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RESUMEN

Introduccién

Los anisakidos son nematodos parasitos de organismos acuaticos. Sus hospederos
definitivos son mamiferos marinos, pero afectan ocasionalmente al hombre cuando
consume pescado parasitado crudo o mal cocido, ocasionando la anisakidosis. Esta
parasitosis es una enfermedad emergente, con un gran nimero de casos clinicos
en todo el mundo, principalmente en Japdn y Espafia, produce cuadros clinicos con
urticaria, angioedema, alergia gastrointestinal, y/o anafilaxia, obligando a las
autoridades a implementar medidas de vigilancia y control.

En América del Sur, a pesar de contar con abundantes recursos pesqueros, la
anisakidosis es poco conocida por el personal de salud y esto ocaciona un sub
registro de la enfermedad. Hasta la fecha se han reportado casos de anisakidosis
en Peruy Chile. Mientras que, en Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador y Venezuela,
si bien se presentan registros de peces o mamiferos marinos infestados con larvas

de anisakidos, no se han reportado casos de anisakidosis en seres humanos.
Objetivo
Determinar la presencia de nematodos anisakidos en peces de consumo y la

prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis en una poblacion de Colombia.

Para alcanzar este objetivo general se desarrollaron los siguientes objetivos

especificos:

e Determinar la presencia de nematodos anisakidos en peces de consumo
comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador.
¢ Identificar las especies de anisakidos presentes en peces de consumo

comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador.
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e Determinar la prevalencia de anticuerpos anti — Anisakis en una poblacién
sana de Colombia y su asociaciéon con los habitos de consumo de pescado y

mariscos.

Métodos

Se realizaron muestreos de peces en dos puertos pesqueros del Pacifico
colombiano: Buenaventura y Tumaco; y en dos puertos pesqueros del Pacifico

ecuatoriano: Manta y Santa Rosa.

Se reviso el tracto digestivo de los peces para identificar, separar y contar los
nematodos anisakidos. La identificacion morfologica se realizdé por taxonomia
clasica complementada con estudio microscopico mediante técnica histoquimica de
Hematoxilina-Eosina. Se calculd el porcentaje de infeccion y la abundancia media.
La confirmacion de las especies de anisakidos se realizé por biologia molecular
utilizando la técnica de la PCR multiplex. Los factores de riesgo asociado al
consumo de pescados y mariscos fueron evaluados por medio de una encuesta a
150 voluntarios sanos; a los cuales se les tomé muestra de sangre para derterminar
la seroprevalencia de anticuerpos anti- Anisakis por medio de las técnicas de ELISA

y Western Blot.

Resultados

Se colectaron y analizaron un total de 438 peces de consumo agrupados en veinte
especies, de las cuales ocho se encontraron parasitados por nematodos anisakidos,
con un porcentaje de infeccion entre 18 y el 100%, y una abundancia media entre
0.4 y 45.5 nematodos por hospedero. La identificacién por PCR multiplex permitié
confirmar las especies Anisakis physeteris, A. pegreffi y Pseudoterranova
decipiens. Se encontré que la poblacion de estudio consumia pescado tres veces al
mes. De los 150 sueros analizados, el 9.3% presentd anticuerpos IgG4 frente a Ani

s 13 y un 4.7% presentd anticuerpos IgE frente a este mismo antigeno, siendo los
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mas prevalentes. Frente al antigeno total de Anisakis se encontro un 4.7% de sueros
positivos para 1gG4, un 4% para IgA, el 3.3% para lg’'s y un 0.7% para IgE. Para el
antigeno recombinante Ani s 3 (tropomiosina) la positividad fue de 2.7% y para el

antigeno Ani s 7 del 1.3%.

