morfotipos de larvas L; de Anisakis
identificadas en esta especie hospedadora. Las caracteristicas
morfoldgicas generales de Hysterothylacium, en especial
aquellas que las diferencian de las otras especies de anisakidos
mas patdgenas para el ser humano, como ya se explicé en el
apartado de bacaladilla, son, su menor tamafo, la presencia
tanto de apéndice ventricular como de ciego intestinal, poro
excretor a la altura del anillo nervioso y mucrén terminal.

Tabla 3.12.- Especies de Anisakis comprendidas en los tipos I y II.
Principales diferencias morfoldgicas entre ambos (MATTIUCCI & NASCETTI,
2008).

Anisakis tipo 1 Anisakis tipo 11

A. pegreffii A. physeteris
Especies A. simplex (s.s.) A. brevispiculata
incluidas A. simplex C* A. paggiae

A. typica

A. ziphidarum

A. nascettii
Tamanho 15-25 mm Algo mayor, hasta 30 mm
Extremo Romo, Conico,
posterior con mucron sin mucrén
Ventriculo Largo, unién oblicua Corto, conectado al intestino
esofagico con el intestino perpendicularmente
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El tercer estadio larvario de Anisakis tipo I se caracteriza
morfoldgicamente por un ventriculo largo con unién al intestino
oblicua y extremo final redondeado, corto y con una espina
terminal llamada mucrén. Las larvas tipo II son de mayor
tamafio, presentan un ventriculo corto con unién horizontal al
intestino y extremo final cénico y sin mucron (ANDERSON,
2000).

En la figura 3.6 se pueden apreciar las diferencias entre el
ventriculo esofagico y extremo terminal de las Ls; de ambos
morfotipos.

a) Morfotipo | b) Morfotipo Il

Anisakis sp. Anisakis sp.

Mucron terminal
Ventriculo largo

Extremo caudal conico
Ventriculo corto

Figura 3.6.- Extremos anterior y posterior de L; de Anisakis: a) Tipo I;
b) Tipo II.
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3.2.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

Para poder llevar a cabo la diferenciacion especifica es
necesaria la utilizacion de medios de cultivo para obtener, a
partir de la L3, Ly y adultos, estos ultimos mas facilmente
diferenciables a nivel morfolégico, o emplear técnicas
moleculares.

Por ello, se analizaron a nivel molecular 58 L; presentes en
pescadilla europea del Atlantico y uUnicamente una Ls de
procedencia mediterranea. No fue posible amplificar el DNA de
ninguna de las tres larvas pertenecientes al morfotipo 1II
aisladas de esta muestra, aunque, teniendo en cuenta la
procedencia del hospedador, podria tratarse de A. physeteris.

El patron de bandas obtenido para estas Ls, permitid
identificarlas como: A. simplex (s.s.), A. pegreffii y genotipo
hibrido A. simplex (s.s.) x A. pegreffii, como se muestra en la
tabla 3.13 y la figura 3.7. La Uunica larva analizada de
procedencia mediterranea se obtuvo de musculatura y se
identifico como A. pegreffii.

En ambos microhabitats, la especie mayoritaria fue A. simplex
(s.s.) seguida del genotipo hibrido, mientras que la Unica larva
identificada de la procedencia mediterranea fue A. pegreffii,
siendo esta Ultima especie minoritaria en la muestra del
Atlantico. Estos resultados muestran una marcada relacién de
estas dos especies con la procedencia.
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Figura 3.7.- Patrones moleculares obtenidos por PCR-RFLP (HinfI) de las Ls
de pescadilla europea analizadas; a) A. pegreffiii de procedencia
mediterranea (1) y atlantica (2); y, b) Ls de procedencia atlantica: M)
marcador de peso molecular; 3y 6-7) A. simplex (s.s.); 4-5 y 8) genotipo
hibrido A. simplex (s.s.) x A. pegreffii.

Tabla 3.13.- N° de L; de Anisakis aisladas de pescadilla europea, n° de L;
analizadas, especie y/o genotipo identificado a nivel molecular. A.s. (s.5.)=A.
simplex (sensu stricto).

N©° L3 N©° L3 Especie/
Halladas Analizadas Gen°tip°
16 A.s. (s.s.)
Visceras 742 31 13 hibridos
2 A. pegreffii
19 A.s. (s.s.)
MUsculo 1300 28 7 hibridos
2 A. pegreffii
35 A.s. (s.s.)
Total 2042 59 20 hibridos

4 A. pegreffii
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3.2.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.2.2.1.- Estadistica descriptiva

Los parametros que caracterizan a cada una de las dos
poblaciones de anisakidos obtenidas de en pescadilla europea
se muestran en las tablas 3.14 a 3.16.

Anadlisis de las prevalencias

El 45,50% de las pescadillas europeas analizadas estaban
parasitadas por anisakidos (45,00% por Anisakis y 1,00% por
Hysterothylacium). Para el total de anisakidos, las prevalencias
fueron superiores en visceras (36,00%) que en musculatura
(29,50%), en el Atlantico (84,00%) que en el Mediterrdneo
(7,00%) y mayores en primavera (55,00%) que en otofio
(7,50%). También se encontraron diferencias entre ambas
estaciones en el nUmero de géneros y especies identificadas,
ya que en primavera se aislaron L; de Anisakis tipo II y de
Hysterothylacium que no aparecieron en la muestra de otofio.

Analisis de los rangos

La poblacion de Anisakis presentd los mayores rangos de
parasitacion. El mayor nimero de anisakidos hallados en un
hospedador se obtuvo en el Atlantico y durante la primavera,
(cabe destacar que de las 574 larvas extraidas, 138 se
encontraron en visceras mientras que de la musculatura se
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recogieron un total de 436); cabe destacar también que
cuando se analizd este individuo hospedador solo habia
transcurrido un dia desde su captura y su peso fue de 314,5 g.
Unicamente se aislaron dos ejemplares parasitados con Ls de
Hysterothylacium, en visceras y con una sola larva cada uno de
ellos.

Anadlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 10,22 para el total de
anisakidos. Los resultados obtenidos fueron muy superiores en
el caso de Anisakis (10,21) en relacion a Hysterothylacium
(0,01), superiores en musculatura (6,50) que en visceras
(3,72) y mayores en el Atlantico (20,35) que en el
Mediterraneo (0,09) siendo superiores también en primavera
(12,75) que en otofio (0,10) para el total de anisakidos.
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Tabla 3.14.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (€A), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de pescadilla
europea y para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L;
N % Am (gA) Rango

(N=200) Halladas

Anisakis

Visceras 70 35,00 3,71 (1,16) 1-138 742

Mdusculo 59 29,50 6,50 (2,71) 1-436 1300

Total 90 45,00 10,21(3,82) 1-574 2042

Hysterothylacium

Visceras 2 1,00 0,01 (0,01) 1-1

Mdusculo 0 0,00 0,00 (0,00) 0

Total 2 1,00 0,01(0,01) 1-1

Anisakidos

Visceras 72 36,00 3,72 (1,16) 1-138 744

Musculo 59 29,50 6,50 (2,71) 1-436 1300

Total 91 45,50 10,22(3,82) 1-574 2044
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Tabla 3.15.- NUmero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en pescadilla europea y por microhabitat de
parasitacion; para cada procedencia.

ATLANTICO N°L; | MEDITERRANEO NO° L3
% Am Rango % Am Rango
(N=100) Halladas (N=100) Halladas

Anisakis
Visceras 65 65,00 7,36 1-138 736 5 5,00 0,06 1-2
Musculo 57 57,00 12,98 1-436 1298 2 2,00 0,02 1-1
Total 84 84,00 20,34 1-574 2034 6 6,00 0,08 1-2 8
Hysterothylacium
Visceras 1 1,00 0,01 1-1 1 1 1,00 0,01 1-1 1
Musculo 0 0,00 0,00 0 0 0 0,00 0,00 0 0
Total 1 1,00 0,01 1-1 1 1 1,00 0,01 1-1 1
Anisékidos
Visceras 66 66,00 7,37 1-138 737 6 6,00 0,07 1-2
Musculo 57 57,00 12,98 1-436 1298 2 2,00 0,02 1-1
Total 84 84,00 20,35 1-574 2035 7 7,00 0,09 1-2
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Tabla 3.16.- NUumero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en pescadilla europea y por microhabitat de
parasitacion; para cada estacion de captura.

OTONO N° L3 PRIMAVERA N° L;
% Am Rango % Am Rango

(N=40) Halladas (N=160) Halladas
Anisakis
Visceras 3 7,50 0,08 1-1 3 67 41,90 4,62 1-138 739
Musculo 1 2,50 0,03 1-1 1 58 36,30 8,12 1-436 1299
Total 3 7,50 0,10 1-2 4 87 54,40 12,74 1-574 2038
Hysterothylacium
Visceras 2 0,20 0,01 1-1
Musculo 0 0,00 0,00 0
Total 2 0,20 0,01 1-1
Anisékidos
Visceras 3 7,50 0,08 1-1 3 69 43,10 4,63 1-138 741
Musculo 1 2,50 0,03 1-1 1 58 36,30 8,12 1-436 1299
Total 3 7,50 0,10 1-2 4 88 55,00 12,75 1-574 2040

Nota: Para la muestra de otofio, el total de anisakidos se corresponde con el total de Anisakis, ya que no se
hallaron ejemplares de otros géneros en dicha muestra.
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3.2.2.2.- Comparacion de prevalencias: Test de X2

A continuacidn se muestran las tablas de contingencia
(sintetizadas em la tabla 3.17), con los valores del test de X2 y
su significancia estadistica (P), derivadas de la comparacion de
las prevalencias de Anisakis en funcidn de su procedencia,
estacion de captura y microhabitat de parasitacion.

Tabla 3.17.- Comparacién de prevalencias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, por procedencia y por estacion de captura para el total de
muestra analizada de pescadilla europea.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X o
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 130 70 200 141 59 200 1,114 0,285
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 16 4 100 94 6 100 119,78 <0,0001
Estacién OTONO PRIMAVERA X o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 37 3 40 73 87 160 26,547 0,0001
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Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para
el total de muestra en procedencia (mayor en Atlantico) y en
estacion de captura (mayor en primavera), mientras que las
diferencias por microhabitat de parasitacién, aunque fueron
mayores en visceras, no resultaron ser significativas en la
muestra total, debido a que en pescadilla europea también se
hall6 un elevado numero de hospedadores parasitados en
musculatura.

3.2.2.3.- Influencia de los factores intrinsecos y
extrinsecos sobre la prevalencia: Regresion Logistica
Binaria

En la tabla 3.18 se muestran los resultados estadisticamente
significativos (P<0,05) obtenidos mediante esta prueba.

En todos los casos, la procedencia y la longitud influyeron
sobre las prevalencias de Anisakis, excepto en las muestras
del Mediterraneo y de otono, debido al escaso numero de
hospedadores parasitados en estas dos muestras (6 y 3,
respectivamente).
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Tabla 3.18.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis, para el total de la muestra de pescadilla europea
asi como para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

N° Hospedadores Variables X2 e Variables

parasitados por independientes ! incluidas
Anisakis

TOTAL procedencia

PESCADILLA . PROCEDENCIA,

EUROPEA estalg:rli,tup(jeso, 151,414 0,0001 LONGITUD

(N=90) 9

ATLANTICO

(N=84) estacion, 9,110 0,003 LONGITUD

MEDITERRANEO longitud, peso i ] ]

(N=6)

OTONO i ] ]

(N=3) procedencia,

PRIMAVERA longitud, peso PROCEDENCIA,

(N=87) 118,375 10,0001 LONGITUD

Teniendo en cuenta solo a los hospedadores parasitados y
afadiendo el factor dias pescado, solamente este ultimo influyd
sobre la prevalencia de Anisakis en el total de pescadilla
europea, y también en las muestras del Atlantico y de
primavera. Ni en la del Mediterrdneo ni en la de otofio
influyeron los dias pescado ni ningun otro factor debido al
escaso numero de hospedadores parasitados en musculatura
en ambos casos (2 y 1 respectivamente) (tabla 3.19).

173



Resultados y Discusion

Tabla 3.19.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis en musculo, solo en individuos parasitados, para
el total de la muestra de pescadilla europea asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:
N° Hospedadores

parasitados por . Varlab_les X2 P <0,05 \.Iarla_bles
Anisakis en independientes incluidas
musculo
TOTAL procedencia,
PESCADILLA estacion, DIAS
EUROPEA longitud, peso, 0381 <0.0001  oecrapo
(N=59) dias pescado
ATLANTICO DIAS
(N=57) | e_it‘ijc'onf 12,333 <0,0001  pecrnpo
> ongitud, peso,
'(\’:\:EPZI-)I-ERRANEO dias pescado - - -
OTONO .
(N=1) procedencia, - - -
longitud, peso,
PRIMAVERA ; DIAS
(N=58) dias pecado 14,492 <0,0001 PESCADO
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3.2.2.4- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

En la tabla 3.20 se muestran los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Tabla 3.20.- Comparacién de abundancias de Anisakis para muestras no
relacionadas, segun clases longitud, peso, estacidony procedencia, para el
total de la muestra de pescadilla europea.

TOTAL PESCADILLA

EUROPEA U V4 P
Abundancia media=10,21

ATLANTICO

MEDITERRANEO 940,0 -10,881 <0,0001
OTONO

PRIMAVERA 1620,0 -5,293 <0,0001

CLASE LONGITUD <26 cm

CLASE LONGITUD >26 cm 3594,0 -3,727 <0,0001

CLASE PESO <120 g

CLASE PESO >120 g 3696,0 -3,420 0,001

Se observaron diferencias significativas en todos los casos,
siendo las abundancias mayores en el Atlantico, en primavera y
en individuos de mayor longitud y peso.
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Test de Wilcoxon

En la tabla 3.21 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Se realizé el analisis para el total de muestra, asi como para
cada procedencia y estacidén de captura, comparando entre
microhabitats visceras y musculatura para cada individuo
hospedador parasitado.

Tabla 3.21.- Comparacién de abundancias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, para el total de la muestra de pescadilla europea asi como
para cada procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P

TOTAL PESCADILLA EUROPEA -0,786 0,432
ATLANTICO -0,595 0,552
MEDITERRANEO -1,414 0,157
OTONO -1,414 0,157
PRIMAVERA -0,699 0,484

Los resultados mostraron que en ningun caso se dieron
diferencias estadisticamente significativas a favor de ninguno
de los dos microhabitat de parasitacién dentro del mismo
hospedador, siendo las abundancias incluso mayores en
musculo que en visceras, tanto en la muestra total como en la
del Atlantico y en la de primavera; por tanto, cabe destacar la
importancia de la migracion a musculo en esta especie en
particular.
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3.2.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

Los resultados estadisticamente significativos se muestran en
la tabla 3.22.

Tabla 3.22.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de pescadilla europea asi como para
cada procedencia y estacion de captura.

LONGITUD PESO

Rho P<0,05 Rho P<0,05
PESCADILLA
EUROPEA TOTAL 0,319 <0,0001 0,280 <0,0001
ATLANTICO 0,456 <0,0001 0,452 <0,0001
MEDITERRANEO 0,056 - 0,058 -
OTONO 0,019 - 0,034 .
PRIMAVERA 0,327 <0,0001 0,384 <0,0001

En todos los casos (excepto en las muestras del Mediterraneo y
de otofio y debido a que las abundancias resultaron ser muy
bajas), el peso y la longitud mostraron influencia sobre las
abundancias, siendo éstas mayores en los individuos de mayor
longitud y peso.
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ANOVA

Los resultados estadisticamente significativos (P<0,05)
obtenidos en el analisis de la influencia de los factores
extrinsecos (procedencia y estacidn) sobre las abundancias de
Anisakis, para datos cualitativos de los factores, se muestran
en la tabla 3.23.

Tabla 3.23.- Influencia de los factores extrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de pescadilla europea asi como para
cada procedencia y estacion de captura.

DEPENDIENTE VARIABLES

Ln (N° L Anisakis+1) INDEPENDIENTES F P<0,05
TOTAL PESCADILLA PROCEDENCIA 25,661  <0,0001
EUROPEA ESTACION - -
MEDITERRANEO ESTACION - -
PRIMAVERA PROCEDENCIA 21,222 <0,0001

Solo la procedencia influyd en las abundancias (tanto en la
muestra total como en la de primavera) ya que fueron
elevadas en el Atlantico y muy bajas en el Mediterraneo,
debido a la escasa parasitacion de este grupo. No se
obtuvieron resultados en la muestra de procedencia atlantica ni
en la de otofio debido a que no habian hospedadores del
Atlantico analizados en dicha estacidén; pero en la muestra del
Mediterraneo, al igual que en la total, la estacién tampoco
influyé en las abundancias.
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3.2.3.- DISCUSION

Algunos de los casos de anisakiosis reportados en Espafia
fueron debidos al consumo de merluza insuficientemente
cocinada. Asi, CLAVEL et al. (1993) narran un caso de
anisakiosis por consumo de merluza o bacaladilla
insuficientemente cocinada y, en este caso en particular, se
aislé una larva de Anisakis tipo II en las heces de la paciente;
morfotipo que también ha aparecido en nuestra muestra.

Especies halladas y prevalencias

Son muy numerosos los estudios llevados a cabo sobre
pescadilla europea que reportan a especies del género Anisakis
como principal componente de sus comunidades helmintianas
(PEREIRA BUENO et al., 1989; OLMEDO MEDICOUAGUE &
SOLER, 1991; LOPEZ GIMENEZ & MONSALVE, 1994; VIU et al.,
1996; DE LA TORRE MOLINA et al., 2000; VALERO et al.,,
2006); coincidiendo con las reportadas en el presente estudio,
ya que, en esta especie hospedadora, practicamente todas las
Ls encontradas pertenecian a este género. En la identificacion
morfoldgica se hallaron principalmente larvas del tipo I.
También se aislaron tres larvas de tipo II, pero Unicamente en
la procedencia mediterranea y en primavera. En cuanto a
Hysterothylacium, se obtuvieron 2 L; pero solamente en
primavera.
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El analisis molecular de las L; analizadas mostré a A. simplex
(s.s.) como la especie mayoritaria y con mayor presencia en
musculatura que en visceras. También se identificd el genotipo
hibrido en la procedencia atlantica, mientras que la Unica larva
de procedencia mediterranea analizada se identific6 como A.
pegreffii y se aislé de musculatura.

En pescadilla europea, las prevalencias de Anisakis (45,00%)
fueron mucho mayores que las de Hysterothylacium (1,00%).
El analisis estadistico realizado para Anisakis, mostré mayores
prevalencias en la procedencia atlantica y en primavera, en
ambos casos con diferencias estadisticamente significativas en
los valores de X2; siendo también mayores en visceras pero sin
diferencias significativas respecto a musculatura debido a que
también fueron elevadas en este microhabitat.

Influencia de la procedencia

Las altas prevalencias de parasitacion por Anisakis en la
muestra total (45,00%) y las grandes diferencias observadas
entre las dos procedencias analizadas; Atlantico (84,00%) y
Mediterraneo (6,00%) concuerdan con las reportadas por otros
estudios llevados a cabo sobre este hospedador en la peninsula
Ibérica, como el 71,50% para A. simplex (s.l.) obtenido por
VIU et al. (1996) en pescadilla de diferentes origenes.

La mayor parasitacién por especies del género Anisakis en
pescadilla procedente del Atlantico frente a la del Mediterraneo,
ya fue reportada previamente por otros autores: 96,30-
96,80% (PEREIRA BUENO & FERRE PEREZ, 1997); 100,00%
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para A. simplex (s.s.) en aguas gallegas (ABOLLO et al.,
2001); 87,97% para Anisakis spp. en pescadilla procedente del
Atlantico, costa noroeste de Africa (VALERO et al., 2006) y
100,00% en Atlantico noreste (CEBALLOS-MENDIOLA et al.,
2010). Sin embargo, las prevalencias obtenidas para la
procedencia mediterranea fueron bastante menores, pero
superiores a las del presente estudio: 14,20-19,00% (OSANZ
MUR, 2001); 41,27% para Anisakis spp. (VALERO et al.,,
2006); 30,00% (MELONI et al., 2011) y 37,50% Anisakis tipo I
(TEDDE et al., 2011) en pescadilla de origen mediterraneo;
mientras que CUELLAR et al. (1991) observaron prevalencias
muy superiores en esta procedencia (88,60% de Anisakis spp).

En la procedencia mediterranea se aislaron ademas dos larvas
de Anisakis tipo II. Otros autores también obtuvieron estos
resultados en pescadilla y otras especies de pescado. Asi,
MATTIUCCI et al. (2004) identificaron ambos morfotipos en
merluza de procedencia mediterranea, siendo mayoritarias las
larvas tipo I (68,60% de A. pegreffii y 14,70% de A.
Physeteris), PIRAS et al. (2014) también observaron
minoritariamente larvas tipo II (37,50% tipo Iy 1,00% tipo II)
en Cerdena, y FARJALLAH et al. (2008) en diferentes zonas de
Marruecos y Mauritania; sin embargo, VALERO et al. (2006)
observaron larvas tipo II en ambas procedencias.

En general, las prevalencias y abundancias de A. simplex
parecen ser considerablemente menores en pescado de la zona
oeste del Mediterraneo comparado con las mismas especies
hospedadoras del Atlantico. Sin embargo, en el mar Negro, las
especies anisakidas (excepto H. aduncum) parecen estar
ausentes en pescadilla, esto podria ser debido a las
caracteristicas fisico-quimicas y ecoldgicas de esta zona, pobre
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en krill, hospedador intermediario principal de Anisakis
(HERRERAS et al., 1997).