Conclusiones

La presencia de nematodos anisakidos en peces de consumo, y la evidencia de
personas sanas con anticuerpos frente a antigenos de Anisakis simplex demuestra
que hay un sub registro de la enfermedad, o una posible enfermedad emergente,
qgue, aunque de facil manejo, merece ser atendia. Por lo anterior, esta investigacion

sienta las bases para futuros estudios sobre anisakidos y anisakidosis en Colombia.
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1. INTRODUCCION

El pescado en general y los productos de la pesca, constituyen una importante
fuente proteica de origen animal, siendo de alta digestibilidad, ricos en minerales
(principalmente Fe, 1y P) y vitaminas (A, D, B1, B2) (1). La region Pacifica de
Colombia y Ecuador se caracteriza por tener puertos pesqueros importantes que
han permitido el desarrollo de actividad pesquera industrial y artesanal (2,3). Segun
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
(4), el consumo de pescado en Colombia y Ecuador tiene un promedio per capita
de 4,73 kg y 5,6 kg al afo, respectivamente, que comparado con paises como
Espafia (38 kg/ afo), Japon (54 kg/afio), y con el promedio de consumo en América
Latina (18 kg/afio), es bajo. Sin embargo, en los ultimos afios con la introduccién de
la dieta mediterranea y las investigaciones que indican los beneficios asociados al
consumo de pescado para la prevencién de enfermedades cardiovasculares, el
consumo de pescado ha ido en aumento (5-8). No obstante, la ingesta de estos
productos se ha visto relacionada con diferentes afecciones en el hombre, cuando
este consume pescado minimamente procesado (crudo, semi crudo, en sushi,
salazén, marinado) (6). En América Latina, la mayoria de los casos relacionados
con estas preparaciones estan asociados a la presencia de parasitos en los peces,
siendo un fendmeno generalizado y particularmente dificil de eliminar en los

productos pesqueros no cultivados (1).

Los nematodos de la familia Anisakidae son los de mayor importancia en salud
publica, estos parasitos ocasionan la anisakidosis, una zoonosis causada
principalmente por los géneros Anisakis y Pseudoterranova (9). En el humano la
larva puede ocasionar cuadros gastricos, alérgicos o gastroalérgicos, siendo las
reacciones alérgicas (hipersensibilidad tipo 1) las mas comunes, ocasionadas
principalmente por el género Anisakis (10-12), y las afecciones gastricas asociadas

al género Pseudoterranova, ocasionando la pseudoterranovosis (13).
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La anisakidosis humana se ha reportado en mas de veintiséis paises en los cinco
continentes, incluyendo, Holanda, Italia, Egipto, Nueva Zelanda, Canad4, Estados
Unidos, Brasil, Perq, y Chile (14-21). La mayoria de los casos notificados se han
producido en Espafia, Japon y otros paises asiaticos, donde los estudios
epidemioldgicos han indicado que la anisakiasis (enfermedad causada por el género
Anisakis) es la de mayor riesgo y la mas frecuente en poblaciones costeras (21,22).
Mientras en paises como Brasil, Chile y Pera la anisakidosis es considerada una
enfermedad emergente (23), en Ecuador y Colombia no se conoce de ningun caso

clinico asociado a estos parasitos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la FAO, han establecido reglamentos,
recomendaciones y guias para prevenir y minimizar el efecto negativo de los
anisakidosis en la salud humana (24). En Europa, existen normas sanitarias
especificas para los alimentos de origen animal aplicables a los productos de la
pesca en cuanto a la infeccion por parasitos anisakidos (25) y en Latinoamérica,
paises como Nicaragua, México y Ecuador (26—29) siguen algunas de estas
medidas para la prevencion y el control de parasitosis de peces que afectan la salud
humana. Sin embargo, Colombia no cuenta con una legislacion clara al respecto,

ya que estos patdgenos no estan plenamente identificados (30).

Con la llegada de la globalizacion se ha introducido el consumo de pescado crudo
0 poco cocido en la dieta de varios paises latinos. Actualmente se ha descrito la
presencia de peces parasitados con anisakidos en paises como Chile, Peru,
Argentina, Brasil y Venezuela (9,31-33). Sin embargo, en Colombia solo se ha
reportado la presencia del género Contracaecum en peces del Mar Caribe y en
peces de aguas continentales (34), mientras que en Ecuador no se conoce ninguna

investigacion al respecto.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de

nematodos anisakidos en peces de consumo Yy la prevalencia de anticuerpos anti-
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Anisakis en una poblacion de Colombia. Para ello el proyecto se desarrollé en tres

fases, que se presentan en tres capitulos a lo largo de este documento.