Cabe destacar la mayor prevalencia, abundancia y presencia de
Anisakis en musculatura en la especie M. merluccius de
procedencia atlantica. Este hecho puede ser debido a las
diferencia existentes entre ambas areas geograficas de factores
como el nivel de parasitacion de los mamiferos marinos
hospedadores definitivos, la abundancia de hospedadores
intermediarios invertebrados o la importancia de cada especie
de pescado en el conjunto de la cadena tréfica en la cual se
enclava el ciclo del parasito.

Influencia de la estacion de captura

Tanto las prevalencias como las abundancias de Anisakis
fueron mayores en primavera, en ambos casos con diferencias
significativas. Ademds, en esta estacion se obtuvieron
ejemplares de Hysterothylacium y de Anisakis tipo II que no
aparecieron en otofno; siendo esta especie hospedadora en
concreto la Unica analizada que presentd este morfotipo.

Otros estudios hablan de mayores parasitaciones en primavera
(RENON & MALDRANA, 1993; DE LA TORRE MOLINA et al.,
2000) pero muchos otros no obtienen relacion entre las
parasitaciones y la estacién (LOPEZ GIMENEZ & MONSALVE,
1994; OSANZ MUR, 2001) en esta especie hospedadora en
concreto; por tanto, al igual que ocurre en el resto de las
especies analizadas, no puede afirmarse que la estacidn sea un
factor importante a la hora de valorar el riesgo de adquirir
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anisakiosis, aunque hay que tener en cuenta que este estudio
no analiza todas las épocas del afio.

Influencia de la longitud y el peso del hospedador

En la mayoria de los estudios llevados a cabo en la peninsula
se analizaban individuos de talla grande, mas conocidos como
merluza (>40 cm de longitud y >500 g de peso), mientras que
en el presente estudio se analizaron individuos de talla
pequefia, mas conocidos como pescadilla. La diferencia de
prevalencias a favor de ejemplares de mayor tamafo permite
confirmar que, como postularon para esta misma especie
VALERO et al. (2006), la parasitacién aumenta con la edad del
hospedador, facilmente visible a través de su longitud y peso.

En nuestro estudio, tanto la longitud como el peso mostraron
influencia en las abundancias (Rho de Spearman) y el peso
también influyd en las prevalencias (RLB).

Microhabitat de parasitacion y migracion "post mortem”

La pescadilla europea fue la que mayor parasitacion presenté
en musculatura de todas las especies analizadas, y los dias
transcurridos entre la pesca y el analisis influyeron en su
presencia en este microhabitat.

La migracibn de las larvas a musculatura reduce

considerablemente la calidad del pescado con una devaluacién
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importante en los mercados, ademas, su presencia puede
reducir la calidad estética del producto, especialmente con
respecto a la posible naturaleza alergénica de las larvas o
incluso trazas moleculares de ellas (LEVSEN & LUNESTAND,
2010).

Los resultados helmintoldégicos obtenidos permiten postular que
el riesgo de adquirir anisakiosis por consumo de pescadilla
mediterranea es muy bajo, sobre todo teniendo en cuenta,
ademas de la baja parasitacion total, el escaso numero de
nematodos encontrados en la musculatura (Unicamente un
individuo en cada una de las dos pescadillas parasitadas en
este microhabitat). Sin embargo, en los ejemplares de origen
Atlantico, la presencia en musculatura fue importante, tanto en
prevalencias (mds de la mitad de los hospedadores
presentaron larvas en musculatura) como en abundancias (la
abundancia media en este microhabitat fue de 12,98) y en
rangos, ya que 436 de las 574 larvas obtenidas de un unico
individuo hospedador se hallaban en musculatura.

Otros autores también hablan de elevadas parasitaciones en
musculatura en esta especie de pescado: 33,33% (PEREIRA
BUENO, 1992); 82,90% (VIU et al., 1996); 41,10% (ABOLLO
et al., 2001) asi como el 6,35% en procedencia mediterranea
y 19,55% en la atlantica obtenidos por VALERO et al. (2006)
observando en este Ultimo estudio la presencia de larvas
mayoritariamente en la musculatura hipoaxial. Este dato
llevaria a recomendar el consumo preferentemente de la parte
epiaxial, ya que al estar mas alejada de las visceras, la
migracion se produce en menor grado.

Una posible causa de la diferencia de parasitacion entre
visceras y musculatura podrian ser los habitos alimenticios del
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segundo hospedador intermediario en el ciclo bioldgico de
Anisakis. La bacaladilla, y otros peces que se alimentan
principalmente de eufasidos, tienden a acumular las larvas en
visceras; sin embargo, en peces piscivoros, como el bacalao o
la merluza, la presencia de larvas es mayor en la musculatura
hipoaxial.

Ademas, se debe considerar que en el proceso de migracion,
los nematodos pueden arrastrar hacia el musculo bacterias de
la flora intestinal del hospedador produciendo su contaminacién
(principalmente por Gram +) y deterioro, afectando a la calidad
de la carne. La congelacién produce la inactivacion de las
larvas pero no de las bacterias que pueden quedar adheridas a
su cuticula, pudiendo ser viables estas aunque la carne del
pescado se haya congelado previamente, ya que su
supervivencia durante el proceso de congelacion dependera del
tipo de bacteria, de la composicidn y contenido en agua del
pescado y del tiempo de congelacidon (SVANEVIK et al., 2013).

En general, puede postularse que:

- la presencia de larvas de Anisakis en musculatura de los
ejemplares procedentes del Atlantico ha resultado ser
muy elevada en esta especie hospedadora en particular;

- la pescadilla procedente del Mediterrdaneo estaba mucho
menos parasitada y presentaba menores abundancias
que la de procedencia atlantica;

- el numero de dias transcurridos desde la pesca hasta el

consumo puede aumentar, en el caso de parasitacion del
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pescado, el numero de larvas presentes en la
musculatura;

Asi pues, el riesgo de transmisién alimentaria de
anisakiosis humana por consumo de pescadilla
insuficientemente cocinada 0 no congelada
convenientemente, aumenta con el tamafo, su origen
Atlantico y el numero de dias transcurridos.
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3.3.- PESCADILLA AMERICANA

3.3.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.3.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

Del total de ejemplares de pescadilla americana analizados
(116), se extrajeron 169 Ls de anisakidos, todas pertenecientes
al género Anisakis, excepto 4, que pertenecian al género
Contracaecum, solamente en primavera. Las figuras 3.8 y 3.9
muestran la presencia de anisdkidos en visceras y tras su
extraccioén.

Figura 3.8.- Anisékidos en visceras Figura 3.9- Anisdkidos extraidos de
de pescadilla americana. visceras.

Estos dos géneros son diferenciables entre ellos, a nivel
morfoldgico, principalmente en base a su tamafo, la longitud
del ventriculo esofagico y la presencia o no de ciego intestinal y
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apéndice ventricular, tal como se muestra en la tabla 1.2 y
figura 1.1 de la introduccién.

En el caso de Anisakis se puede distinguir claramente el
ventriculo esofagico y en Contracaecum se observan tanto el
apéndice ventricular (proyectado hacia el extremo posterior)
como el ciego intestinal (hacia el extremo anterior).

Morfolégicamente las L; del género Contracaecum se
caracterizan, segun BERLAND (1989) y GRABDA (1991), por
ser cortas y gruesas, de color blanquecino, y tamafho entre 4 y
16 mm; presenta tres labios bucales pequefios con un diente
cuticular coénico y ligeramente romo, ventriculo esofagico corto,
con apéndice ventricular y ciego intestinal, extremo posterior
puntiagudo y sin mucrén, pero con una cuticula gruesa con las
estriaciones transversales muy marcadas. El polo excretor
desemboca a la altura de la base de los labios y se abre
inmediatamente posterior al diente (figura 3.10).

Figura 3.10.- L; de Contracaecum sp. a) Extremo anterior: V) ventriculo
esofagico; Ci) ciego intestinal; Av) apéndice ventricular; E) esdfago; b)
Extremo posterior: Ep) extremo posterior; Ga) glandulas anexas; A) ano
(Microfotografias: Centro de Investigacion Piscicola de la Universidad de
Cordoba, Chile).
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3.3.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

Se seleccionaron 22 L; del género Anisakis para analizarlas
molecularmente, identificandose Unicamente la especie A.
simplex (s.s.) y el genotipo hibrido A. simplex (s.s.) x A.
pegreffii en base a la longitud de las bandas obtenidas tras la
digestion con Hinfl, como se muestra en la tabla 3.24.

Tabla 3.24.- N° de L; de Anisakis aisladas de pescadilla americana, n° de
L; analizadas, especie y/o genotipo identificado a nivel molecular. A.s.
(s.s.)=A. simplex (sensu stricto).

N° Ls N° L; Especie/
Halladas Analizadas Genotipo
i 14 A.s. (s.s.)
Visceras 118 15
1 hibrido
¥ 6 A.s. (s.5.)
Musculo 47 7
1 hibrido
20 A.s. (s.s.)
Total 165 22 :
2 hibridos

En este hospedador (Unico analizado procedente del oeste del
Atlantico), al igual que los resultados obtenidos en pescadilla
europea de procedencia atlantica (zona este), la especie
mayoritaria fue A. simplex (s.s.), no identificAndose en este
caso ninguna larva de A. pegreffii. En cuando al genotipo
hibrido, la proporcion obtenida fue muy baja.

189



Resultados y Discusion

3.3.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.3.2.1.- Estadistica descriptiva

Los parametros que caracterizan a cada una de las dos
poblaciones de anisakidos encontradas en pescadilla americana
se muestran en las tablas 3.25 y 3.26.

Anadlisis de las prevalencias

El 59,50% de las pescadillas americanas analizadas estaban
parasitadas por anisakidos (59,50% por Anisakis y 3,40% por
Contracaecum). Para el total de anisdkidos, las prevalencias
fueron superiores en visceras (47,40%) que en musculatura
(28,40%) y mayores en otofio (64,30%) que en primavera
(55,00%).

Analisis de los rangos

Los rangos de parasitacion fueron bajos (1-10) y muy similares
entre ambas estaciones pero algo mayores en visceras que en
musculatura, tanto en la muestra total como en ambas
estaciones por separado. La poblacion de Anisakis presentd
rangos maximos de parasitacidn superiores a la de
Contracaecum, que se aisld solamente de cuatro individuos (3
parasitados en visceras y 1 en musculatura), capturados en
primavera, y con un solo parasito cada uno de ellos. Ademas,
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todas las pescadillas americanas parasitadas por Contracaecum
también lo estaban por Anisakis.

Andlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 1,46 para el total de
anisakidos. Superiores para Anisakis (1,42) que para
Contracaecum (0,03) y mayores en visceras (1,04) que en
musculatura (0,41) pero similares entre otofio (1,75) vy
primavera (1,18) para el total de anisakidos.

Tabla 3.25.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (gA), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de pescadilla
americana y para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L;
N % Am (gA) Rango

(N=116) Halladas

Anisakis

Visceras 54 46,60 1,02 (0,16) 1-9 118

Musculo 33 28,40 0,41 (0,08) 1-6 47

Total 69 59,50 1,42(0,18) 1-10 165

Contracaecum

Visceras 3 2,60 0,03 (0,02) 1-1 3

Mdusculo 1 0,90 0,01 (0,01) 1-1

Total 4 3,40 0,03 (0,02) 1-1 4

Anisakidos

Visceras 55 47,40 1,04 (0,16) 1-9 121

MUsculo 33 28,40 0,41 (0,08) 1-6 48

Total 69 59,50 1,46(0,18) 1-10 169

191



Resultados y Discusion

Tabla 3.26.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en pescadilla americana y por microhabitat
de parasitacidon; para cada estacion de captura.

OTONO N° L3 PRIMAVERA N° L;
% Am Rango % Am Rango

(N=56) Halladas (N=60) Halladas
Anisakis
Visceras 30 53,60 1,30 1-9 73 24 40,00 0,75 1-8 45
Musculo 14 25,00 0,45 1-6 25 19 31,70 0,37 1-2 22
Total 36 64,30 1,75 1-10 98 33 55,00 1,12 1-9 67
Contracaecum
Visceras 3 5,00 0,05 1-1 3
Musculo 1 1,70 0,02 1-1
Total 4 6,70 0,07 1-1 4
Anisakidos
Visceras 30 53,60 1,30 1-9 73 25 41,70 0,80 1-8 48
Musculo 14 25,00 0,45 1-6 25 19 31,70 0,38 1-2 23
Total 36 64,30 1,75 1-10 98 33 55,00 1,18 1-9 71

Nota: Para la muestra de otofio, el total de anisakidos se corresponde con el total de Anisakis, ya que no se
hallaron ejemplares de otros géneros en dicha muestra.
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3.3.2.2.- Comparacion de prevalencias: Test de X2

A continuacidn se muestran las tablas de contingencia
(sintetizadas en la tabla 3.27), con los valores del test de X2 y
su significancia estadistica (P), derivadas de la comparacion de
las prevalencias de Anisakis en funcion de su estacion de
captura, asi como para cada microhabitat de parasitacion.

Tabla 3.27.- Comparacion de prevalencias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion y por estacion de captura para el total de muestra analizada de
pescadilla americana.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X o

parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL

TOTAL 62 54 116 83 33 116 7,356 0,007

Estacion OTONO PRIMAVERA X o
0 1 TOTAL O 1 TOTAL

TOTAL 20 36 56 27 33 60 0,687 0,347

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en
microhabitat de parasitacion (mayor en visceras). Por estacion
de captura, las diferencias no fueron significativas.
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3.3.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre la prevalencia: Regresion Logistica
Binaria

En la muestra de pescadilla americana ningun factor influyd
sobre las prevalencias de Anisakis, ya que el numero de
hospedadores parasitados en primavera fue muy similar al de
los parasitados en otorio.

Teniendo en cuenta solo a los hospedadores parasitados y
afladiendo el factor dias pescado (tabla 3.28), solamente este
ultimo influyd sobre las prevalencias de Anisakis Unicamente en
la muestra de primavera, mientras que en la de otofio solo
influyd la longitud. Para la muestra total ningun factor mostré
influencia en dichas prevalencias.

Tabla 3.28.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis en musculo, solo en individuos parasitados, para
el total de la muestra de pescadilla americana asi como para cada
estacion de captura.

V. dependiente:
N° Hospedadores
parasitados por
Anisakis en

Variables Variables
2
independientes X LS incluidas

musculo
TOTAL procedencia,
PESCADILLA estacion, ) i i
EUROPEA longitud, peso,
(N=33) dias pescado
OTONO
6,259 0,012 LONGITUD
(N=14) procedencia,
PRIMAVERA longitud, peso, DIAS
(N=19) dias pecado 14,492 <0,0001  peoenpo
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3.3.2.4.- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

El analisis se llevé a cabo utilizando como variable dependiente
la abundancia de Anisakis para el total de la muestra de
pescadilla americana (tabla 3.29).

Tabla 3.29.- Comparacién de abundancias de Anisakis para muestras no
relacionadas, segun clases longitud, peso y estacion para el total de la
muestra de pescadilla americana.

TOTAL PESCADILLA

AMERICANA U z P
Abundancia media=1,42

OTONO

PRIMAVERA 1427,0 -1,465 0,143

CLASE LONGITUD <25 cm

CLASE LONGITUD >25 cm 1491,5 -1,059 0,290

CLASE PESO <100 g

CLASE PESO >100 g 1437,5 -1,282 0,200

No se observaron diferencias estadisticamente significativas, ya
que las abundancias entre las variables comparadas (tanto
estacion como clases longitud y peso) fueron muy similares en
ambos grupos.
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Test de Wilcoxon

En la tabla 3.30 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Se realizé el analisis para el total de muestra, asi como para
cada estacidn de captura, comparando entre microhabitats
visceras y musculatura para cada individuo hospedador
parasitado.

Tabla 3.30.- Comparacién de abundancias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, para el total de la muestra de pescadilla americana asi como
para cada estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL PESCADILLA AMERICANA -3,772 <0,0001
OTONO -3,136 0,002
PRIMAVERA -2,007 0,045

Los resultados muestran, en todos los casos (tanto en la
muestra total como en cada estacion de captura por separado),
diferencias estadisticamente significativas a favor de las
visceras.
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3.3.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

Los resultados estadisticamente significativos (P<0,05)
obtenidos en el analisis de la influencia de los factores
intrinsecos (longitud y peso) sobre las abundancias de
Anisakis, para datos cuantitativos de los factores, se muestran
en la tabla 3.31.

Tabla 3.31.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias,
para el total de la muestra de pescadilla americana asi como para cada
estacion de captura.

LONGITUD PESO

Rho P<0,05 Rho P<0,05
TOTAL PESCADILLA
AMERICANA 0,259 0,005 0,258 0,005
OTONO 0,297 0,026 0,274 0,041
PRIMAVERA 0,205 - 0,226 -

En todos los casos, excepto en la muestra de primavera, el
peso Yy la longitud influyeron sobre las abundancias.

ANOVA

Ninguno de los factores (en este caso, la estacidon) mostro
influencia en las abundancias mediante esta prueba.
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3.3.3.- DISCUSION

Aunque esta especie de pescado se consume también en gran
medida en Espafa, son pocos los estudios realizados en
pescadilla americana. En el llevado a cabo por MARCOGLIESE
(1995a) se encontraron solamente larvas de A. simplex, pero
hay que tener en cuenta el bajo numero de individuos
analizados en él (menos de 10). Sin embargo, en el presente
estudio, se hallaron ademas L; de Contracaecum en 4
hospedadores capturados en primavera, no habiéndose
encontrado en ninguno de los ejemplares analizados en otono,
pese a la revision de la identificacién del material.

Especies halladas y prevalencias

A nivel global, destaca la elevada prevalencia de parasitaciéon
por Anisakis (59,50%) y en particular su elevada presencia en
musculatura (28,40%).

Los resultados moleculares obtenidos en este hospedador,
procedente del noroeste Atlantico, difieren de los obtenidos en
pescadilla europea (del Atlantico noreste), ya que, aunque la
especie mayoritaria en las L; analizadas fue A. simplex (s.s.)
(20 de las 22 larvas analizadas), también se aislé el genotipo
hibrido A. simplex (s.s.) x A. pegreffii, aunque en menor
proporcion. Cabe destacar que, a diferencia de pescadilla
americana, en la europea también aparecié A. pegreffii. Este
resultado es légico ya que la zona suroeste de Espana y el
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estrecho de Gibraltar se describen en otros estudios (ABOLLO
et al., 2003; MARTIN-SANCHEZ et al., 2005) como zonas de
hibridacidon entre ambas especies.

MATTIUCCI et al. (2007) encontraron diferencias significativas
en las proporciones relativas de diferentes especies gemelas de
Anisakis en peces capturados en el noreste Atlantico y mar
Mediterraneo: A. simplex (s.s) predomina en el golfo de
Vizcaya, sur y oeste de las costa de Irlanda, mar del Norte y
mar de Noruega. Sin embargo, las prevalencias de A. pegreffii
aumentan a medida que disminuye la latitud siendo la principal
especie del este y oeste del Mediterraneo, mientras que ambas
especies muestran infecciones mixtas aproximadamente en la
misma proporcidon en pescado capturado en la zona de
Gibraltar.

Influencia de la estacion de captura

Aunque fueron mayores en otofio, la falta de diferencias
significativas a nivel de prevalencias y de cargas parasitarias
entre los individuos hospedadores capturados en otofio y en
primavera, permiten postular que la estacién de captura no
supone un cambio importante en el riesgo de transmisidn
humana por esta especie hospedadora en particular. Cabe
destacar la presencia de larvas del género Contracaecum
Unicamente en primavera (al igual que lo observado con
Hysterothylacium en otras especies hospedadoras analizadas),
aunque con prevalencias y abundancias de parasitacion muy
inferiores a las de Anisakis.
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Influencia de la longitud y el peso del hospedador

Al igual que en el caso de la pescadilla europea, los factores
intrinsecos del hospedador (longitud y peso) presentaron un
rango de variacidn demasiado pequefio como para que se diera
una correlacién entre ellos y las prevalencias y/o abundancias
de parasitacion. Sin embargo, el test Rho de Spearman reveld
una correlacion positiva, y significativa estadisticamente, entre
estos dos factores con las abundancias, poniendo de nuevo de
manifiesto la probabilidad de aumento de la parasitacion con la
edad (tamafio) del pescado, como ya se ha comentado
anteriormente.

Microhabitat de parasitacion y migracion "post mortem”

La presencia de parasitos en musculatura aumenta con el
numero de dias transcurridos, si bien esta relacién resultd ser
estadisticamente significativa solo en la muestra de primavera.
Esta correlacién no ha sido reportada en ninguno de los
estudios hasta ahora llevados a cabo en esta especie del
género Merluccius. Este hecho permite relacionar de forma
directa la mayor presencia de parasitos en musculatura a
medida que el pescado pasa mas dias sin ser consumido vy
siendo mantenido refrigerado o congelado a la temperatura
recomendada, bien en el lugar de dispensacion o en el
frigorifico del consumidor.
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La importancia real de la parasitacion por anisakidos es la
presencia de parasitos en musculatura. Asi, en esta especie
hospedadora, al igual que los resultados obtenidos en la
muestra de pescadilla europea de procedencia atlantica, el
porcentaje de hospedadores parasitados en musculo supone un
importante factor de riesgo a tener en cuenta, aunque cabe
destacar que, a diferencia de la pescadilla europea, las
abundancias halladas en M. bilinearis fueron muy inferiores.

Para este hospedador en concreto puede postularse que:

- Fue la Uunica especie de todas las analizadas que
presentd larvas del género Contracaecum. Coincide este
hecho con que fue el Unico hospedador analizado
procedente del Atlantico noroeste (zona FAO 21).

- Estas larvas de Contracaecum solo se observaron en
primavera. Sin embargo, Anisakis presentdé mayores
prevalencias y abundancias en otofio.

- Como en el resto de especies estudiadas, las visceras
fueron el microhabitat mas parasitado aunque la
presencia en musculatura también fue elevada y los dias
transcurridos no influyeron en su presencia en este
microhabitat.

- Las abundancias aumentan con el tamafno del
hospedador.
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3.4.- SALMONETE DE FANGO

3.4.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.4.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

En los 155 ejemplares de salmonete de fango analizados, todos
ellos de procedencia mediterranea, se obtuvieron un total de
97 Ls de anisakidos (85 en visceras y 12 en musculatura), que
se clasificaron como pertenecientes a los géneros Anisakis (7
larvas) e Hysterothylacium (90 larvas). La diferenciacidon
morfoldgica entre estos dos géneros aparece detallada
anteriormente en la tabla 1.2 de la introduccion. En la figura
3.11 se muestran las caracteristicas del extremo anterior de
distintas larvas de Hysterothylacium.

a) b)
Cl

Figura 3.11.- Caracteristicas morfoldgicas de larvas Lz de Hysterothylacium.
a) Extremo anterior con ciego intestinal largo caracteristico de la especie H.
aduncum; b) Ciego intestinal corto caracteristico de H. fabri. E) eséfago, V)
ventriculo, CI) ciego intestinal.
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3.4.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

No fue posible realizar el analisis molecular de ninguna de las
Unicas 7 larvas de Anisakis obtenidas de esta especie
hospedadora.

3.4.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.4.2.1.- Estadistica descriptiva

Las tablas 3.32 y 3.33 muestran los parametros que
caracterizan a cada una de las dos poblaciones de anisakidos
presentes en el salmonete.

Anadlisis de las prevalencias

Las prevalencias de anisakidos en los salmonetes analizados
fueron del 27,70% (3,20% por Anisakis y 25,20% por
Hysterothylacium).

Para el total de anisédkidos, las prevalencias fueron mayores en
visceras (24,50%) que en musculatura (6,50%) y mayores en
primavera (37,50%) que en otono (17,30%). Anisakis mostré
mayor prevalencia en otofio (5,30%) que en primavera
(1,20%) mientras que para Hysterothylacium las prevalencias
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fueron mayores en primavera (36,30%) que en otofo
(13,30%).

Anadlisis de los rangos

La poblacion de Anisakis presentd rangos maximos de
parasitacion bastante inferiores a la de Hysterothylacium, con
infrapoblaciones maximas de 3 (Unicamente en visceras) y 27
helmintos respectivamente. El mayor numero de anisakidos
hallados en un hospedador se obtuvo en otofio (28 larvas; 27
de ellas pertenecientes al género Hysterothylacium y solo 1 de
Anisakis) y todas se extrajeron de visceras. Cabe destacar que
Anisakis se visualizd solamente en cinco individuos, cuatro de
ellos capturados en otofio y solo uno en primavera, y todos se
encontraron en visceras.

Anadlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 0,63 para el total de
anisakidos. Mayores para Hysterothylacium (0,58) que para
Anisakis (0,05), superiores en visceras (0,55) que en
musculatura (0,08) y muy similares entre otofio (0,65) vy
primavera (0,60) para el total de anisakidos.

Teniendo en cuenta la escasa parasitacion por Anisakis en esta
especie en particular, en esta muestra se realizd el analisis
estadistico completo para el total de anisdkidos, con el fin de
tener tamano de muestra suficiente para realizar los calculos
estadisticos.
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Tabla 3.32.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (gA), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de salmonete
y para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L;
N % Am (gA) Rango

(N=155) Halladas

Anisakis

Visceras 5 3,20 0,05 (0,02) 1-3 7

Mdusculo 0 0,00 0,00 (0,00) 0

Total 5 3,20 0,05 (0,02) 1-3

Hysterothylacium

Visceras 34 21,90 0,50 (0,18) 1-27 78

Mdusculo 10 6,50 0,08 (0,03) 1-2 12

Total 39 25,20 0,58 (0,18) 1-27 90

Anisakidos

Visceras 38 24,50 0,55 (0,19) 1-28 85

Musculo 10 6,50 0,08 (0,03) 1-2 12

Total 43 27,70 0,63 (0,19) 1-28 97
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Tabla 3.33.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en salmonete y por microhabitat de
parasitacion; para cada estacion de captura.

OTONO N° L3 PRIMAVERA N° L3
% Am Rango % Am Rango

(N=75) Halladas (N=80) Halladas
Anisakis
Visceras 4 5,30 0,08 1-3 6 1 1,20 0,01 1-1 1
Musculo 0 0,00 0,00 0 0 0 0,00 0,00 0 0
Total 4 5,30 0,08 1-3 6 1 1,20 0,01 1-1 1
Hysterothylacium
Visceras 9 12,00 0,53 1-27 40 25 31,20 0,48 1-3 38
Musculo 2 2,70 0,04 1-2 3 8 10,00 0,11 1-2 9
Total 10 13,30 0,57 1-27 43 29 36,30 0,59 1-3 47
Anisékidos
Visceras 12 16,00 0,61 1-28 46 26 32,50 0,49 1-3 39
Musculo 20 2,70 0,04 1-2 3 8 10,00 0,11 1-2 9
Total 13 17,30 0,65 1-28 49 30 37,50 0,60 1-3 48
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3.4.2.2.- Comparacion de prevalencias: Test de X2

A continuacidn se muestran las tablas de contingencia
(agrupadas en la tabla 3.34), con los valores del test de X2 vy
su significancia estadistica (P), derivadas de la comparacion de
las prevalencias de anisakidos halladas en funcion de su
estacion de captura, asi como para cada microhabitat de
parasitacion.

Tabla 3.34.- Comparacion de prevalencias de anisakidos por microhabitat
de parasitacion y por estacion de captura para el total de muestra analizada
de salmonete.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X o
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 117 38 155 145 10 155 17,970 <0,0001
Estacion OTONO PRIMAVERA R o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 62 13 75 50 30 80 6,880 0,007

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en
microhabitat de parasitacion (mayor en visceras). Por estacion
de captura, las diferencias también fueron significativas
(prevalencias mayores en primavera).
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3.4.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las prevalencias: Regresion Logistica
Binaria

En la tabla 3.35 se muestran los resultados estadisticamente
significativos (P<0,05) obtenidos mediante esta prueba.

Tabla 3.35.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de anisakidos para el total de la muestra de salmonete asi
como para cada estacion de captura.

V. dependiente:

A . .
N Hos_pedadores _ Varlab_les X2 P<0,05 \_Iarla_bles
parasitados por independientes incluidas

anisakidos

TOTAL estacion, ,

SALMONETE 8,035 0,005 ESTACION

(N=43) longitud, peso

OTONO i i ]

(N=13) longitud,

PRIMAVERA peso _ _ -

(N=30)

En la muestra total de salmonete solo la estacién de captura
mostré influencia sobre las prevalencias de anisdkidos
encontradas. El peso y la longitud de los hospedadores no
influyeron en ninguna de las muestras, probablemente debido
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a que no habia grandes variaciones de peso y longitud entre
los ejemplares analizados.

Teniendo en cuenta solo a los hospedadores parasitados y
afladiendo el factor dias pescado, ningun factor mostré
influencia en las prevalencias obtenidas en musculo,
probablemente debido a los pocos hospedadores parasitados
en este microhabitat. Cabe destacar que el numero de
hospedadores parasitados por anisakidos en musculo coincidia
con el numero de hospedadores parasitados por
Hysterothylacium ya que no se obtuvo ninguna larva de
Anisakis en musculatura en esta especie hospedadora en
concreto.

3.4.2.4.- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

En la tabla 3.36 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

El analisis se llevé a cabo utilizando como variable dependiente
la abundancia total de anisdkidos, para la muestra total de
salmonete.

Se observaron diferencias significativas estadisticamente en la
estacién y clase longitud.
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Tabla 3.36.- Comparacion de abundancias de anisakidos para muestras no
relacionadas, segin clases longitud, peso y estacion para el total de la
muestra de salmonete.

TOTAL SALMONETE

Abur~|dancia media=0,63 = z -
OTONO

PRIMAVERA 2416,5 -2,656 0,008
CLASE LONGITUD <15 cm

CLASE LONGITUD =15 cm 2464,5 -2,363 0,018
CLASE PESO <45 g 2568,0 -1,826 0,068

CLASE PESO 245 g

Test de Wilcoxon

En la tabla 3.37 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Se realizé el analisis para el total de muestra, asi como para
cada estacién de captura, comparando entre microhabitats
visceras y musculatura para cada individuo hospedador
parasitado.

Tabla 3.37.- Comparacion de abundancias de anisakidos por microhabitat
de parasitacion, para el total de la muestra de salmonete asi como para
cada estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL SALMONETE -4,542 <0,0001
OTONO -2,600 0,009
PRIMAVERA -3,468 0,001

Los resultados mostraron, en todos los casos (tanto en la
muestra total como analizando cada estacién de captura por
separado), diferencias estadisticamente significativas a favor
de las visceras.
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3.4.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

Los resultados obtenidos en el analisis de la influencia de los
factores intrinsecos (longitud y peso) sobre la abundancia de
anisakidos para datos cuantitativos de los factores, se
muestran en la tabla 3.38 Los resultados estadisticamente
significativos (P<0,05) se muestran en negrita.

Tabla 3.38.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
anisakidos, para el total de la muestra de salmonete asi como para cada
estacion de captura.

LONGITUD PESO
Rho P<0,05 Rho P<0,05
TOTAL
SALMONETE -0,164 0,041 -0,165 0,040
OTONO -0,220 - -0,209 .
PRIMAVERA 0,054 - 0,070 -

En la muestra total, el peso y la longitud mostraron influencia
sobre las abundancias de anisdkidos pero estos factores no
influyeron cuando se analizd6 cada estacion de captura por
separado.

ANOVA

Ninguno de los factores (en este caso, la estacidon) mostro
influencia en las abundancias mediante esta prueba, ya que
estas fueron practicamente iguales en ambas estaciones.
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3.4.3.- DISCUSION

Son pocos los estudios realizados en esta especie
hospedadora; en un reciente trabajo llevado a cabo por
SERRACA et al. (2013) en el cual se analizaba la presencia de
anisakidos en 195 ejemplares de 22 especies de pescado, se
encontré también la presencia de estos dos géneros en
salmonete de fango procedente del mar de Liguria, siendo esta
especie la que presentd mayores intensidades de parasitacidon
por Hysterothylacium de las 22 analizadas. En nuestro caso, no
son las intensidades sino las prevalencias de Hysterothylacium
las mayores obtenidas entre las 8 especies de pescado
analizadas. Las prevalencias y otros datos obtenidos sobre las
especies parasitas aisladas de los salmonetes analizados en
este trabajo se recogen en el articulo de DEBENEDETTI et al.
(2013).

Especies halladas y prevalencias

Las larvas presentes en el salmonete analizado también
pertenecian a los géneros Anisakis e Hysterothylacium. La
prevalencia de parasitacion total por anisakidos fue de 27,70%,
pero en este caso, mayor para Hysterothylacium (25,20%) que
para Anisakis (3,20%). Otros autores también reportaron bajas
prevalencias en salmonetes del Mediterraneo: 5,56% en el mar
Egeo (CHALIGIANNIS et al., 2012) y 6,06% en salmonete de
roca capturado en aguas de Cerdefia (MELONI et al., 2011).
Sin embargo, otros estudios, como los realizados por DE LA
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TORRE MOLINA et al. (2000) y por ABOLLO et al. (2001) (este
ultimo en salmonete de roca de procedencia atlantica),
obtuvieron prevalencias nulas de anisakidos.

La comparacién de la prevalencia total mostré la existencia de
diferencias significativas en cuanto a la estacion primavera y al
microhabitat de parasitacidén visceras, sin embargo, al analizar
mediante RLB los factores que influyeron en las prevalencias,
Unicamente la estacion mostré influencia con significancia
estadistica.

Cabe destacar que ninguno de los 4 hospedadores parasitados
por Anisakis presentd larvas en musculatura, este hecho,
sumado a la baja prevalencia de parasitacion por este
anisakido en concreto, hace que el salmonete sea la especie
gue presentd menor riesgo de anisakiosis humana en el
conjunto de las especies analizadas en este estudio, aunque no
hay que olvidar que los ejemplares eran Unicamente de
procedencia mediterranea. Aunque hay que tener en cuenta
qgue los alérgenos de Hysterothylacium también podrian estar
implicados en los casos de alergias (FERNANDEZ-CALDAS et
al., 1998; VALERO et al., 2003) y que, ademas, las larvas
pueden producir contaminacién bacteriana en su migracién
hacia el musculo (SVANEVIK et al., 2013).

A. simplex es mucho mas comun en aguas de alta mar que en
aguas costeras. Los cetaceos, principales hospedadores
definitivos de Anisakis; asi como sus hospedadores
intermediarios (especialmente los eufasidos) son abundantes
en zonas alejadas de la costa (WOOTTEN & WADDELL, 1977;
SMITH & WOOTTEN, 1978).
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Influencia de la estacion de captura

Anisakis mostré mayores prevalencias en otofio (5,30%) que
en primavera (1,20%) mientras que para Hysterothylacium las
prevalencias fueron mayores en primavera. Esto muestra, al
igual que ocurria con la bacaladilla y la pescadilla europea, que
las prevalencias de Hysterothylacium son mayores en esta
época del afio. Para otras especies hospedadoras también se
reportan mayores prevalencias de Hysterothylacium en
primavera pero no se han hallado otros estudios en salmonete
de fango.

Influencia de la longitud y el peso del hospedador

Los factores intrinsecos del hospedador presentaron un rango
de variacidon demasiado pequeio como para que obtuviera una
correlaciéon entre ellos y la prevalencia y/o la abundancia de
parasitacion, sin embargo, el test de Spearman reveld una
correlacion significativa estadisticamente, entre estos dos
factores y las abundancias, aunque en este caso en particular,
la correlacidon fue negativa, siendo los hospedadores de menor
tamafo los mas parasitados por anisakidos, principalmente por
Hysterothylacium, al ser éste el que presentd mayores
abundancias, por tanto no se puede concluir que la edad sea
un factor influente en esta especie hospedadora.
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Microhabitat de parasitacion y migracion “"post mortem”

Tanto las prevalencias como las abundancias de anisakidos
presentes en salmonete fueron mayores en visceras y las
diferencias resultaron estadisticamente significativas. Este
hecho se debe tener en cuenta en su preparacion culinaria, ya
que el higado del salmonete es muy apreciado y la presencia
de larvas (concretamente de Anisakis) en este microhabitat,
también conllevaria en este caso riesgo para el consumidor.

Los dias transcurridos entre la pesca y el analisis no influyeron
ni en las prevalencias ni en las abundancias, por tanto, la
presencia de anisakidos en musculatura en esta especie fue
independiente de los dias pescado, apareciendo también en
musculatura en los ejemplares mas frescos. Aunque hay que
tener en cuenta que en este microhdbitat Unicamente se
aislaron larvas del género Hysterothylacium.

En el salmonete cabe destacar que la presencia de larvas del
género Anisakis fue escasa, 4 hospedadores parasitados en
otofio y solamente uno en primavera, siendo ademas su
presencia en musculatura nula, es decir, esta especie
hospedadora fue la Unica que no presenté larvas de Anisakis en
musculo. Tampoco se ha hallado ningin otro estudio en el que
se mencione la presencia de Anisakis en musculatura de
salmonete ni ninglin caso reportado de anisakidosis por
consumo de esta especie de pescado.

215



Resultados y Discusion

Para este hospedador se puede postular que:

- Ha sido la especie analizada que menor riesgo conlleva
para el consumidor, no solo debido a Ilas bajas
prevalencias y abundancias obtenidas, sino también
porque fue la Unica que no presentd larvas de Anisakis
en musculatura.

- Al igual que ocurria en otras especies analizadas, la
mayor presencia de Hysterothylacium se observd en
primavera.
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3.5.- BOQUERON

3.5.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.5.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

De los 209 boquerones analizados se aislaron 525 L3 de
anisakidos (474 en visceras y 51 en musculatura), que se
clasificaron a nivel morfolégico como pertenecientes a los
géneros Anisakis (71) e Hysterothylacium (454), diferenciables
entre ellas, como se ha comentado anteriormente, por una
serie de caracteristicas que se detallan en la tabla 1.2 del
capitulo de introduccién. En la figura 3.12 se muestra un
anisakido presente en boquerdn asi como el extremo anterior
de una Ls; de Hysterothylacium observada bajo lupa.

Figura 3.12.- a) Anisékido en boquerdn; b) Extremo anterior de una L; de
Hysterothylacium.
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3.5.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

En el analisis molecular realizado a 35 L; se identificd la
especie A. simplex (s.s.) y el genotipo hibrido A. simplex (s.s.)
x A. pegreffii en los ejemplares de procedencia atlantica,
mientras que en la procedencia mediterrdanea también se
identificd A. pegreffii, como se muestra en la tabla 3.39 y
figura 3.13.

Tabla 3.39.- N° de L; de Anisakis aisladas de boquerdén, n° de L,
analizadas, especie y/o genotipo identificado a nivel molecular para cada
procedencia. A.s. (s.s.)=A. simplex (sensu stricto).

N©° L3 N©° L3 Especie/
Atlantico .
Halladas Analizadas GenOtlpo
; 16 A.s. (s.s.)
Visceras 50 20 .
4 hibridos
, 5A.s. (s.s.)
Musculo 7 6
1 hibrido
21 A.s. (s.s.)
Total 57 26 )
5 hibridos
N©° L3 N©° L3 Especie/
Mediterraneo Genotino
Halladas Analizadas P
2 A. pegreffii
Visceras 7 4 . peg
2 hibridos
1 A. pegreffii
Musculo 7 5 3 hibridos
1 A.s. (s.s5.)
3 A. pegreffii
Total 14 ) 5 hibridos
1 A.s. (s.s.)
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A la vista de estos resultados se puede observar que la especie
mayoritaria en el Atlantico fue A. simplex (s.s.) mientras que
en el Mediterraneo fue el genotipo hibrido. La especie A.
pegreffii  solo apareci6 en ejemplares de procedencia
mediterranea. Cabe destacar que el Unico ejemplar de A.
simplex (s.s.) identificado en el Mediterrdneo se aislé de
musculatura.

Figura 3.13.- Patrones moleculares obtenidos por PCR-RFLP (HinfI) de Ls
aisladas de boquerén; a) de procedencia mediterrénea: M) marcador de
peso molecular; 1) A. simplex (s.s.) (620 y 250 pb); 2) genotipo hibrido A.
simplex (s.s.) x A. pegreffii (250, 300, 370 y 620 pb); 3) A. pegreffii (250,
300 y 370 pb); b) de procedencia atlantica: M) marcador de peso molecular;
1-2 y 4-7) A. simplex (s.s.) (620 y 250 pb); 3) genotipo hibrido A. simplex
(s.s.) x A. pegreffii (250, 300, 370 y 620 pb).
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3.5.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.5.2.1.- Estadistica descriptiva

Los parametros que caracterizan a cada una de las dos
poblaciones de anisdkidos encontradas en boqueréon se
muestran en las tablas 3.40 a 3.42.

Anadlisis de las prevalencias

Las prevalencias de anisakidos en la muestra de boquerones
fueron del 32,10% (17,20% para Anisakis y 22,00 % para
Hysterothylacium). Para el total de anisakidos, las prevalencias
fueron superiores en visceras (27,80%) que en musculatura
(14,80%), en el Atlantico (34,90%) mayores que en el
Mediterraneo (29,00%) y mayores en primavera (43,00%) que
en otofo (22,00%).

Anadlisis de los rangos

La poblacion de Hysterothylacium presentd rangos maximos
de parasitacién superiores a las de Anisakis, con
infrapoblaciones maximas de 46 (45 en visceras, 6 en
musculatura) y 13 (13 en visceras, 2 en musculatura)
helmintos respectivamente. El mayor numero de anisakidos
hallados en un hospedador se obtuvo en el Atlantico y durante
la primavera (47 larvas; 46 en visceras y 1 en musculatura).
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Andlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 2,51 para el total de
anisakidos. Superiores para Hysterothylacium (2,17) que para
Anisakis (0,34), superiores en visceras (2,27) que en
musculatura (0,24), mayores en el Atlantico (3,95) respecto al
Mediterraneo (0,94) y mayores en primavera (4,08) que en
otofno (1,07).

En la muestra de boquerdn, tanto la comparacion de
prevalencias y abundancias como los factores que influyen en
cada una de ellas, se realizé también para Hysterothylacium,
debido a que, tanto las prevalencias como las abundancias,
resultaron ser mayores en este ultimo, y, a pesar de que se
han descrito pocos casos de anisakidosis por esta especie, se
debe tener en cuenta que, al poseer antigenos comunes con
Anisakis, podria estar también implicado en los casos de
alergias.
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Tabla 3.40.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (€A), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de boqueron y
para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L3
N % Am (gA) Rango
(N=209) Halladas
Anisakis
Visceras 28 13,40 0,27 (0,08) 1-13 57
Musculo 12 5,70 0,07 (0,02) 1-2 14
Total 36 17,20 0,34 (0,08) 1-13 71
Hysterothylacium
Visceras 42 20,10 2,00 (0,41) 1-45 417
Mdusculo 21 10,00 0,18 (0,05) 1-6 37
Total 46 22,00 2,17 (0,43) 1-46 454
Anisakidos
Visceras 58 27,80 2,27 (0,43) 1-46 474
Musculo 31 14,80 0,24 (0,05) 1-6 51
Total 67 32,10 2,51(0,45) 1-47 525
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Tabla 3.41.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en boquerén y por microhdbitat de
parasitacion; para cada procedencia.

ATLANTICO N° L; | MEDITERRANEO N° L;
(N=109) % Am Rango e (N=100) % Am Rango s
Anisakis
Visceras 21 19,30 0,46 1-13 50 7 7,00 0,07 1-1 7
Mdusculo 5 4,60 0,06 1-2 7 7 7,00 0,07 1-1 7
Total 23 21,10 0,52 1-13 57 13 13,00 0,14 1-2 14
Hysterothylacium
Visceras 27 24,80 3,21 1-45 350 15 15,00 0,67 1-21 67
Musculo 11 10,01 0,22 1-6 24 10 10,00 0,13 1-3 13
Total 28 25,70 3,43 1-46 374 18 18,00 0,80 1-22 80
Anisakidos
Visceras 36 33,00 3,67 1-46 400 22 22,00 0,74 1-21 74
MUsculo 15 13,80 0,28 1-6 31 16 16,00 0,20 1-3 20
Total 38 34,90 3,95 1-47 431 29 29,00 0,94 1-22 94
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Tabla 3.42.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en boquerén y por microhdbitat de
parasitacion; para cada estacion de captura.

OTONO N° L3 PRIMAVERA N° L;
(N=109) % Am Rango e (N=100) % Am Rango _
Anisakis
Visceras 6 5,50 0,17 1-13 18 22 22,0 0,39 1-6 39
Musculo 4 3,70 0,04 1-1 4 8 8,00 0,10 1-2 10
Total 9 8,30 0,20 1-13 22 27 27,00 0,49 1-6 49
Hysterothylacium
Visceras 13 11,90 0,72 1-21 79 29 29,00 3,38 1-45 338
Musculo 8 7,30 0,15 1-4 16 13 13,00 0,21 1-6 21
Total 15 13,80 0,87 1-22 95 31 31,00 3,59 1-46 359
Anisakidos
Visceras 19 17,40 0,89 1-21 97 39 39,00 3,77 1-46 377
Mdusculo 12 11,00 0,18 1-4 20 19 19,00 0,31 1-6 31
Total 24 22,00 1,07 1-22 117 43 43,00 4,08 1-47 408
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3.5.2.2.- Comparacion de prevalencias: Test de X2

A continuacidn se muestran las tablas de contingencia
derivadas de la comparacion de las prevalencias, tanto para
Anisakis (tabla 3.43) como para Hysterothylacium (tabla 3.44).

Tabla 3.43.- Comparacion de prevalencias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, por procedencia y por estacion de captura para el total de
muestra analizada de boqueroén.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X2 o
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 181 28 209 197 12 209 6,220 0,0118
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 86 23 109 87 13 100 1,866 0,144
Estacién OTONO PRIMAVERA R o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL

TOTAL 100 9 109 73 27 100 11,569 <0,0001

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en
microhabitat de parasitacién (mayor en visceras) y en estacion
de captura (mayor en primavera) mientras que las diferencias
por procedencia, aunque fueron mayores en el Atlantico, no

resultaron ser significativas.
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Tabla 3.44.- Comparacion de prevalencias de Hysterothylacium por
microhabitat de parasitacion, por procedencia y por estacion de captura para
el total de muestra analizada de boqueroén.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA R b
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 167 42 209 188 21 209 7,476  0,0059
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO b

0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 81 28 109 82 18 100 1,376 0,187
Estacion OTONO PRIMAVERA R o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL

TOTAL 94 15 109 69 31 100 8,052 0,004

Al igual que para Anisakis, las diferencias fueron
estadisticamente significativas en microhabitat de parasitacion
(mayor en visceras) y en estaciéon de captura (mayor en
primavera) mientras que las diferencias por procedencia,
aunque fueron mayores en el Atlantico, no fueron
significativas.
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3.5.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las prevalencias: Regresion Logistica
Binaria

En las tablas 3.45 y 3.46 se muestran los resultados
estadisticamente significativos (P<0,05) obtenidos mediante
esta prueba para Anisakis y en las tablas 3.47 y 3.48 para
Hysterothylacium.

Tabla 3.45.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis, para el total de la muestra de boquerén asi como
para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

Variables

o .
N Hos.pedadores indepen- X2 P<0,05 \_Iarla_bles

parasitados por ) incluidas

. . dientes
Anisakis
TOTAL procedencia
BOQUERON estacion, 21,756 <0,0001 "EOS'\;(A;?I%DN'
(N=36) peso, longitud
ATLANTICO LONGITUD,
(N=23) estacion, ‘1240 <00001 o or c1oN
MEDITERRANEO longitud, peso ] ] ]
(N=13)
OTONO
8,025 0,005 PROCEDENCIA

(N=9) procedencia,
(P:P;';;’ ERA longitud, peso ., cee <0,0000  LONGITUD

La longitud como factor intrinseco, y la estacién como
extrinseco, mostraron influencia sobre las prevalencias.
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Teniendo en cuenta solo a los hospedadores parasitados y
afiadiendo el factor dias pescado, para la muestra total, ningun
factor mostrd influencia sobre las prevalencias de Anisakis.
Unicamente en la muestra del Atlantico, la variable estacién
influyé en las prevalencias obtenidas siendo estas mayores en
primavera (tabla 3.46).

Tabla 3.46.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre la
prevalencia de Anisakis en musculo, solo en individuos parasitados, para
el total de la muestra de boqueron asi como para cada procedencia y
estacion de captura.

V. dependiente:
N° Hospedadores

Variables Variables
- 2
Pa;:?;‘::i:se:or independientes X P<0,05 . o
musculo
TOTAL procedencia,
BOQUERON estacion, ) ] _
(N=12) longitud, peso,
- dias pescado
?I-‘lril;-rlco estacion, 8,078 0,004 ESTACION
MEDITERRANEO  °nditud, peso,
(N=7) dias pescado - ) ]
OTONO .
(N=4) procedencia, - i} ]
PRIMAVERA longitud, peso,
dias pescado - B ]
(N=8)

El factor dias pescado no influyd sobre las prevalencias de
Anisakis, lo que se traduce en que la migracion del pardsito a
musculatura se produjo incluso en los ejemplares mas frescos.
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Tabla 3.47.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Hysterothylacium, para el total de la muestra de
boquerén asi como para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

o = -
N Hos_pedadores ) Varlab.les X2 P<0,05 \_Iarla_bles
parasitados por independientes incluidas
Hysterothylacium
TOTAL procedencia
BOQUERON estacion, peso, 9,145 0,002 ESTACION
(N=46) longitud
ATLANTICO ESTACION

12,364 2 !
(N=28) estacion, 36 0,00 PESO
MEDITERRANEO longitud, peso
(N=18) 9,419 0,002 PESO
OTONO

6,009 0,014 LONGITUD
(N=15) procedencia,

longitud, peso

'::E";?;’ ERA grue, p 12,416 <0,0001  LONGITUD

Unicamente la estacion influyd en las prevalencias de
Hysterothylacium en la muestra total de boquerdn, siendo
estas mayores en primavera.

Solamente el factor dias pescado influyé sobre las prevalencias
de Hysterothylacium en el total de la muestra de boquerdn,
analizandosolo a los hospedadores parasitados y afiadiendo el
factor dias pescado (tabla 3.48).
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Tabla 3.48.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Hysterothylacium en musculo, solo en individuos
parasitados, para el total de la muestra de boquerén asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:
N° Hospedadores

Variabl Variabl
parasitados por . arlab_ es X2 P <0,05 . arla_b s
p independientes incluidas
Hysterothylacium
en musculo
ToTAL oo, pias
BOQUERON longitud, peso, 4,776 0,029 PESCADO
(N=21) ;
dias pescado
ATLANTICO B DIAS
(N=11) e_staC|on, 10,394 0,001 PESCADO
5 longitud, peso,
MEDITERRANEO dias pescado i i ]
(N=10)
OTONO ]
(N=8) procedencia, ) )
longitud, peso, LONGITUD
mi':g;' ERA dias pescado 10,531 0,005 Y DIAS
- PESCADO

230



Resultados y Discusion

3.5.2.4.- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

En la tabla 3.49 se muestran los resultados obtenidos para
Anisakis 'y en la tabla 3.50 los obtenidos para
Hysterothylacium.

Tabla 3.49.- Comparacion de abundancias de Anisakis para muestras no
relacionadas, segln clases longitud, peso, estacidny procedencia, para el
total de la muestra de boqueron.

TOTAL BOQUERON

Abundancia media=0,34 < z P
Q-II—EII_D'B‘I"\II'-IIE—IIQCR%NEO 4958,0 -1,716 0,086
gg&l\k?/ERA 4420,5 -3,591 <0,0001
CLASE LONGITUD >13 cm 43205 2751 0,006
CLASE PESO =20 g 4738,0 -2,506 0,012

CLASE PESO >20 g

Se observaron diferencias con significancia estadistica en la
estacion (mayores abundancias en primavera) y en individuos
de mayor longitud y peso.
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Tabla 3.50.- Comparacion de abundancias de Hysterothylacium para
muestras no relacionadas, segun clases longitud, peso, estacion y
procedencia, para el total de la muestra de boquerodn.

TOTAL BOQUERON

Abundancia media=2,17 u z P

QTEIBA#&CR%NEO 4876,0 -1,813 0,070
I(D)I-QI—IOIVIl\,lA?/ERA 4439,5 -3,192 0,001
CLASE LONGITUD >15 cm 45760 1655 0,098
CLASE PESO <20 g 51810 g, -

CLASE PESO >20 g

Solamente se obtuvieron diferencias significativas en la
estacion (mayores abundancias de Hysterothylacium en
primavera).

Test de Wilcoxon

En la tabla 3.51 se resumen los resultados obtenidos
mediante esta prueba para Anisakis y en la tabla 3.52 para
Hysterothylacium.
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Tabla 3.51.- Comparaciéon de abundancias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, para el total de la muestra de boquerdén asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL BOQUERON -3,125 0,002
ATLANTICO -3,458 0,001
MEDITERRANEO 0 1

OTONO -0,905 0,366
PRIMAVERA -3,024 0,002

Los resultados mostraron (excepto para las muestras del
Mediterrdaneo y de otofio), la existencia de diferencias
estadisticamente significativas a favor del microhabitat de
parasitacion visceras.

Tabla 3.52.- Comparacidon de abundancias de Hysterothylacium por
microhabitat de parasitacidon, para el total de la muestra de boquerén y para
cada procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL BOQUERON -5,427 <0,0001
ATLANTICO -4,496 <0,0001
MEDITERRANEO -2,911 0,004
OTONO -2,934 0,003
PRIMAVERA -4,535 <0,0001

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas a favor de las visceras en todos los casos.
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3.5.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

Los resultados estadisticamente significativos (P<0,05) para
datos cuantitativos de los factores para Anisakis se muestran
en la tabla 3.53 y en la tabla 3.54 se muestran los resultados
obtenidos para Hysterothylacium.

Tabla 3.53.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de boquerén asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

LONGITUD PESO
Rho P<0,05 Rho P<0,05
BOQUERON TOTAL 0,217 0,002 0,294 <0,0001
ATLANTICO 0,249 0,009 0,472 <0,0001
MEDITERRANEO 0,094 - 0,048 -
OTONO -0,152 - 0,148 -
PRIMAVERA 0,523 <0,0001 0,521 <0,0001

Tanto el peso como la longitud mostraron influencia sobre las
abundancias de Anisakis para la muestra total de boquerdn.
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Tabla 3.54.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
Hysterothylacium, para el total de la muestra de boqueron asi como para
cada procedencia y estacion de captura.

LONGITUD PESO
Rho P<0,05 Rho P<0,05
TOTAL BOQUERON 0,034 - 0,131 -
ATLANTICO 0,168 <0,0001 0,460 <0,0001
MEDITERRANEO -0,368 <0,0001 -0,415 <0,0001
OTONO -0,208 0,030 0,081 -
PRIMAVERA 0,290 0,003 0,277 0,005

En la muestra total, ni el peso ni la longitud influyeron sobre
las abundancias de Hysterothylacium. Sin embargo, ambos
factores influyeron al separar la muestra por estaciones de
captura y procedencias.

ANOVA

Los resultados estadisticamente significativos (P<0,05) sobre
la abundancia de Anisakis, para datos cualitativos de los
factores, se muestran en la tabla 3.55 y para Hysterothylacium
en la 3.56.
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Tabla 3.55.- Influencia de los factores extrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de boquerén asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

e EorETe
Ln (N° L, Anisakis+1) INDEPENDIENTES F P<0,05
TOTAL PROCEDENCIA

BOQUERON ESTACION ) )
ATLANTICO ) 5,573 0,020
MEDITERRANEO ESTACION - -
OTONO - -
PRIMAVERA PROCEDENCIA 4,193 0,043

Ninguno de los factores mostré influencia en las abundancias
de Anisakis mediante esta prueba en la muestra total. Sin
embargo, la estacién si que influyé en la muestra del Atlantico
asi como la procedencia en la de primavera.

Tabla 3.56.- Influencia de los factores extrinsecos sobre las abundancias de
Hysterothylacium, para el total de la muestra de boquerén.

VARIABLE DEPENDIENTE VARIABLES

Ln (N°L; Hysterothylacium+1) INDEPENDIENTES F P<0,05
TOTAL PROCEDENCIA 6,591 0,001
BOQUERON ESTACION - -

Unicamente la procedencia mostré influencia sobre las
abundancias en la muestra total, siendo estas mayores en la
atlantica. Analizando cada procedencia y estacién de captura
por separado, en ningun caso ningun factor influyé en las
abundancias obtenidas.
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3.5.3.- DISCUSION

El boquerdn es un hospedador paraténico comin de nematodos
anisakidos y una importante fuente de infeccion para el ser
humano, ya que se consume en muchos paises. En Espania, la
preparacidon de éstos crudos en vinagre se considera el
principal factor de riesgo de contraer anisakidosis (DE
LIBERATO et al., 2013). Por este motivo es una especie muy
estudiada, fundamentalmente en la busqueda de larvas de
Anisakis.

Especies halladas y prevalencias

En el presente trabajo se aislaron L; de los géneros Anisakis e
Hysterothylacium, siendo las prevalencias de este Ultimo
mayores a las de Anisakis. Estudios recientes (FIORAVANTI et
al., 2004; RELLO et al., 2009; MARTINEZ & CASADEVALL,
2010; ANGELUCCI et al., 2011; DE LIBERATO et al., 2013)
muestran que especies de estos dos géneros son las mas
frecuentemente aisladas de boquerdn.

Las prevalencias de parasitacion por anisakidos obtenidas a
nivel global (32,10%) se corresponden con los resultados
reportados por otros investigadores: 31,95% (RELLO et al.,
2009) en pescado de distintas procedencias y 34,62% (MELONI
et al., 2011) en boquerones capturados en aguas de Cerdefia.
Sin embargo, otros estudios reportan prevalencias inferiores:
2,10% (PEREIRA BUENO et al., 1989); 2,20% (RENON &
MALDRANA, 1993); 5,60% (DE LA TORRE MOLINA et al.,
2000); 3,90% (CHALIGIANNIS et al., 2012); 2,30% (DE
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LIBERATO et al.,, 2013); e incluso nulas (OLMEDO
MEDICOUAGUE & SOLER, 1991; LOPEZ GIMENEZ &
MONSALVE, 1994; VIU et al.,, 1996; OSANZ MUR, 2001;
GUTIERREZ-GALINDO et al., 2010); aunque en algunos de
ellos no se indica la procedencia de captura del pescado.

Como se puede observar en estos datos, los estudios mas
recientes son los que obtienen mayores prevalencias. Por
tanto, el tratamiento de las visceras antes de arrojarlas al mar
€S un paso previo muy importante si se quieren disminuir
dichas prevalencias.

Las prevalencias sobre la muestra total de Anisakis reportadas
en este estudio (17,20%) fueron superiores a las obtenidas en
el trabajo reciente realizado por RELLO et al. (2009), en el cual
se reportan unas prevalencias del 9,35%, asi como a las del
resto de autores mencionados anteriormente.

Las Ls; de Anisakis identificadas nivel especifico de procedencia
atlantica fueron A. simplex (s.s.) y el genotipo hibrido A.
simplex (s.s.) x A. pegreffii. Sin embargo, en las 9 larvas
analizadas de procedencia mediterranea se identificé la especie
A. pegreffii y el genotipo hibrido mayoritariamente, mientras
que solo se identific6 una L; de A. simplex (s.s.),
encontrandose esta en musculatura. Otros estudios realizados
en el Mediterraneo muestran la presencia de A. pegreffii en
boquerén (MATTIUCCI & NASCETTI, 2008; CAVALLERO et al.,
2012 (en el Tirreno); CHALIGIANNIS et al., 2012 (en el mar
Egeo); MLADINEO et al., 2012); mientras que otros autores
(MELONTI et al., 2011; DE LIBERATO et al., 2013) identificaron
también el genotipo hibrido, en ambos casos en menor
proporcion que A. pegreffii.
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Influencia de la procedencia

Comparando los resultados por procedencias, las prevalencias
de Anisakis del presente estudio (21,10% en el Atlantico y
13,00% en el Mediterraneo) duplican a las obtenidas por
RELLO et al. (2009): 13,13% en el Atlantico y 5,56% en el
Mediterraneo. Por otro lado, numerosos trabajos reportan que
los boquerones de procedencia atlantica tienen mayores
prevalencias y abundancias de Anisakis que los originarios del
Mediterraneo (ADROHER et al., 1996) al igual que los
resultados obtenidos en este estudio, probablemente
relacionado con la mayor presencia de algunas especies de
delfines en el Atlantico (MATTIUCCI & NASCETTI, 2008),
mientras que en el oeste Mediterraneo la presencia de cetaceos
varia en funcién de las condiciones hidrograficas, topograficas y
tréficas (GANNIER, 2005).

Como se ha comentado en la identificacion molecular y
también de acuerdo con otros autores, tanto en boquerdn
como en otras numerosas especies de pescado, A. simplex
(s.s.) es la especie predominante en el Atlantico mientras que
en el Mediterraneo es mayoritaria A. pegreffii.

Influencia de la estacion de captura

Las mayores tasas de infeccién se detectaron en primavera,
tanto de anisdkidos totales como de ambos géneros por
separado. Estos resultados también fueron obtenidos en
estudios anteriores (DE LA TORRE MOLINA et al., 2000; RELLO
et al., 2009) y se podria relacionar con la migracién de las
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ballenas (hospedador definitivo) en esta época del afo, las
cuales diseminarian los huevos de anisakidos; aunque también
podria estar relacionado con el aumento poblacional de
metazoos planctonicos, que permitirian la continuidad del ciclo
(BOILY & MARCOGLIESE, 1995). De hecho, en un estudio
reciente elaborado por COSTALAGO et al. (2012) se constata
gue los cambios estacionales varian los habitos alimenticios del
boquerdn, pudiendo suponer este hecho un mayor riesgo de
parasitacion en ciertas épocas del afio.

Influencia de la longitud y el peso del hospedador

En el analisis de la influencia de factores intrinsecos del
pescado en el presente estudio, se obtuvo como resultado que
tanto el peso como la longitud influyeron en las prevalencias y
abundancias de Anisakis, siendo los ejemplares de mayor
longitud y peso (que se corresponderian a su vez con los de
mayor edad) los mas parasitados, permitiendo este hecho un
mayor contacto con hospedadores intermediarios vy
acumulando nematodos a lo largo de su vida. Ademas, los
peces de mayor tamafio estdn mas cerca de la cima de la
cadena tréfica, teniendo por tanto mayor probabilidad de
ingerir a otros hospedadores infectados.

Los resultados obtenidos por otros autores (RELLO et al., 2009;
DE LIBERATO et al., 2013) también concuerdan en que los
boquerones de mayor tamafio son los que presentan mayores
prevalencias, aumentando asi el riesgo, ya que los ejemplares
mas grandes son los que se suelen utilizar en la preparacion de
los boquerones en vinagre.
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Esta relacion entre prevalencias y tamafio también fue
observada por algunos autores en otras especies hospedadoras
(ADROHER et al., 1996; VALERO et al., 2006).

Microhabitat de parasitacion y migraciéon “"post mortem”

En una visidn general, tanto del total de anisakidos como de los
dos géneros por separado, las abundancias y las prevalencias
fueron mayores en visceras que en musculatura, excepto en la
muestra del Mediterraneo, en la cual el numero de
hospedadores parasitados por Anisakis en musculatura
coincidid con el numero de hospedadores parasitados en
visceras, siendo también las abundancias iguales en ambos
microhabitats y Unicamente de una larva en cada uno de ellos.
Estas bajas prevalencias en musculatura también fueron
observadas por otros autores (MLADINEO et al., 2012). Sin
embargo, otros estudios muestran prevalencias en musculo
mucho mayores: 25,60% (DE LIBERATO et al., 2013) vy
57,20% de Anisakis, 24,30% de Hysterothylacium (RELLO et
al., 2009), en este ultimo, los autores confirman la migracién
post mortem a musculo mediante examen visual.

En este trabajo, los dias transcurridos entre la pesca y el
anadlisis solo influyeron en el caso de Hysterothylacium. Por
tanto, el hecho de no mostrar influencia en el anélisis realizado
para Anisakis indica que la presencia en musculatura no
parece depender en este caso de los dias transcurridos,
pudiéndose visualizar enquistado en musculo también en los
ejemplares mas frescos. Este hecho es importante a la hora de
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valorar el riesgo de parasitacion humana y de tomar las
medidas preventivas adecuadas.

También puede observarse que la presencia en musculo resultd
ser muy baja (2 en la muestra atlantica y 1 en la
mediterranea). Es importante tener en cuenta este dato a la
hora de valorar el riesgo, ya que, aunque la presencia en
musculatura fue muy baja, el riesgo de adquirir anisakiosis por
consumo de boquerones es elevado. Ya se comentd que el
factor de riesgo mas importante en este pescado es el método
de preparacion; debido a que las larvas enquistadas en la
musculatura del boquerdn son especialmente resistentes
comparadas con las del resto de especies analizadas en este
estudio, probablemente debido a la elevada consistencia de su
carne, de dificil digestién. De hecho, la mayoria de los casos
publicados en Espafia fueron debidos al consumo de
boquerones en vinagre (LOUREDO et al., 1997; DEL OLMO
ESCRIBANO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1999; DEL OLMO
MARTINEZ et al., 2000; LOPEZ PENAS et al., 2000; LOPEZ-
SERRANO et al.,, 2000; REPISO ORTEGA et al., 2003;
GONZALEZ QUIJADA et al., 2005).

Hysterothylacium

En el caso de Hysterothylacium, en estudios anteriores se
mostraron prevalencias del 20,43% (CUELLAR et al., 1991),
24,45% (RELLO et al., 2009), y 21,90% (KULIKOWSKI et al.,
2012), todas ellas muy similares a las obtenidas en el presente
estudio (22,00%). Es bien conocido que Hysterothylacium es
mas prevalente en boquerdn que Anisakis, principalmente en el
Mediterraneo. Posiblemente la presencia de  peces
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hospedadores definitivos de este nematodo y la dieta del
boguerdn influyan en estas prevalencias diferenciales, ya que
se alimentan de copépodos, cirripedos, larvas de moluscos y
huevos de peces (KULIKOWSKI et al., 2012), vy los
hospedadores intermediarios mas comunes de las especies del
género Anisakis son eufasidos. Esta mayor presencia de
Hysterothylacium respecto a Anisakis en boquerdn también
podria ser debida al niumero de hospedadores intermediarios y
a unas condiciones hidrograficas favorables (KLIMPEL &
RUCKETT, 2005).

A la vista de los resultados obtenidos se puede postular que:

- El mayor riesgo en esta especie hospedadora seria el
método de preparacidén, que resulta insuficiente para
destruir las larvas enquistadas en la musculatura, siendo
asi la principal medida de prevencidon la correcta
congelacién previa a su preparacidon en vinagre para el
consumo.

- Los ejemplares que mayor riesgo conllevan son los de
mayor tamafio y capturados en primavera.

- En el caso particular del boquerdén, aunque las
prevalencias y abundancias fueron mayores en el
Atlantico, las diferencias respecto al Mediterrdneo no
fueron significativas, por tanto, la procedencia en este
caso no fue tan relevante como en las otras especies de
pescado analizadas.
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3.6.- SARDINA

3.6.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.6.1.1.- Aislado e identificacion morfoldégica

En total se aislaron 199 L; de anisakidos (186 en visceras y 13
en musculatura) en las 201 sardinas analizadas, pertenecientes
al género Hysterothylacium principalmente (190 larvas). Del
género Anisakis solo se aislaron 9 larvas en cinco
hospedadores parasitados (5 en visceras y 4 en musculatura),
diferenciables entre ellas, a nivel morfoldgico, por una serie de
caracteristicas ya detalladas en la tabla 1.2.

3.6.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

Solamente se pudo identificar por PCR-RFLP una de las 9 larvas
extraidas (de procedencia mediterrdnea y presente en
musculatura), dando como resultado tras la digestion con HinfI
3 bandas de 250, 300 y 370 pb, caracteristicas de A. pegreffii.
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3.6.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.6.2.1.- Estadistica descriptiva

A continuacion se comentan los resultados mas relevantes
obtenidos en el total de muestra de sardina que se resumen en
las tablas 3.57 a 3.59.

Andlisis de las prevalencias

Un 15,90% de las sardinas analizadas estaban parasitadas por
anisakidos (2,50% por  Anisakis 'y 13,40% por
Hysterothylacium). Para el total de anisakidos, las prevalencias
fueron superiores en visceras (13,90%) que en musculatura
(5,00%), en el Mediterraneo (23,20%) que en el Atlantico
(8,00%) y mayores en primavera (19,80%) que en otofio
(12,00%).

Analisis de los rangos

La poblacion de Hysterothylacium presentd rangos maximos
de parasitacion superiores a la de Anisakis, con
infrapoblaciones maximas de 37 (35 en visceras, 2 en
musculatura) y 5 (4 en visceras, 1 en musculatura) helmintos
respectivamente. Los mayores rangos se obtuvieron en el
Atlantico y durante la primavera (1-37) pero fueron muy
similares a los hallados en el Mediterraneo y durante el otofio
(1-32).
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Andlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 0,99 para el total de
anisakidos. Superiores para Hysterothylacium (0,95) que para
Anisakis (0,04), superiores en visceras (0,93) que en
musculatura (0,06) y mayores en el Mediterraneo (1,46) que
en el Atlantico (0,52) siendo iguales en otofio que en
primavera (0,99). La carga parasitaria fue superior en visceras
que en musculatura para Hysterothylacium (0,90 y 0,04;
respectivamente), mientras que para Anisakis fue igual en
musculo que en visceras (0,02).

Dado que, tanto las prevalencias como las abundancias
resultaron ser bajas (sobre todo para Anisakis), y con el
objetivo de poder obtener resultados con significancia
estadistica para las comparaciones de prevalencias vy
abundancias, asi como para analizar los factores que influyeron
en cada una de ellas, en el caso de la muestra de sardina se
tomaron los datos del total de anisdkidos para realizar el resto
de los analisis estadisticos.
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Tabla 3.57.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (gA), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de sardina y
para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L3
N % Am (gA) Rango

(N=201) Halladas

Anisakis

Visceras 2 1,00 0,02 (0,02) 1-4

Musculo 4 2,00 0,02 (0,01) 1-1 4

Total 5 2,50 0,04 (0,03) 1-5

Hysterothylacium

Visceras 26 12,90 0,90 (0,29) 1-35 181

Mdusculo 6 3,00 0,04 (0,02) 1-2 9

Total 27 13,40 0,95 (0,30) 1-37 190

Anisakidos

Visceras 28 13,90 0,93 (0,30)  1-35 186

Musculo 10 5,00 0,06 (0,02) 1-2 13

Total 32 15,90 0,99 (0,31) 1-37 199
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Tabla 3.58.- NUmero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n© L; halladas en sardina y por microhdbitat de
parasitacion; para cada procedencia.

ATLANTICO N° L; | MEDITERRANEO N° L;
(N=100) /o Am Rango e (N=101) % Am Rango s

Anisakis
Visceras 1 1,00 0,01 1-1 1 1,00 0,04 1-4 4
Musculo 1 1,00 0,01 1-1 1 3 3,00 0,03 1-1 3
Total 2 2,00 0,02 1-1 2 3 2,40 0,07 1-5 7
Hysterothylacium
Visceras 6,00 0,46 1-35 46 20 19,80 1,34 1-32 135
Musculo 2,00 0,04 1-2 4 4 4,00 0,05 1-2 5
Total 6,00 0,50 1-37 50 21 20,80 1,39 1-32 140
Anisakidos
Visceras 7,00 0,47 1-35 47 21 20,80 1,38 1-32 139
MUsculo 3,00 0,05 1-2 5 7 6,90 0,08 1-2 8
Total 8,00 0,52 1-37 52 24 23,20 1,46 1-32 147
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Tabla 3.59.- NUmero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n© L; halladas en sardina y por microhdbitat de
parasitacion; para cada estacion de captura.

OTONO N° Ls PRIMAVERA N° Ls
(N=100) % Am Rango e (N=101) % Am Rango s
Anisakis
Visceras 2,00 0,05 1-4 5 0 0,00 0,00 0 0
Musculo 3,00 0,03 1-1 3 1,00 0,01 1-1 1
Total 4 4,00 0,08 1-5 8 1 1,00 0,01 1-1 1
Hysterothylacium
Visceras 8,00 0,88 1-32 88 18 17,80 0,92 1-35 93
Musculo 2,00 0,03 1-2 3 4 4,00 0,06 1-2 6
Total 8,00 0,91 1-32 91 19 18,80 0,98 1-37 99
Anisakidos
Visceras 10 10,00 0,93 1-32 93 18 17,80 0,92 1-35 93
Mdusculo 5 5,00 0,06 1-2 6 5 5,00 0,07 1-2 7
Total 12 12,00 0,99 1-32 99 20 19,80 0,99 1-37 100
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3.6.2.2.- Comparacion de Prevalencias: Test de X2

A continuacidbn se muestra la tablas de contingencias
(agrupadas en la tabla 3.60) derivadas de la comparacién de
las prevalencias de anisakidos totales.

Tabla 3.60.- Comparacion de prevalencias de anisakidos por microhabitat
de parasitacion, por procedencia y por estacion de captura para el total de
muestra analizada de sardina.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA R o
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 173 28 201 191 10 201 8,399 0,003
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO X o
0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 92 8 100 77 24 101 8,186 0,003
Estacién OTONO PRIMAVERA X b
0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 88 12 100 81 20 101 1,739 0,177

Se dieron diferencias estadisticamente significativas en
microhabitat de parasitacion (mayor en Vvisceras) y en
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procedencia (mayor en Mediterraneo) mientras que por
estacion de captura, aunque las prevalencias fueron mayores
en primavera, las diferencias respecto a otofio no resultaron
ser significativas.

3.6.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos y
extrinsecos sobre la prevalencia: Regresion Logistica
Binaria

En la tabla 3.61 se muestran los resultados estadisticamente
significativos (P<0,05) obtenidos mediante esta prueba.

Tabla 3.61.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de anisakidos, para el total de la muestra de sardina asi como
para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

N° Hospedadores Variables X2 S Variables

parasitados por independientes ! incluidas
Anisakis

TOTAL procedencia

SARDINA estacion, peso, 9,700 0,002 PROCEDENCIA

(N=32) longitud

ATLANTICO LONGITUD, ES-

(N=8) estacion, 15,907 0,001 1) 16N ¥ PESO

MEDITERRANEO longitud, peso

(N=24) i i i

OTONO

(N=12) procedencia, 6,550 0,01 PROCEDENCIA

PRIMAVERA longitud, peso

(N=20) ) ) i
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Solamente la procedencia mostré influencia con significancia
estadistica sobre las prevalencias de anisakidos obtenidas en la
muestra total de sardina, siendo estas mayores en el
Mediterraneo.

Teniendo en cuenta solamente a los hospedadores parasitados
y anadiendo el factor dias pescado, ningun factor mostrd
influencia en las prevalencias en musculo, probablemente
debido al bajo nimero de hospedadores parasitados en este
microhabitat.

3.6.2.4.- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

En la tabla 3.62 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Tabla 3.62.- Comparacion de abundancias de anisakidos para muestras no
relacionadas, segun clases longitud, peso, estaciény procedencia, para el
total de la muestra de sardina.

TOTAL SARDINA 5 7 o
Abu’ndancia media=0,99

ATLANTICO

e NED 4230,0 -3,124 0,002
OTORO

o AVERA 4675,0 -1,428 0,153
CLASE LONGITUD <18 cm

CLASE LONGITUD >18 cm 5046,5 -0,010 0,992
CLASE PESO =40 g 4604,5 -1,255 0,210

CLASE PESO >40¢
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Se obtuvieron diferencias significativas Unicamente en la
procedencia (las abundancias en el Mediterrdaneo fueron
mayores que en el Atlantico), sin diferencias en cuanto a la
estacion y clases longitud y peso.

Test de Wilcoxon

En la tabla 3.63 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Tabla 3.63.- Comparacion de abundancias de anisakidos por microhabitat
de parasitacidon, para el total de la muestra de sardina asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL SARDINA -4,452 <0,0001
ATLANTICO -2,154 0,031
MEDITERRANEO -3,922 <0,0001
OTONO -2,680 0,007
PRIMAVERA -3,587 <0,0001

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas a favor de las visceras. Sin embargo cabe
destacar que, en el caso de Anisakis, aunque solamente se
aislaron 9 larvas, 4 de ellas se extrajeron de la musculatura.
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3.6.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

Los resultados estadisticamente significativos sobre las
abundancias de anisakidos para datos cuantitativos de los
factores, se muestran en la tabla 3.64.

Tabla 3.64.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
anisakidos, para el total de la muestra de sardina asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

LONGITUD PESO
Rho P<0,05 Rho P<0,05
TOTAL SARDINA 0,051 - -0,020 -
ATLANTICO 0,351 <0,0001 0,236 0,018
MEDITERRANEO 0,077 - 0,041 -
OTONO 0,151 - 0,043 -
PRIMAVERA -0,029 - 0,007 -

Unicamente en la muestra del Atlantico, el peso y la longitud
mostraron influencia sobre las abundancias de anisakidos
mediante esta prueba, siendo estas mayores en los individuos
de mayor longitud y peso. Ninguno de los dos factores influyd
en la muestra total.

ANOVA

Ninguno de los factores mostré influencia en las abundancias
de anisakidos totales mediante esta prueba.
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3.6.3.- DISCUSION

La sardina es otra especie de pescado de elevado consumo en
nuestro pais siendo su principal método de preparacion el
asado o la plancha. Aunque las prevalencias y abundancias de
Anisakis en musculatura son muy bajas en esta especie
hospedadora, hay que tener presente el método de
preparacién, ya que algunos casos de anisakidosis reportados
en Espafa por sardina fueron debidos a que se consumieron
crudas (BARROS et al., 1992; ACEBES et al., 1996).

Especies halladas y prevalencias

Los Unicos géneros identificados en sardina también fueron
Anisakis (2,50%) e Hysterothylacium (13,40%). Las mayores
prevalencias de anisakidos en primavera y en el Mediterrdneo
concuerdan con los resultados obtenidos en otras especies
hospedadoras analizadas en este trabajo, muy probablemente
debido a la mayor presencia de larvas de Hysterothylacium,
que, tal como se comentd anteriormente, es mas frecuente en
primavera y en el Mediterraneo.

Estudios anteriores también reportan mayores prevalencias de
especies del género Hysterothylacium que de Anisakis: 29,60%
de Hysterothylacium sp. y 0,00% de Anisakis sp. (CUELLAR et
al., 1991); 40,00% de Hysterothylacium sp. y 10,00% de A.
simplex (SANMARTIN et al., 1994); 11,85% de
Hysterothylacium aduncum y 0,00% de Anisakis (RELLO et al.,
2009); mientras que otros reportan prevalencias de anisakidos
muy bajas en sardina (RUIZ VALERO et al., 1992; RENON &
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MALDRANA, 1993: CHALIGIANNIS et al., 2012); incluso nulas
(PEREIRA BUENO et al., 1989; OLMEDO MEDICOUAGUE &
SOLER, 1991: LOPEZ GIMENEZ & MONSALVE, 1994; VIU et al,
1996; DE LA TORRE MOLINA et al., 2000; ABOLLO et al., 2001;
OSANZ MUR, 2001).

Las bajas prevalencias de Anisakis en sardina sugieren que el
hospedador invertebrado ideal no figura en su dieta habitual o
bien que este no es un hospedador éptimo para Anisakis
(MATTIUCCI & NASCETTI, 2006). Las sardinas se alimentan de
zooplacton pero también de fitoplancton (PALOMERA et al.,
2007), siendo los primeros hospedadores de ambos anisakidos
pequefios crustaceos presentes en el zooplacton. La mayor
presencia de Hysterothylacium respecto a Anisakis podria
indicar que los primeros hospedadores intermediarios de
ambos nematodos fueran diferentes.

La Unica larva analizada molecularmente era de procedencia
mediterranea y se identific6 como A. pegreffii. Este resultado
también lo obtuvieron otros autores en sardina (MELONI et al.,
2011; TEDDE et al., 2011; CHALIGIANNIS et al., 2012) y
también en otras especies hospedadoras procedentes del
Mediterrdneo (FARJALLAH et al., 2008; en pescado de las
costas de Tetuan y SANTORO et al., 2010; en tortuga boba
mediterranea).

Influencia de la procedencia

Las prevalencias y abundancias de anisakidos (y a diferencia
del resto de las especies analizadas en este estudio) fueron
mayores en el Mediterraneo (23,20% y 1,46; respectivamente)
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que en el Atlantico (8,00% y 0,52; respectivamente), con
diferencias significativas en ambos casos, mostrando, ademas,
la procedencia influencia en las prevalencias obtenidas. Esta
mayor prevalencia en la procedencia mediterranea, como se ha
comentado anteriormente, podria ser debida a la elevada
presencia de Hysterothylacium en esta zona, reportada
también por otros autores (CUELLAR et al., 1991; RELLO et al.,
2009).

Influencia de la estacion de captura

Aunque las prevalencias de anisakidos fueron algo mayores en
primavera, ni la comparacion de prevalencias ni la de
abundancias dieron resultados estadisticamente significativos.
Al observar ambos géneros por separado, las prevalencias y
abundancias de Hysterothylacium fueron mayores en
primavera siendo las de Anisakis mayores en otofio. La mayor
presencia de Hysterothylacium en primavera también fue
anteriormente reportada por otros autores en sardina
(SANMARTIN et al., 1994) y en otras especies de pescado (DE
LA TORRE MOLINA et al., 2000) y las posibles causas ya han
sido ampliamente comentadas con anterioridad en otras
especies analizadas en este trabajo.

Influencia de la longitud y el peso

Ninguno de los factores intrinsecos analizados, longitud y peso,
mostré influencia ni en las prevalencias ni en las abundancias
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de anisakidos en la muestra total. Estos factores uUnicamente
influyeron en las abundancias en la muestra procedente del
Atlantico, aunque los rangos de peso y longitud no diferian en
gran medida del resto de muestras analizadas. Otros estudios
realizados en sardina mostraron resultados similares aunque,
la muestra que resultd influenciada por la longitud fue la de
procedencia mediterranea (al contrario que en nuestro caso),
pero las diferencias con los de menor longitud no fueron
significativas (RELLO et al., 2008). Estos resultados podrian ser
debidos al pequeno tamafo de los ejemplares analizados en
ambos estudios, ya que otros trabajos realizados en especies
hospedadoras de mayor tamafio si que obtuvieron una relacién
estadisticamente significativa entre prevalencias y longitud
(ADROHER et al., 1996; VALERO et al., 2006).

Microhabitat de parasitacion y migracion “"post mortem”

Se obtuvieron mayores prevalencias y abundancias de
anisakidos en visceras que en musculatura. Llama la atencion
gue la escasa migracién a musculo de Hysterothylacium en
esta especie hospedadora en particular coincide con la mayor
presencia de larvas de Anisakis en musculatura, ya que,
aunque sus prevalencias y abundancias fueron bastante
menores a las de Hysterothylacium, en todas las muestras
fueron superiores en musculatura que en visceras (excepto en
la del Atlantico, cuyas prevalencias en musculo coincidieron con
las de visceras: 1,00%).

Las menores prevalencias de Anisakis en las ocho especies
analizadas se obtuvieron en sardina (2,50%), pero como se ha

comentado anteriormente, su presencia en musculatura
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(aungue baja) fue mayor que en visceras, factor importante a
tener en cuenta a la hora de valorar el riesgo de parasitacidon
humana. En otros estudios, mencionados anteriormente, no se
nombra la presencia de anisakidos en musculatura de sardina.
Unicamente en el realizado por RELLO et al. (2008) se comenta
la presencia en musculo solamente de Hysterothylacium
(4,96%), con prevalencias muy similares a las obtenidas en
este trabajo (3,00%).

En general se puede postular que:

- La presencia de Anisakis en sardina fue escasa pero con
mayores prevalencias en musculo que en visceras.

- Fue la Unica especie analizada que presentd mayores
abundancias y prevalencias de ambos anisakidos en la
procedencia mediterranea.

259



Resultados y Discusion

3.7.- CABALLA

3.7.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.7.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

Se extrajeron 808 L; de anisakidos (611 de visceras y 197 de
musculatura) de las 169 caballas analizadas, del género
Anisakis principalmente (798). También se aislaron larvas del
género Hysterothylacium (10) pero solamente en la
procedencia atlantica y en primavera (9 en visceras y 1 en
musculatura). La figura 3.14 muestra la presencia de
anisakidos en visceras de caballa y bajo lupa binocular.

Figura 3.14.- a) Larvas de Anisakis en visceras de caballa; b) Observacion
bajo lupa de L; de Anisakis extraidas de visceras.
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3.7.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

Se realizd el analisis molecular a 29 Ls; uUnicamente de la
procedencia atlantica, identificandose las especies A. simplex
(s.s.), A. pegreffii (solamente 1 y se encontraba en visceras) y
el genotipo hibrido A. simplex (s.s.) x A. pegreffii en base a la
longitud de los fragmentos obtenidos tras la digestiéon, como se
muestra en la tabla 3.65.

Tabla 3.65.- N° de L; de Anisakis aisladas de caballa, n° de L; analizadas,
especie y/o genotipo identificado a nivel molecular. A.s. (s.s.)=A. simplex
(sensu stricto).

N©° L3 N©° L3 Especie/
Halladas Analizadas GenOtipo
11 A.s. (s.s.)
Visceras 602 23 11 hibridos
1 A. Pegreffii
Musculo 196 6 6 A.s. (s.5.)
17 A.s. (s.s.)
Total 798 29 11 hibridos

1 A. Pegreffii

Estos resultados coinciden con otras especies analizadas en
cuanto a la mayor presencia de A. simplex (s.s.) en la
procedencia atlantica y también en cuanto a su presencia en
musculatura, ya que fue la Unica especie identificada en este
microhabitat, mientras que el Unico ejemplar identificado de A.
pegreffii estaba presente en visceras. Tampoco se identifico
ningin genotipo hibrido de musculatura en esta especie
hospedadora en concreto.
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3.7.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.7.2.1.- Estadistica descriptiva

A continuacion se comentan los resultados mas relevantes
obtenidos en el total de muestra de caballa que se resumen en
las tablas 3.66 a 3.68.

Anadlisis de las prevalencias

Las prevalencias de parasitacidn por anisdkidos en caballa
fueron del 45,60% (45,60% por Anisakis y 3,00% por
Hysterothylacium). Para el total de anisakidos, las prevalencias
fueron superiores en visceras (43,80%) que en musculatura
(21,90%), en el Atlantico (62,50%) que en el Mediterraneo
(30,30%) y mayores en otofio (62,10%) que en primavera
(24,30%).

Analisis de los rangos

La poblacion de Anisakis presentd rangos maximos de
parasitacion superiores a la de Hysterothylacium, con
infrapoblaciones maximas de 198 (150 en visceras, 48 en
musculatura) y 3 (2 en visceras y 1 en musculatura) helmintos
respectivamente. Los mayores rangos se obtuvieron en el
Atlantico y durante el otofo (198 larvas; 150 en visceras y 48
en musculatura).
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Andlisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 4,78 para el total de
anisakidos. Superiores para Anisakis (4,72) que para
Hysterothylacium (0,06), superiores en visceras (3,62) que en
musculatura (1,17), mayores en el Atlantico (6,50) que en el
Mediterraneo (3,24) y mayores en otofio (7,02) respecto a
primavera (1,91). Cabe destacar que no se hall6 ninguna larva
de Hysterothylacium en la poblacidon del Mediterraneo ni
tampoco en la de otofo.

Tabla 3.66.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (gA), rangos
minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en la muestra total de caballa y
para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL N° L;
N % Am (gA) Rango

(N=169) Halladas

Anisakis

Visceras 74 43,80 3,56 (0,98) 1-150 602

Musculo 37 21,90 1,16 (0,37) 1-48 196

Total 77 45,60 4,72 (1,28) 1-198 798

Hysterothylacium

Visceras 5 3,00 0,05 (0,02) 1-2 9

Mdusculo 1 0,60 0,01 (0,01) 1-1

Total 5 3,00 0,06 (0,03) 1-3 10

Anisakidos

Visceras 74 43,80 3,62(0,98) 1-150 611

MUsculo 37 21,90 1,17 (0,37) 1-48 197

Total 77 45,60 4,78 (1,29) 1-198 808
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Tabla 3.67.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L, halladas en caballa y por microhdbitat de
parasitacion; para cada procedencia.

ATLANTICO N° L; | MEDITERRANEO N° L3
(N=80) % Am Rango otiades (N=89) % Am Rango indas

Anisakis
Visceras 47 58,80 5,19 1-150 415 27 30,30 2,10 1-30 187
Mdusculo 24 30,00 1,19 1-48 95 13 14,60 1,13 1-26 101
Total 50 62,50 6,38 1-198 510 27 30,30 3,24 1-40 288
Hysterothylacium
Visceras 5 6,30 0,11 1-2 9
Musculo 1,30 0,01 1-1
Total 5 6,30 0,13 1-3 10
Anisakidos
Visceras 47 58,80 5,30 1-150 424 27 30,30 2,10 1-30 187
MUsculo 24 30,00 1,20 1-48 96 13 14,60 1,13 1-26 101
Total 50 62,50 6,50 1-198 520 27 30,30 3,24 1-40 288

Nota: Para la muestra del Mediterraneo, el total de anisakidos se corresponde con el total de Anisakis, ya que

no se hallaron ejemplares de otros géneros en dicha muestra.
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Tabla 3.68.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L, halladas en caballa y por microhdbitat de
parasitacion; para cada estacion de captura.

OTONO N° L; PRIMAVERA N° L;
(N=95) % Am Rango otiades (N=74) % Am Rango indas
Anisakis
Visceras 56 58,90 5,12 1-150 486 18 24,30 1,57 1-22 116
Musculo 27 28,40 1,91 1-48 181 10 13,50 0,20 1-2 15
Total 59 62,10 7,02 1-198 667 18 24,30 1,77 1-24 131
Hysterothylacium
Visceras 5 6,80 0,12 1-2 9
Musculo 1 1,40 0,01 1-1
Total 5 6,80 0,14 1-3 10
Anisakidos
Visceras 56 58,90 5,12 1-150 486 18 24,30 1,69 1-22 125
Mdusculo 27 28,40 1,91 1-48 181 10 13,50 0,22 1-2 16
Total 59 62,10 7,02 1-198 667 18 24,30 1,91 1-24 141

Nota: Para la muestra de otofio, el total de anisakidos se corresponde con el total de Anisakis, ya que no se
hallaron ejemplares de otros géneros en dicha muestra.
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3.7.2.2.- Comparacion de Prevalencias: Test de X2

A continuacidn se muestran las tablas de contingencia
derivadas de la comparacién de las prevalencias de Anisakis
(agrupadas en la tabla 3.69).

Tabla 3.69.- Comparacion de prevalencias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, por procedencia y por estacion de captura para el total de
muestra analizada de caballa.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X2 b
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 95 74 169 132 37 169 17,385 <0,0001
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO X o
0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 30 50 80 62 27 89 16,298 <0,0001
Estacion OTONO PRIMAVERA X b
0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 36 59 95 56 18 74 22,440 <0,0001

Se dieron diferencias estadisticamente significativas en
microhabitat de parasitacién, procedencia y estacién (mayor en
visceras, en Atlantico y en otofio).
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3.7.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las prevalencias: Regresion Logistica
Binaria

En las tablas 3.70 y 3.71 se muestran los resultados
estadisticamente significativos (P<0,05) obtenidos mediante
esta prueba.

Tabla 3.70.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre las
prevalencias de Anisakis, para el total de la muestra de caballa asi como
para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

N° Hos_pedadores ) Variablles X2 P<0,05 \_Iaria_bles

parasitados por independientes incluidas
Anisakis

TOTAL procedencia,

CABALLA estacion, peso, 53,151 0,0001 PESO

(N=77) longitud

ATLANTICO

(N=50) estacion, i i )

MEDITERRANEO longitud, peso LONGITUD,

(N=27) 62,301 0,0001 ESTACION

OTONO

(N=59) procedencia, i i )

Z::TQ;I ERA longitud, peso ) 461 0,0001 PROCEDENCIA

Solamente el factor peso mostrd influencia estadisticamente
significativa sobre las prevalencias en la muestra total, siendo
los ejemplares de mayor peso los mas parasitados.
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Teniendo en cuenta solo a los hospedadores parasitados y
afiadiendo el factor dias pescado, Unicamente el peso mostrd
influencia en las prevalencias, siendo los hospedadores de
mayor tamafio los mas parasitados también en musculatura. El
factor dias pescado no influyd sobre las prevalencias de
Anisakis debido a que se hallaban parasitados en musculo
tanto los ejemplares que llevaban varios dias capturados como
los que solamente habia transcurrido un dia desde la pesca
hasta el analisis, por tanto, en las caballas mas frescas también
se encontraron helmintos en musculatura.

Tabla 3.71.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre la
prevalencia de Anisakis en musculo, solo en individuos parasitados, para
el total de la muestra de caballa asi como para cada procedencia y estacion
de captura.

V. dependiente:

N° Hospedadores

parasitados por . Varlab_les X2 P <0,05 \_Iarla_bles
Anisakis en independientes incluidas
musculo
procedencia,
{31:;)CABALLA estacion, longitud, 9,816 0,002 PESO
B peso, dias pescado
A longitud, peso,
F;P:;TRRANEO dias pescado - - -
OTONO ,
(N=27) procedencia, - - -
PRIMAVERA longitud, peso,
(N=10) dias pecado 7,979 0,005 PESO
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3.7.2.4.- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.72.

Tabla 3.72.- Comparacién de abundancias de Anisakis para muestras no
relacionadas, segln clases longitud, peso, estaciény procedencia, para el
total de la muestra de caballa.

TOTAL CABALLA 0 7 o
Abundancia media=4,72

ATLANTICO

AN TCO (o 2575,0 -3,395 0,001
OTORO

O VERA 2178,5 -4,636 <0,0001
CLASE LONGITUD <27 cm

CLASE LONGITUD 227 cm 1572,5 -6,574 <0,0001
CLASE PESO <200 g 1350,0 -7,079 <0,0001

CLASE PESO >200 g

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
abundancias en todos los casos (procedencia, estacién, clase
longitud y clase peso), siendo estas mayores en el Atlantico, en
otofio y en los individuos de mayor longitud y peso.
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Test de Wilcoxon

En la tabla 3.73 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Tabla 3.73.- Comparacién de abundancias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, para el total de la muestra de caballa asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL CABALLA -5,559 <0,0001
ATLANTICO -5,815 <0,0001
MEDITERRANEO -1,753 0,080

OTONO -4,359 <0,0001
PRIMAVERA -3,645 <0,0001

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas a favor del microhabitat de parasitacién visceras
en todas las muestras, excepto en la del Mediterraneo.
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3.7.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

Los resultados estadisticamente significativos se muestran en
la tabla 3.74.

Tabla 3.74.- Influencia de los factores intrinsecos sobre las abundancias de
Anisakis, para el total de la muestra de caballa asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

LONGITUD PESO
Rho P<0,05 Rho P<0,05
TOTAL CABALLA 0,556 <0,0001 0,520 <0,0001
ATLANTICO 0,331 0,003 0,195 -
MEDITERRANEO 0,669 <0,0001 0,661 <0,0001
OTONO 0,218 0,033 0,165 -
PRIMAVERA 0,558 <0,0001 0,553 <0,0001

En la muestra total, tanto el peso como la longitud mostraron
influencia sobre las abundancias.

ANOVA

Ninguno de los factores analizados mediante esta prueba
mostré influencia en las abundancias de anisakidos totales.
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3.7.3.- DISCUSION

La caballa también figura entre los pescados mas consumidos
en nuestro pais y, aunque no aparece como agente causal en
los casos de anisakidosis reportados en Espafia, si es frecuente
en Japdén, donde su consumo (tanto de caballa como de
estornino) es elevado. A nivel econdmico también es
importante ya que es frecuente su preparacion enlatada vy,
también en Japdn, se ha observado alguna larva de anisakido
en pescados en conserva, lo cual disminuye su valor, afecta a
las caracteristicas organolépticas y puede suponer un riesgo
debido a la presencia de antigenos termoestables del parasito,
que podrian ocasionar reacciones alérgicas al consumidor. Otro
método de preparacion frecuente es cocinarla a la plancha, por
lo tanto debe tenerse en cuenta el gran tamafo que pueden
presentar algunos ejemplares (rango de las caballas de este
estudio, entre: 29,96-466,80 g de peso y 15,0-39,2 cm de
longitud) ya que no se alcanza la misma temperatura en el
centro de la pieza, zona mas alejada de la fuente de calor.

Especies halladas y prevalencias

Al igual que en la mayoria de las especies hospedadoras
analizadas, Anisakis e Hysterothylacium fueron los dos géneros
presentes en caballa, con unas prevalencias de parasitacién por
anisakidos totales y por Anisakis del 45,60%, mientras que las
prevalencias de Hysterothylacium fueron bastante inferiores
(3,00%) y presente este Ultimo Unicamente en las muestras
del Atldntico y en primavera. SANMARTIN et al. (1994)
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también reportaron la presencia de ambos géneros en caballas
procedentes del Atlantico con prevalencias similares a las de
este estudio para Anisakis (48,70%) pero muy superiores para
Hysterothylacium (29,00%).

Otros autores también reportan elevadas prevalencias de
anisakidos en caballa: 32,00% (OLMEDO MEDICOUAGUE &
SOLER, 1991; LOPEZ GIMENEZ & MONSALVE, 1994); 67,00%
(CUELLAR et al., 1991) y 20,60% (DE LA TORRE MOLINA et al.,
2000).

La comparacion de la prevalencia total de Anisakis muestra la
existencia de diferencias significativas en cuanto a |la
procedencia atlantica, estacion de captura otofo y microhabitat
de parasitacidon visceras. Sin embargo, al analizar mediante
RLB los factores que influyeron en las prevalencias, Unicamente
el peso mostré influencia con significancia estadistica tanto en
la muestra total como teniendo en cuenta solamente a los
hospedadores parasitados para analizar qué factores influyeron
en la presencia del parasito en musculatura.

Las Ls; de Anisakis analizadas a nivel molecular procedian
Unicamente del Atlantico y dieron como resultado la presencia
de A. simplex (s.s.), el genotipo hibrido A. simplex (s.s.) x A.
pegreffii y un Unico ejemplar de A. pegreffii. En visceras se
identificaron las tres especies mientras que en musculatura
Unicamente A. simplex (s.s.). ABOLLO et al. (2001) también
identificaron A. simplex (s.s.) y A. pegreffii pero no ejemplares
hibridos en caballas capturadas en aguas de Galicia. En cuanto
a la procedencia mediterranea, no se pudo identificar ninguna
larva en este trabajo pero otros autores muestran a A. pegreffii
como la especie mayoritaria en caballas de esta procedencia:
FARJALLAH et al. (2008), en Marruecos y Mauritania; MELONI
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et al. (2011), en Cerdefa; CHALIGIANNIS et al. (2012), en el
mar Egeo).

Influencia de la procedencia

En la muestra de caballa, la procedencia influyd en los géneros
identificados, ya que Hysterothylacium no aparecid en la
muestra del Mediterraneo. Tanto las prevalencias como las
abundancias de Anisakis fueron mayores en el Atlantico
(62,50% vy 6,38; respectivamente) y con diferencias
estadisticamente significativas respecto al Mediterraneo en
ambos casos (30,30% vy 3,24; respectivamente). Esta elevada
prevalencia en el Atlantico también fue observada por otros
autores en estudios anteriores: 74,54% en Galicia (ABOLLO et
al., 2001) y 48,70% (SANMARTIN et al., 1994). Sin embargo,
en el Mediterraneo los valores reportados fueron menores:
14,20% (RENON & MALDRANA, 1993) y 9,50-18,50% en
caballa pescada en la zona de Tarragona (OSANZ MUR, 2001);
mientras que MELONI et al. (2011) obtuvieron un 50,00% de
prevalencia en caballas procedentes de Cerdefia. Esto podria
deberse a influencia de la zona estudiada, ya que procedian del
este, mientras que las del presente estudio procedian de las
costas espafolas (zona oeste del Mediterrdneo); aunque
también debemos tener en cuenta que en el estudio de MELONI
et al. (2011) el numero de hospedadores analizados fue muy
bajo (Unicamente 10 ejemplares).

A la vista de estos datos también se podria postular que las
prevalencias en el Mediterraneo han ido aumentando a lo largo
de los afios, ya que nuestros datos también son superiores a
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los anteriormente mencionados en caballas capturadas en
costas espanolas.

Influencia de la estacion de captura

Tanto las prevalencias como las abundancias de Anisakis
fueron mayores en otofio y con diferencias estadisticamente
significativas respecto a las de primavera, al contrario de lo
observado en el resto de especies analizadas en este trabajo.
Sin embargo, los ejemplares del género Hysterothylacium se
observaron Unicamente en primavera.

Ya se ha comentado en otras especies analizadas en este
estudio la mayor presencia de este género en esta estacion y
los posibles factores que podrian influir; principalmente Ila
mayor presencia de hospedadores en esta época del afio y la
mayor cantidad de zooplacton, tal y como se comenté en el
apartado de la bacaladilla (K@QIE & FAGERHOLM, 1995; KQ@IE et
al., 1995; MARCOGLIESE, 1995b). Otros autores (CHOU et al.,
2011), reportaron mayores abundancias de anisakidos en
primavera en ejemplares de Scomber australicus capturados en
las costas japonesas del Pacifico y mar de China.

Influencia de la longitud y el peso

En esta especie de pescado es en la que mayor relaciéon se ha
obtenido entre el tamafio y las prevalencias y abundancias, ya
que las prevalencias fueron mayores en los individuos de

mayor peso y, al analizar los factores que influyeron en la
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presencia de Anisakis por RLB (particularmente en musculo),
en ambos casos el peso fue el Unico factor que influyd en las
prevalencias obtenidas, tanto en el total de muestra, como en
la muestra solo de hospedadores parasitados. En cuanto a las
abundancias, ambos factores (peso y longitud) mostraron
influencia 'y las diferencias fueron estadisticamente
significativas; ademas, al analizar los factores que influyeron
en las abundancias, también en este caso Unicamente el peso y
la longitud mostraron influencia, con diferencias significativas
en todos ellos. Otros autores como OSANZ MUR (2001) no
encontraron esta relacidon. Sin embargo, son numerosos los
estudios que si mostraron relacion entre el tamafio de las
caballas (y otras especies de pescado) y las prevalencias y/o
abundancias, como el realizado por CHOU et al. (2011), en
Scomber australicus de aguas japonesas. Incluso hay un
modelo de prediccidn que correlaciona el numero de larvas
presentes en pescado con la longitud del mismo con una
precision del 80,50% (TANTANASI et al., 2012).

Las causas de esta influencia podrian ser la acumulacion de
helmintos debida a una mayor cantidad de primeros
hospedadores intermediarios ingeridos. @STROMNES &
ANDERSEN (2000) postulan que a mayor tamafio del pez mas
alto estd en la cadena tréfica, y por tanto la probabilidad de
ingerir hospedadores intermediarios infestados es mayor.
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Microhabitat de parasitacion y migracion "post mortem”

Los resultados obtenidos mostraron mayores prevalencias y
abundancias en visceras respecto a musculatura en todas las
muestras analizadas. Aun asi, las prevalencias de Anisakis en
musculatura fueron elevadas (21,90% para el total de
hospedadores analizados y el 50,00% de los hospedadores
parasitados presentaba larvas en musculatura). Otros autores
mostraron prevalencias bastante menores en musculatura de
caballa: 0-1,90% (OSANZ MUR, 2001); 4,30% (ABOLLO et al.,
2001) e incluso nulas (CHOU et al., 2011).

Pero, tal como se menciona en el estudio realizado por
TANTANASI et al. (2012) en jurel, las prevalencias han ido en
aumento con los afios y ésta es una causa de preocupacion en
Salud Publica. Ademads, también tiene efectos financieros
negativos (FARJALLAH et al., 2006; CABRERA, 2010). Estudios
realizados en la distribucion de larvas de Anisakis en algunas
especies de pescado muestran una gran variacion en las
prevalencias entre visceras y musculatura, y factores como los
habitos alimenticios del hospedador o la distancia de migracién
de la larva en el hospedador se han utilizado para explicar las
preferencias por un microhabitat u otro (SMITH & WOOTEN,
1975; CATTAN & CARVAJAL, 1984; SMITH 1984; STRZMNES &
ANDERSEN, 1998; ABOLLO et al., 2001; SILVA & EIRAS,
2003).

Cabe mencionar en este apartado que aunque se identificaron
las especies A. simplex (s.s.), A. pegreffii y el genotipo hibrido
entre ambos, en musculatura Unicamente se identificd A.
simplex (s.s.). Este resultado concuerda con el estudio
realizado en Scomber japonicus por SUZUKI et al. (2010) en el
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cual, aunque la especie mayoritaria fue A. pegreffii, la
migracion a musculo de A. simplex (s.s.) fue doce veces
superior a la de A. pegreffii. Ademas, en un estudio realizado
en pez sable (Trichiurus spp.), se menciona que, aungue en
pescado se detectd tanto A. simplex (s.s.) como A. pegreffii, el
99,00% de las larvas extraidas de pacientes afectados fueron
identificadas como A. simplex (s.s) (UMEHARA et al., 2006;
2007; 2008).

Hysterothylacium

Como ya se ha comentado anteriormente en esta especie, asi
como en el resto de especies hospedadoras analizadas, los
ejemplares del género Hysterothylacium se hallaron
Unicamente en primavera y solo en las caballas de procedencia
atlantica.

A la vista de los resultados obtenidos de todos los datos
analizados, lo mas importante a destacar como riesgo de
adquirir anisakidosis por consumo en caballa seria:

- la elevada presencia de larvas de A. simplex (s.s.) en
musculatura en los ejemplares de mayor peso vy,

- su mayor presencia en la procedencia atlantica y en otofio.
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3.8.- ESTORNINO

3.8.1.- LARVAS DE ANISAKIDOS. GENEROS HALLADOS Y
ESPECIES IDENTIFICADAS

3.8.1.1.- Aislado e identificacion morfolégica

Se obtuvieron 120 L; de anisakidos en los 108 estorninos
analizados, Unicamente del género Anisakis (figura 3.15).

Figura 3.15.- a) Larvas de Anisakis enquistadas en visceras de estornino; b)
quistes aislados de visceras; c) Lz de Anisakis saliendo del quiste.

3.8.1.2.- Analisis molecular PCR-RFLP

Se analizaron 11 larvas, 8 de procedencia atlantica y 3 del
Mediterraneo, identificAndose las especies A. simplex (s.s), A.
pegreffii y genotipo hibrido entre ambas, como se muestra en
la tabla 3.75.
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Tabla 3.75.- N° de L; de Anisakis aisladas de estornino, n° de L;
analizadas, especie y/o genotipo identificado a nivel molecular para cada
procedencia. A.s. (s.5.)=A. simplex (sensu stricto).

i N©° L3 N©° L3 Especie/

Atlantico Haliadas Analizadas Genotipo

1 A.s. (s.s.)
Visceras 112 8 5 hibridos

2 A. pegreffii
Mdusculo 2

1 A.s. (s.s.)
Total 114 8 5 hibridos

2 A. pegreffii

N©° L3 N©° L3 Especie/
Mediterraneo Genotipo

Halladas Analizadas P
Visceras 4 2 2 hibridos
Musculo 2 1 1 hibrido
Total 6 3 3 hibridos

Al igual que en caballa, en la procedencia atlantica se
identificaron ambas especies asi como el genotipo hibrido entre
ambas, aunque este ultimo en mayor proporcién. Las tres
larvas analizadas de la procedencia mediterranea se
identificaron también como hibridos, por tanto, en esta especie
hospedadora en particular, el genotipo hibrido fue el
mayoritario en ambas procedencias.
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3.8.2.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.8.2.1.- Estadistica descriptiva

Los parametros que caracterizan a la poblacion de Anisakis
hallada en estornino se muestran en las tablas 3.76 a 3.78.

Andlisis de las prevalencias

El 17,60% de los estorninos analizados estaban parasitados por
Anisakis. Las prevalencias fueron mayores en visceras
(16,70%) que en musculatura (2,80%), mayores en primavera
(22,00%) que en otono (13,80%) y mayores en el Atlantico
(19,20%) que en el Mediterraneo (14,30%).

Anadlisis de los rangos

Los mayores rangos se obtuvieron en el Atlantico y durante el
otofio (1-95) siendo bastante mayores en visceras (1-93) que
en musculatura (1-2).

Analisis de las abundancias

Las abundancias medias fueron de 1,11, siendo mayores en
visceras (1,07) que en musculatura (0,04), en el Atlantico
(1,56) mayores que en el Mediterraneo (0,17) y mayores en
otofo (1,84) respecto a primavera (0,26).
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Tabla 3.76.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de
parasitacion (%), abundancias medias (Am) con su error (gA), rangos
minimo-maximo (Rango) y N° L, halladas en la muestra total de estornino y
para cada microhabitat de parasitacion.

TOTAL NO L
N % Am (gA) Rango

(N=108) Halladas

Anisakis

Visceras 18 16,70 1,07 (0,86) 1-93 116

Musculo 3 2,80 0,04 (0,02) 1-2 4

Total 19 17,60 1,11 (0,88) 1-95 120

Nota: Para la muestra de estornino, el total de anisakidos se corresponde con
el total de Anisakis, ya que no se hallaron ejemplares de otras especies en
dicha muestra.
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Tabla 3.77.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en estornino y por microhabitat de
parasitacion; para cada procedencia.

ATLANTICO N° L; | MEDITERRANEO N° L;
% Am Rango % Am Rango
(N=73) Halladas (N=35) Halladas
Anisakis
Visceras 14 19,20 1,53 1-93 112 4 11,40 0,11 1-1 4
Musculo 1 1,40 0,03 1-2 2 2 5,70 0,06 1-1 2
Total 14 19,20 1,56 1-95 114 5 14,30 0,17 1-2 6

Tabla 3.78.- Numero de hospedadores parasitados (N), prevalencias de parasitacion (%), abundancias
medias (Am), rangos minimo-maximo (Rango) y n° L; halladas en estornino y por microhabitat de
parasitacion; para cada estacion de captura.

OTONO N° Ls PRIMAVERA N° L;
% Am Rango % Am Rango
(N=58) Halladas (N=50) Halladas
Anisakis
Visceras 8 13,80 1,81 1-93 105 10 20,00 0,22 1-2 11
Musculo 1,70 0,03 1-2 2 2 4,00 0,04 1-1 2
Total 8 13,80 1,84 1-95 107 11 22,00 0,26 1-2 13
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3.8.2.2.- Comparacion de Prevalencias: Test de X2

A continuacidn se muestran las tablas de contingencia
(agrupadas en la tabla 3.79) derivadas de la comparaciéon de
las prevalencias de Anisakis.

Tabla 3.79.- Comparacion de prevalencias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, por procedencia y por estacion de captura para el total de
muestra analizada de estornino.

Microhabitat VISCERAS MUSCULATURA X2 o
parasitacion 0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 90 18 108 105 3 108 10,338 0,0009
Procedencia ATLANTICO MEDITERRANEO o

0 1 TOTAL O 1 TOTAL
TOTAL 59 14 73 30 5 35 0,126 0,600
Estacion OTONO PRIMAVERA X b

0 1 TOTAL O 1 TOTAL

TOTAL 50 8 58 39 11 50 0,746 0,316

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
Unicamente en el microhabitat de parasitacién (mayor en
visceras). Las prevalencias en el Atlantico fueron superiores a
las del Mediterraneo pero sin diferencias significativas entre
ambas. Las diferencias por estacion de captura, aunque fueron

mayores en primavera, tampoco resultaron ser significativas.
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3.8.2.3.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las prevalencias: Regresion Logistica
Binaria

En la tabla 3.80 se muestran los resultados estadisticamente
significativos (P<0,05) obtenidos mediante esta prueba.

Tabla 3.80.- Influencia de los factores intrinsecos y extrinsecos sobre la
prevalencia de Anisakis, para el total de la muestra de estornino asi como
para cada procedencia y estacion de captura.

V. dependiente:

N° Hospedadores Variables X2 ) (15 Variables

parasitados por independientes ! incluidas
Anisakis

TOTAL procedencia

ESTORNINO estacion, peso, - - -

(N=19) longitud

ATLANTICO .

(N=14) estacién, 4,636 0,031 ESTACION

MEDITERRANEO longitud, peso

(N=5) i i i

OTONO i i ]

(N=8) procedencia,

PRIMAVERA longitud, peso

(N=11) 3,792 0,050 PROCEDENCIA

Ningun factor influyd significativamente en las prevalencias
para la muestra total de estornino, probablemente debido al
bajo niumero de hospedadores parasitados. Sin embargo, en la
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muestra del Atlantico si que influyd la estacién mientras que en
la de primavera fue la procedencia.

Teniendo en cuenta solamente a los hospedadores parasitados
y afadiendo el factor dias pescado, ninguno de ellos mostrd
influencia en las prevalencias obtenidas en musculo,
probablemente debido al bajo numero de hospedadores
parasitados en este microhabitat (solo 3).

3.8.2.4.- Comparacion de abundancias

Test de Mann-Whitney

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.81.

Tabla 3.81.- Comparacion de abundancias de Anisakis para muestras no
relacionadas, seglin clases longitud, peso, estaciény procedencia, para el
total de la muestra de estornino.

TOTAL ESTORNINO

Abundancia media=1,11 = z P

'I\A/I-II-EII_DAI"\II'-IIE-IIRCRC,)&NEO 1210,5 -0,664 0,506
(F?FIIOMNAC\)/ERA 1342,5 -1,001 0,317
CLASE LONGITUD 530 em 13370 0082 093
CLASE PESO <200 g 1410,5 0,326 0.744

CLASE PESO >200g

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
ningln caso, ya que las abundancias entre los grupos
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comparados para cada una de las variables estudiadas (tanto
estacién y procedencia como clases longitud y peso) fueron
bajas.

Test de Wilcoxon

En la tabla 3.82 se resumen los resultados obtenidos mediante
esta prueba.

Tabla 3.82.- Comparacién de abundancias de Anisakis por microhabitat de
parasitacion, para el total de la muestra de estornino asi como para cada
procedencia y estacion de captura.

MUESTRA z P
TOTAL ESTORNINO -3,596 <0,0001
ATLANTICO -3,438 <0,0001
MEDITERRANEO -1,000 0,317
OTONO -2,585 0,010
PRIMAVERA -2,496 0,013

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas a favor del microhabitat de parasitacion visceras
en todas las muestras excepto en la del Mediterraneo.
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3.8.2.5.- Influencia de Ilos factores intrinsecos Yy
extrinsecos sobre las abundancias

Rho de Spearman

En ningln caso, el peso y la longitud mostraron influencia en
las abundancias, ni en la muestra total ni analizando cada
procedencia y estacidn de captura por separado, debido
probablemente a que la abundancia detectada en este
hospedador, tanto en los de mayor longitud y peso como en los
ejemplares mas pequefios, fue Unicamente de una larva.

ANOVA

Ninguno de los factores mostrd influencia en las abundancias
de Anisakis totales mediante esta prueba, debido a la baja
abundancia obtenida en este hospedador.

Por tanto, en la muestra de estornino, ningun factor (ni
intrinseco ni extrinseco) influyd en las abundancias ya que en
los ejemplares parasitados solo se detectd, excepto en tres,
una larva.
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3.8.3.- DISCUSION

Los estudios realizados en estornino son numerosos en Japon,
debido a que es una especie de elevado valor comercial y al
habito de consumirlo crudo. Ademas, las prevalencias e
intensidades son elevadas, hecho que puede significar un grave
problema en Salud Publica. En Espafia, el estornino suele
confundirse con la caballa ya que su apariencia es muy similar.
Sin embargo, es importante que el consumidor sepa
diferenciarlos ya que los resultados helmintoldgicos obtenidos
en este estudio varian considerablemente entre ambas
especies de pescado.

Especies halladas y prevalencias

En la muestra de estornino Unicamente se identificaron larvas
del género Anisakis, con prevalencias bajas (17,60%). Otros
autores obtuvieron valores muy superiores, observando
ademas la presencia de otros géneros (aunque se debe tener
en cuenta que la procedencia era distinta). Asi, CREMONTE &
SARDELLA (1997) reportaron en Argentina una prevalencia de
anisakidos en estornino del 36,00-87,00%, identificando larvas
de los géneros Anisakis, Pseudoterranova, Hysterothylacium y
Contracaecum. Sin embargo, el estudio realizado por SUZUKI
et al. (2010) en la costa pacifica de Japén y Mar de China,
mostrd unas prevalencias del 74,30% de Ls; de Anisakis tipo I.

La comparacién de prevalencias mostré la existencia de
diferencias significativas Unicamente en el microhabitat de
parasitacion, siendo mayores en visceras, no obteniéndose

289



Resultados y Discusion

diferencias significativas para el resto de factores analizados,
aunque las prevalencias fueron superiores en el Atlantico y en
primavera; asi como tampoco ningun factor mostré influencia
en las prevalencias.

En el analisis molecular de las L; de procedencia atlantica
analizadas se identific6 mayoritariamente el genotipo hibrido
pero también A. simplex (s.s.) y A. pegreffii (todas aisladas de
visceras); mientras que las tres larvas analizadas de
procedencia mediterranea se identificaron como genotipo
hibrido. Por tanto, mientras que en el Mediterrdneo solo se
identific6 el genotipo hibrido, en la procedencia atlantica
estuvieron también presentes las otras dos especies. Estos
datos concuerdan con los obtenidos por otros autores en el
Atlantico pero no en el Mediterraneo, donde es mas frecuente
la presencia de A. pegreffii (FARJALLAH et al., 2008; TEDDE et
al., 2011; CHALIGIANNIS et al., 2012). Estas diferencias
podrian ser debidas al bajo numero de larvas analizadas en
este trabajo.

Influencia de la procedencia

La comparacién de prevalencias y abundancias no dio
resultados estadisticamente significativos en cuanto a
procedencia aunque ambas fueron superiores en el Atlantico,
asi como tampoco ningun factor, ni intrinseco ni extrinseco
mostré influencia en ninguna de ellas. Ya se ha comentado en
otras especies analizadas en este estudio la mayor presencia
en el Atlantico y las posibles causas, aunque hay trabajos
realizados recientemente en el Mediterraneo en los cuales se
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reportan altas prevalencias en esta procedencia (FARJALLAH et
al., 2008; TEDDE et al., 2011; CHALIGIANNIS et al., 2012).

Influencia de la estacion de captura

Aunque las prevalencias fueron mayores en primavera, las
abundancias fueron superiores en otofio, pero los resultados no
resultaron ser estadisticamente significativos. Diversos
estudios (comentados anteriormente en otras especies
analizadas) mencionan mayores abundancias en primavera y
sus posibles causas. En nuestro trabajo cabe destacar que,
aunque las abundancias fueron mayores en otofio, al igual que
lo observado en caballa, las prevalencias obtenidas en
estornino fueron mayores en primavera, aunque sin diferencias
significativas, mientras que en caballa fueron mayores en
otofo.

Otros autores (COSTA et al.,, 2003) tampoco observaron
variaciones estacionales de las abundancias en esta especie
hospedadora.

Influencia de la longitud y el peso

Ninguno de los dos factores mostré influencia ni en las
prevalencias ni en las abundancias. Estos datos contrastan con
los obtenidos en caballa, donde el peso es un factor importante
influyendo en ambas variables. Estas diferencias podrian ser
debidas a las bajas prevalencias y abundancias observadas en

estornino. Otros autores (COSTA et al., 2003) observaron
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relacién entre la longitud y las prevalencias (sin diferencias
estadisticamente significativas) y con las abundancias (en este
caso las diferencias fueron significativas).

Microhabitat de parasitacion y migracion "post mortem”

Unicamente se obtuvieron diferencias con significancia
estadistica en cuanto a mayores prevalencias y abundancias en
visceras que en musculatura, siendo la prevalencia baja en
esta Ultima (2,80% de los hospedadores analizados), con una
abundancia media de 0,04 y un rango de 1-2 en la muestra
total, siendo ambas, prevalencias y abundancias, superiores en
la muestra del Mediterrdneo y en la de primavera. Sin
embargo, aunque los rangos fueran bajos, no hay que olvidar
el hecho de que una Uunica larva presente en la parte
comestible del pescado es suficiente para causar anisakiosis.

Se obtuvieron diferencias con significancia estadistica
Unicamente en microhabitat de parasitacion, tanto en las
prevalencias como en las abundancias obtenidas, con baja
presencia en musculatura. Ningun otro factor, ni procedencia,
ni estacion, ni tamafo influyeron en ningln caso. Asi como
tampoco los dias transcurridos.

A la vista de los resultados, puede postularse que las especies
del género de Anisakis han sido las Unicas presentes en
estornino, pero con menores prevalencias y abundancias que
en caballa, por lo tanto, con menor riesgo. Dentro de este
género, el genotipo hibrido ha sido el mas frecuente y el Unico
hallado en los ejemplares de procedencia mediterranea.
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Sintesis de Resultados
Tabla 4.1.- Cuadro resumen con las prevalencias obtenidas para cada especie hospedadora, tanto de
anisakidos totales como para cada uno de los géneros identificados en cada una de las muestras analizadas;
totales y para cada procedencia y estacion de captura por separado.

PREVALENCIAS PREVALENCIAS PREVALENCIAS PREVALENCIAS PREVALENCIAS
TOTALES ATLANTICO MEDITERRANEO oTONO PRIMAVERA
Anisakidos Anisakidos Anisakidos Anisakidos Anisakidos A
DESTACAR
ESPECIE (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.)
Bacaladilla 55,60% 78,10% 22,60% 48,50% 62,00% *0/ e
o Anisakis
(N=284) (53,90%/12,00%) (77,50%/12,40%) (19,10%/11,30%) (47,80%/0,70%) (59,30%/22,00%)
Pescadilla
45,50% 84,00% 7,00% 7,50% 55,00% f% Anisakis
europea
(N 2p00) (45,00%/1,00%) (84,00%/1,00%) (6,00%/1,00%) (7,50%/0,00%) (54,40%/0,20%)  Anisakis Tipo 11
Pescadilla o
) 59,50% 59,50% 64,30% 55,00% f % Anisakis
americana
(N=116) (59,50%/3,40%*) (59,50%/3,40%%*) (64,30%/0,00%*) (55,00%/6,70%*) *Contracaecum
Salmonete 27,70% 27,70% 17,30% 37,50% % Hysterothlacium
= ’ () f (] ’ () , (] ’ () , (] y () , (] >>>% Anisakis
(N=155) (3,20%/25,20%) (3,20%/25,20%) (5,30%/13,30%) (1,20%/36,30%) % Anisaki
Boqueron 32,10% 34,90% 29,00% 22,00% 43,00% % Hysterothylacium
(N=209) (17,20%/22,00%) (21,10%/25,70%) (13,00%/18,00%) (8,30%/13,80%) (27,00%/31,00%) >% Anisakis
Sardina 15,90% 8,00% 23,20% 12,00% 19,80% % Hysterothylacium
(N=201) (2,50%/13,40%) (2,00%/6,00%) (2,40%/20,80%) (4,00%/8,00%) (1,00%/18,80%) >>% Anisakis
ClEll 45,60% 62,50% 30,30% 62,10% 24,30% @ Hysterothylacium
(N=169) (45,60%/3,00%) (62,50%/6,30%) (30,30%/0,00%) (62,10%/0,00%) (24,30%/6,80%) en Mediterréneo
Estornino 17,60% 19,20% 14,30% 13,80% 22,00% lo Anisaki
solo Anisakis
(N=108) (17,60%/0,00%) (19,20%/0,00%) (14,30%/0,00%) (13,80%/0,00%) (22,00%/0,00%)
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Tabla 4.2.- Cuadro resumen con las prevalencias de Anisakis obtenidas para cada especie hospedadora y por
microhabitat de parasitacion, en cada una de las muestras analizadas; totales y para cada procedencia y
estacion de captura por separado.

ESPECIE PREVALENCIAS PREVALENCIAS PREVALENCIAS PREVALENCIAS PREVALENCIAS
TOTALES ATLANTICO MEDITERRANEO oTONO PRIMAVERA A
Anisakis Anisakis Anisakis Anisakis Anisakis DESTACAR
(visceras/musculo) (visceras/musculo) (visceras/musculo) (visceras/musculo) (visceras/musculo)
Bacaladilla 53,90% 77,50% 19,10% 47,80% 59,30% % en
(N=284) (49,60%/26,20%) (73,40%/38,50%) (14,40%/7,80%) (44,80%/23,10%) (54,00%/28,70%) musculo
Pescadilla % en
45,00% 84,00% 6,00% 7,50% 54,40% ,
europea musculo
(35,00%/29,50%) (65,00%/57,00%) (5,00%/2,00%) (7,50%/2,50%) (41,90%/36,30%)
(N=200) (>> Atl.)
Pescadilla
) 59,50% 59,50% 64,30% 55,00% % en
americana ,
(N=116) (46,60%/28,40%) (46,60%/28,40%) (53,60%/25,00%) (40,00%/31,70%) musculo
Salmonete 3,20% 3,20% 5,30% 1,20% 0% en
(N=155) (3,20%/0,00%) (3,20%/0,00%) (5,30%/0,00%) (1,20%/0,00%) musculo
Boqueron 17,20% 21,10% 13,00% 8,30% 27,00% ¢ % en
(N=209) (13,40%/5,70%) (19,30%/4,60%) (7,00%/7,00%) (5,50%/3,70%) (22,00%/8,00%) musculo
Sardina 2,50% 2,00% 2,40% 4,00% 1,00% %musculo
(N=201) (1,00%/2,00%) (1,00%/1,00%) (1,00%/3,00%) (2,00%/3,00%) (0,00%/1,00%) > viscera
Caballa 45,60% 62,50% 30,30% 62,10% 24,30% % en
(N=169) (43,80%/21,90%) (58,80%/30,00%) (30,30%/14,60%) (58,90%/24,80%) (24,30%/13,50%) musculo
Estornino 17,60% 19,20% 14,30% 13,80% 22,00% ¢ % en
(N=108) (16,70%/2,80%) (19,20%/1,40%) (11,40%/5,70%) (13,80%/1,70%) (20,00%/4,00%) musculo
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Tabla 4.3.- Cuadro resumen con las abundancias obtenidas para cada especie hospedadora, tanto de
anisakidos totales como para cada uno de los géneros identificados en cada una de las muestras analizadas;
totales y para cada procedencia y estacion de captura por separado.

ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS
TOTALES ATLANTICO MEDITERRANEO oTONO PRIMAVERA A
Anisakidos Anisakidos Anisakidos Anisakidos Anisakidos DESTACAR
ESPECIE (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.) (Anisakis/Hyst.)
Bacaladilla 4,51 5,17 3,54 4,36 4,65 abundancia
(N=284) (3,87/0,64) (4,83/0,34) (2,45/1,09) (4,35/0,10) (3,43/1,21) Hysterothylacium
Pescadilla 0,10
10,22 20,35 0,09 12,75 ? abundancia
europea (0,10/0,00) L
(10,21/0,01) (20,34/0,01) (0,08/0,01) (12,74/0,01%*) en Atlantico
(N=200)
Pescadilla
) 1,46 1,46 1,75 1,18 abundancia
americana
(1,42/0,003) (1,42/0,003) (1,75/0,00) (1,12/0,07) *Contracaecum
(N=116)
Salmonete 0,63 0,63 0,65 0,60 Hysterothylacium >
(N=155) (0,05/0,58) (0,05/0,58) (0,08/0,57) (0,01/0,59) Anisakis
Boqueron 2,51 3,95 0,94 1,07 4,08 Hysterothylacium
(N=209) (0,34/2,17) (0,52/3,43) (0,14/0,80) (0,20/0,87) (0,49/3,59) >>> Anisakis
Sardina 0,99 0,52 1,46 0,99 0,99 Hysterothylacium
(N=201) (0,04/0,95) (0,02/0,50) (0,07/1,39) (0,08/0,91) (0,01/0,98) >> Anisakis
Caballa 4,78 6,50 3,24 7,02 1,91 abundancia
(N=169) (4,72/0,06) (6,38/0,13) (3,24/0,00) (7,02/0,00) (1,77/0,14) en Atlantico
Estornino 1,11 1,56 0,17 1,84 0,26
solo Anisakis
(N=108) (1,11/0,00) (1,56/0,00) (0,17/0,00) (1,84/0,00) (0,26/0,00)
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Tabla 4.4.- Cuadro resumen con las abundancias de Anisakis obtenidas para cada especie hospedadora y por
microhabitat de parasitacion, en cada una de las muestras analizadas; totales y para cada procedencia y
estacion de captura por separado.

ESPECIE ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS ABUNDANCIAS
TOTALES ATLANTICO MEDITERRANEO oToNO PRIMAVERA A DESTACAR
Anisakis Anisakis Anisakis Anisakis Anisakis
(visceras/musculo) (visceras/musculo) (visceras/musculo) (visceras/musculo) (visceras/musculo)
Bacaladilla 3,87 4,83 2,45 4,35 3,43 ?abundancia
(N=284) (3,15/0,72) (4,02/0,81) (1,87/0,58) (3,75/0,60) (2,61/0,82) Atlantico
Pescadilla ,

10,21 20,34 0,08 0,10 12,74 musculo>>>
europea (3,71/6,50) (7,36/12,98) (0,06/0,02) (0,08/0,03) (4,62/8,12) visceras
(N=200)

Pescardllla 1,42 1,42 1,75 1,12 * abundancias
americana

(N=116) (1,02/0,41) (1,02/0,41) (1,30/0,45) (0,75/0,37)

Salmonete 0,05 0,05 0,08 0,01 @ en
(N=155) (0,05/0,00) (0,05/0,00) (0,08/0,00) (0,01/0,00) musculo
Boqueron 0,34 0,52 0,14 0,20 0,49 * abundancias
(N=209) (0,27/0,07) (0,46/0,06) (0,07/0,07) (0,17/0,04) (0,39/0,10)

Sardina 0,04 0,02 0,07 0,08 0,01 “abundancias
(N=201) (0,02/0,02) (0,01/0,01) (0,04/0,03) (0,05/0,03) (0,00/0,01)

Caballa 4,72 6,38 3,24 7,02 1,77 ?abundancia
(N=169) (3,56/1,16) (5,19/1,19) (2,10/1,13) (5,12/1,91) (1,57/0,20) Atlantico
Estornino 1,11 1,56 0,17 1,84 0,26 abundancia
(N=108) (1,07/0,04) (1,53/0,03) (0,11/0,06) (1,81/0,03) (0,22/0,04) en musculo
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5.- DISCUSION GENERAL

Los anisakidos son parasitos eurixenos en cuanto al
hospedador intermediario ya que muestran poca especificidad y
se han hallado en un gran numero de peces de diferentes
especies e incluso en cefaldpodos (ABOLLO et al., 2001). En los
ultimos 30 afios la anisakidosis humana se ha convertido en un
problema de Salud Publica cuya incidencia ha ido aumentado
en todo el mundo. La prevalencia en Espafia también ha
aumentado a lo largo de las Ultimas décadas, como
demuestran diversos estudios, entre ellos los del Centro
Nacional de Epidemiologia (CNE) y los del Comité Cientifico de
la Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria (AESAN). Este
aumento se debe principalmente a una mejora en técnicas
diagndsticas, destacando la endoscopia, a un aumento en la
demanda de productos pesqueros, y a los cambios culturales
en la alimentacién, como el incremento del consumo de
alimentos crudos o ligeramente cocinados. Ademas, su
importancia no radica solamente en el hecho de ser un
problema en Salud Publica, también hay que tener en cuenta
que la presencia de anisakidos en pescado de consumo
disminuye su valor comercial (las especies mas parasitadas son
las de menor precio). Asi mismo, las altas prevalencias
constituyen un peligro también en piscifactorias si los peces de
cultivo son alimentados con visceras contaminadas y no
tratadas (CORDERO DEL CAMPILLO et al., 1999).

Todos estos problemas han motivado que en el presente
trabajo se analicen los riesgos de transmisién de esta zoonosis
por el consumo de ocho especies de pescado de alto valor
comercial en Espafa: bacaladilla, pescadilla europea, pescadilla
americana, salmonete, boquerdn, sardina, caballa y estornino.
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Anisakis, Hysterothylacium y Contracaecum fueron los géneros
de anisakidos identificados morfolégicamente. Las larvas de
Anisakis estaban presentes en todas las especies hospedadoras
analizadas, en ambas procedencias, estaciones y microhabitats
(excepto en salmonete, que no presentd larvas de este género
en musculatura). El morfotipo I fue el mayoritario, apareciendo
escasos ejemplares de Anisakis Tipo II, Unicamente en
pescadilla europea del Mediterraneo capturada en primavera y
presente tanto en visceras como en musculatura.
Hysterothylacium aparecié en todas las especies de pescado
analizadas excepto en pescadilla americana y estornino, siendo
Su presencia mayoritaria en primavera en todos los casos.

El zooplacton de capas superiores estd menos parasitado por
Anisakis que los de aguas mas profundas (OSANZ MUR, 2001),
por tanto, las tasas de infeccidn de peces pelagicos por este
nematodo serian mas bajas. Esto concuerda con los datos
obtenidos en este estudio, en el cual las menores prevalencias
de parasitacién por Anisakis se han obtenido en especies
pelagicas (sardina y boquerdén). En el resto de las muestras
analizadas la presencia de Anisakis fue mayor a la de
Hysterothylacium. Se suma a este hecho que Anisakis fue
ademas el Unico que continud viable tras la digestion artificial
de la musculatura, por tanto el de mayor riesgo para el
consumidor.

Los escasos ejemplares de Contracaecum aislados se
obtuvieron de pescadilla americana, que, tal como se comentd
en su apartado, fue la Unica especie analizada procedente de
la zona noroeste del Atlantico. Por tanto, se puede concluir que
este género no esta presente en los pescados capturados en
nuestras costas, ni en la atlantica ni en la mediterranea;
aunque su presencia haya sido reportada anteriormente por
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otros autores (OSANZ MUR, 2001). En este hecho se debe
considerar que, al igual que en este estudio, la identificacién
estuvo basada Unicamente en las caracteristicas morfoldgicas,
ya que en ningun caso se realizd una identificacidn genética
posterior, siendo la principal diferencia de este género con
Hysterothylacium la posicion del poro excretor, dificilmente
visible incluso al microscopio.

Aunque recientemente se han realizado numerosos estudios de
diferente complejidad en aguas europeas (CHORD-AUGER,
1995; ABOLLO et al., 2001; COSTA et al., 2003, 2009; PETRIE,
& WOOTEN, 2009; RELLO et al., 2009), en la actualidad,
Unicamente en Noruega hay un Sistema de Vigilancia
disponible para larvas de Anisakis disefiado para revelar las
tendencias espaciales y temporales en su presencia y el patron
de migracion de sus hospedadores, debido a la amplia gama
de hospedadores y los costes necesarios para realizar el
seguimiento, siendo solo viable para un nimero restringido de
especies. El programa se lleva a cabo por el National Institute
of Nutrition and Seafood Research (NIFES; www.nifes.no) y los
datos alli recogidos son de facil acceso para la Norwegian Food
Safety Authority (NFSA; www.mattilsynet.no).

Las especies de Anisakis identificadas a nivel molecular en las
182 muestras analizadas fueron A. simplex (s.s.) (63,19%), A.
pegreffii (6,04%) y un genotipo hibrido entre ambas (30,77%).
Segun algunos autores, A. simplex (s.l.) suele aparecer con
mayor frecuencia en peces bentdnicos o demersales, como la
bacaladilla o la pescadilla, mientras que A. pegreffii se
encuentra con mayor frecuencia en especies pelagicas, como la
sardina o el boquerén (PAGGI et al., 1991; ANDERSON, 1992;
MATTIUCCI et al., 1997; ABOLLO et al., 2001), aunque estas
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diferencias parecen estar mas relacionadas con la distribucién
geografica y los habitos alimenticios de los hospedadores que
con las preferencias por hospedador de los parasitos. Esta
ultima teoria concuerda mas con los datos obtenidos en el
presente estudio, ya que, analizando estos dos factores en una
Unica especie, por ejemplo el boquerdn, se puede observar que
la mayor presencia de A. simplex (s.s) se da en ejemplares de
procedencia atlantica mientras que los hibridos y A. pegreffii
son mas frecuentes en el Mediterraneo. Este mismo hecho
también se da en especies demersales como bacaladilla,
pescadilla europea y pescadilla americana donde en los
ejemplares de procedencia atlantica la presencia de A. simplex
(s.s) también es mayoritaria.

En cuanto a las distintas especies de anisakidos en funcidn de
los hospedadores analizados cabe comentar que en estornino el
genotipo hibrido fue el predominante en ambas procedencias y
el Unico que se identific6 en las larvas analizadas del
Mediterraneo.

La procedencia mostré gran importancia, no solo por las
mayores prevalencias de Anisakis en el Atlantico con respecto
al Mediterraneo, sino también en cuanto a especies
mayoritarias en cada una de ellas, siendo A. simplex (s.s.) la
mayoritaria en la procedencia atlantica (67,86%) mientras que
en el Mediterradneo predominaron el genotipo hibrido y A.
pegreffii (53,14% y 35,71%; respectivamente).

Ambas especies anisakidas comparten los mismos
hospedadores definitivos en diferentes areas geograficas e
involucran en sus ciclos de vida a una gran variedad de peces
pelagicos y demersales (MATTIUCCI & NASCETTI, 2008). En la
costa atlantica de Espafa, las dos especies gemelas se han
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hallado en simpatria en un mismo hospedador definitivo, el
calderén (Globicephala melas). A. pegreffii se ha aislado de
delfines (Stenella coeruleoalba) en el Mediterraneo mientras
que A. simplex (s.s.) estaba presente en ballena enana
(Balaenoptera acutorostrata) de aguas del noreste Atlantico,
pero en ninguna de las tres especies hospedadoras
mencionadas se identificd el genotipo hibrido. Por tanto, se
constata la existencia de especificidad por hospedador de
ambos por delfines oceanicos y ballenas (MATTIUCCI &
NASCETTI, 2008; CAVALLERO et al., 2011; MATTIUCCI et al.,
2014). La cuenca del Mediterraneo tiene una poblacidon mixta
de especies de Anisakis debido a la conexidn con el Atlantico a
través del Estrecho de Gibraltar, que es un punto de encuentro
importante de diferentes areas ecoldgicas y una ruta migratoria
de muchas especies de peces y mamiferos marinos
(CAVALLERO et al., 2012). Asi, el genotipo hibrido se ha
identificado, ademas de en Japon (UMEHARA et al., 2006), en
aguas de la peninsula ibérica, Tunez y Cerdefia (ABOLLO et al.,
2003; FARJALLAH et al., 2008; MELONI et al., 2011).

Al comparar Unicamente las muestras de procedencia
mediterranea (de las especies analizadas) se observaron
mayores prevalencias y abundancias de Hysterothylacium
respecto a Anisakis en las especies de menor tamafo vy
costeras (salmonete, sardina y boquerdn) mientras que en
pescadilla y bacaladilla fueron predominantes las especies del
género Anisakis. Ademds, no se aislé ninguna larva de
Hysterothylacium ni en caballa ni en estornino de dicha
procedencia.

La estacion no fue un factor determinante, en general, en
cuanto a la presencia de especies del género Anisakis.
Unicamente las escasas larvas del morfotipo II aisladas de
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pescadilla europea del Mediterraneo se detectaron solo en
primavera. Sin embargo, Hysterothylacium mostré una
marcada relacién con la estacion, siendo su presencia mayor
en primavera en todos los casos. Los pocos ejemplares de
Contracaecum en pescadilla americana solamente se
detectaron en primavera.

El tamano fue un factor importante en cuanto a las
abundancias de Anisakis, ya que estas fueron mayores en los
ejemplares de mayor peso y longitud en general, siendo esta
relacidn mas evidente en la muestra de caballas en particular.

Algunos autores postulan que las especies grasas, y el pescado
azul en general, muestran menores prevalencias de
parasitacion pero una mayor migracion al musculo, mientras
gue en bacaladilla y en el pescado no graso, las prevalencias
son mayores pero la migracion es menor y preferentemente al
higado (SMITH, 1984; CORDERO DEL CAMPILLO et al., 1999).
Sin embargo, en este trabajo, aunque la parasitacion en
musculatura de caballa ha sido elevada, cabe destacar la
elevada presencia de larvas en musculatura de algunas
especies de pescado blanco, como la bacaladilla y la pescadilla
americana , pero especialmente de la pescadilla europea de
procedencia atlantica, por sus mayores abundancias en este
microhabitat, siendo esta especie hospedadora, por tanto, la
gue mayor riesgo de parasitacion humana presento del total de
las analizadas.

En cuanto a las especies de Anisakis presentes en musculatura,
la mayor migracién la presentd A. simplex (s.s) tanto en la
muestra total (69,49%; 41/59 L. identificadas de este
microhabitat) como en la del Atlantico (78,43%; 40/51 Ls
analizadas en musculatura de esta procedencia), mientras que
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de las 8 larvas analizadas de procedencia mediterranea en
musculatura, 4 de ellas pertenecian al genotipo hibrido
(50,00%), 3 Ls de A. pegreffii (37,50%) y solamente una se
identific6 como A. simplex (s.s.) (12,50%) en esta
procedencia.

Los dias transcurridos entre la pesca y el analisis (hipotética
fecha de consumo) influyeron en la presencia de larvas en
musculatura, aunque no en todas las especies hospedadoras
analizadas, siendo este factor mas importante en bacaladilla y
pescadilla europea y siendo A. simplex (s.s) la especie
mayoritaria en este microhabitat.

Como se puede observar a la vista de estos datos y los
reportados en la discusién por especies, los estudios mas
recientes son los que obtienen mayores prevalencias. Esto
puede ser debido a diversos factores, el mas importante a la
hora de valorar el riesgo seria la evisceracion en el propio
barco de algunas especies de pescado y desecho de sus
visceras contaminadas y no tratadas al mar, que se
convertirian en alimento de otros pescados e implicaria un
mayor numero de parasitos, derivando todo ello en un
aumento de las prevalencias. Por tanto, el tratamiento de las
visceras antes de arrojarlas al mar es un paso previo muy
importante si se quiere disminuir dicha transmision.

Cabe mencionar que es importante observar los datos
mostrados en la etiqueta del producto, en el cual aparecen la
procedencia, fecha de captura y especie, principalmente, y que
es obligatorio tener a la vista del consumidor. Aunque se debe
comentar en este sentido que no todos los establecimientos
cumplen con esta normativa y en algunos casos nos podemos

encontrar que, o no se muestra esta informacidon, o no se han
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actualizado los datos a la recepcidon de nuevo género, siendo
las etiquetas mostradas de fechas anteriores, pudiendo ser por
tanto de una procedencia diferente a la indicada.

Como medidas de prevencidon, excepto en algunos casos de
alergias, no es necesario suprimir el pescado de la dieta, solo
tomar las medidas adecuadas en cuanto a su preparacion para
el consumo de cada especie; consumir preferiblemente la
musculatura epiaxial, al estar esta menos parasitada,
seleccionando y consumiendo los pescados mas frescos, de
menor tamano; y seleccionar preferentemente el pescado de
procedencia mediterranea. Es importante congelar el pescado
también en el ambito doméstico al menos 24-48 h antes de su
consumo (sobre todo los boquerones preparados crudos en
vinagre) y/o cocinarlo a una T2 que alcanzara los 60°C en toda
la pieza. En cuanto a la presencia de anisakidos de otros
géneros, también se deben tener en cuenta como posibles
causantes de alergias, de contaminacion bacteriana de la parte
comestible del pescado y como parasitos deteriorantes de los
alimentos, produciendo el rechazo del pescado por parte del
consumidor, por la presencia de nematodos anisakidos, aunque
en este caso se trate de larvas con una casi nula capacidad
infestante para la especie humana.

Todos estos factores deberian ser considerados adicionalmente
por las autoridades sanitarias en las campafias de prevencién,
como determinantes en la valoracién del riesgo de anisakidosis
humana por consumo de pescado fresco en el ambito
domeéstico, asi como de anisakidosis alérgica y/o sensibilizacion
de la poblacién.
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6.- CONCLUSIONES

Conforme a los resultados obtenidos en este trabajo y teniendo
en cuenta los argumentos presentados en la discusion, a
continuacion se exponen las principales conclusiones a las que
se ha llegado.

PRIMERA

Los anisakidos presentes en las especies de pescado de mayor
consumo en nuestro pais pertenecen a los géneros Anisakis e
Hysterothylacium, excepto en pescadilla americana, que son
Anisakis y Contracaecum.

SEGUNDA

El morfotipo I de Anisakis es el mayoritario. Unicamente en
pescadilla del Mediterraneo capturada en primavera se detecto
alguna larva del tipo II.

TERCERA

Las especies de Anisakis identificadas han sido A. simplex (s.s),
A. pegreffii y el genotipo hibrido entre ambas, todas ellas
presentes en las dos procedencias, siendo A. simplex (s.s)
mayoritaria en el Atlantico mientras que en el Mediterraneo
predominan A. pegreffii y el genotipo hibrido.

CUARTA

Las larvas de Anisakis han estado presentes en todas las
especies hospedadoras, y en la mayoria de los casos asociadas
a otros anisakidos, siendo sus prevalencias elevadas en

pescadilla, tanto europea como americana, bacaladilla y
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caballa. Asi pues, el riesgo de adquirir anisakidosis o de
padecer reacciones alérgicas por consumo de pescado es
elevado.

QUINTA

La procedencia es un factor importante en cuanto al riesgo de
transmision por diversos motivos: en todos los casos las
prevalencias de Anisakis fueron mayores en el Atlantico, siendo
la especie mayoritaria A. simplex (s.s), la cual a su vez es la
que presenta mayor migracidén a musculatura.

SEXTA

El tamafio también es un factor importante en la transmision,
ya que los ejemplares mas grandes son, en general, los mas
parasitados.

SEPTIMA

El riesgo de sufrir reacciones alérgicas por consumo de estas
especies de pescado es mayor en primavera, ya que, aunque la
estacion no es un factor importante en cuanto a la presencia de
Anisakis si lo es para Hysterothylacium y Contracaecum, mas
frecuentes en primavera.

OCTAVA

La presencia de larvas en musculatura es elevada en
pescadilla europea de origen atlantico, siendo A. simplex (s.s)
la especie que, en general, presenta mayor migracion y por
tanto mayor riesgo para el consumidor. La sardina y el
salmonete presentan bajas prevalencias de parasitacion por
Anisakis.
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NOVENA

Las especies del género Anisakis siguen siendo viables tras la
digestion artificial y los dias transcurridos entre la pesca vy el
consumo aumentan el riesgo de adquirir anisakidosis, ya que
favorece la migracion de las larvas a la parte comestible del
pescado, sobre todo en bacaladilla y en pescadilla, europea y
americana.

DECIMA

Los géneros Hysterothylacium vy Contracaecum presentan
menor riesgo de transmisidn de anisakidosis, ya que no son
viables tras la digestién artificial, pero sus antigenos podrian
estar implicados en las reacciones alérgicas producidas en
algunas personas afectadas.

CONCLUSION FINAL

Las especies de pescado que conllevan mayor riesgo de
contraer anisakidosis a los consumidores en el ambito
doméstico son: la pescadilla, por la elevada presencia de larvas
en musculatura; la bacaladilla, por las elevadas prevalencias
obtenidas; y la caballa, sobre todo los ejemplares de mayor
tamafo; todas ellas de origen atlantico.

En cuanto al boquerdn, las prevalencias y abundancias en
musculatura no son elevadas pero los habitos de preparacién,
de esta especie en particular, son un factor de riesgo
importante a tener en cuenta, ya que en el ambito casero se
consumen sin congelacién previa y la preparacion en vinagre
no inactiva las larvas.
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Las especies que presentan menor riesgo son la sardina y
sobre todo el salmonete de procedencia mediterranea, ya que
ambas presentaron bajas prevalencias de Anisakis, siendo el
salmonete el Unico hospedador que no presentd larvas de
Anisakis en musculatura.

En adicidn a las recomendaciones de congelar el pescado a
-20°C al menos durante 24 horas (en el caso de consumo de
pescado crudo o poco cocinado), se proponen otras
recomendaciones para evitar la anisakidosis, sobre todo a nivel
del hogar (profilaxis individual), concienciando al consumidor
de la importancia de la informacién que ofrece la etiqueta del
producto, concretamente: la especie, el tamafio y la
procedencia del pescado, la estacion de captura a lo largo del
afo y los dias transcurridos desde la pesca.
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