En la primera fase (capitulo 1) se identific6 por taxonomia clasica y técnica
histoquimica, las larvas de estadio infectivo (L3) de anisakidos presentes en peces
de consumo comercializados en puertos pesqueros de Ecuador y Colombia. Al
finalizar esta primera fase, se confirmé la presencia de nematodos de los géneros
Anisakis y Pseudoterranova con un porcentaje de infeccion de hasta el 100% en
algunas especies de peces, por ende surgid la necesidad de identificar los
anisakidos a nivel de especie, con el fin de conocer si las especies de anisakidos
que circulan en aguas del Pacifico de Ecuador y Colombia estan entre las
consideradas patdgenas, y pudieran ser un riesgo para la salud publica, como una
posible enfermedad emergente. Es importante aclarar que por taxonomia clasica no
es posible hacer una identificacidon a nivel de especie en un estadio larval, la
morfologia solo permite identificar las especies en el estadio adulto, que en el caso
de los anisakidos, solo estdn presentes en los hospederos definitivos (mamiferos
marinos), por lo tanto, se desarroll6 una segunda fase (capitulo 2) con el fin de
identificar los anisakidos a nivel de especie mediante técnicas de biologia molecular,
esta fase del proyecto se desarrollo en colaboracién con investigadores de la
Universidad de Chile, quienes previamente han identificado por biologia molecular
P. decipiens aislados de casos clinicos del mismo pais. Para ello se aplic6 una PCR
multiplex que permitié identificar tres especies de anisakidos en muestras de
Colombia y Ecuador, con potencial patogénico, lo que generd nuevas inquietudes
en la investigacion, esta vez dirigidas hacia la poblacion humana, debido a que en
Ecuador y Colombia no se conocen casos de anisakidosis, se disefid una tercera
fase de la investigacion (capitulo 3) con el objetivo de conocer si individuos con
habitos de consumo de pescado de mar tenian anticuerpos anti Anisakis, es decir,
habian estado en contacto con el parasito, y de este modo determinar la
seroprevalencia y asi sentar las bases epidemiologicas para la investigacion de

anisakidos en América del Sur. La determinacion de anticuerpos se realizd
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Gnicamente para el género Anisakis, considerado el de mayor importancia para la
salud humana y del cual la ciencia ya conoce los principales antigenos, esta Ultima
fase del proyecto se realizé en colaboracion con investigadores de la Universidad
Complutense de Madrid, la Universidad Santiago de Compostela y el Hospital
Universitario la Princesa de Madrid, todos lideres a nivel mundial en conocimiento

sobre la respuesta inmune de humanos frente a Anisakis.
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2. JUSTIFICACION

La anisakidosis es una enfermedad parasitaria en el hombre ocasionada por
nematodos de la familia Anisakidae; se produce por la ingestién de pescado crudo

0 poco cocido parasitado por larvas de estos nematodos (35).

El primer caso de parasitacion humana fue notificado por Leucckart en 1876, pero
no fue hasta 1955 cuando Van Thiel y col. describieron la enfermedad e identificaron
al parasito causal como larva de tercer estadio de Anisakis. Fue a partir de ese afio

y hasta 1967 cuando se diagnosticaron en Holanda 160 casos de anisakidosis (36).

En 1965 se organizé en Japdn un grupo de investigacion para el estudio intensivo
de la enfermedad, y en ese mismo afio, se publico el primer caso de anisakidosis
en dicho pais (21). Desde entonces se han descrito anualmente muchos casos,
reconociéndose la anisakidosis como un problema de salud publica en Japén (37).
Es interesante sefialar que muchos de estos casos habian sido diagnosticados
anteriormente como cancer gastrico, Ulcera gastrica o duodenal, y otras
enfermedades gastrointestinales. En Japon se habian notificado hasta 1990, 11.629
casos de anisakidosis gastrica, 567 de anisakidosis intestinal, y 45 de anisakidosis
extragastrointestinal (38). En Estados Unidos se describié en 1972 el primer caso
de anisakidosis humana debido a una larva de Phocanema, pero fue un afio
después cuando se citd el primer caso debido a una larva de Anisakis (39). A partir
de entonces, existe notificacion de varios casos de anisakidosis humana (31,40—
46).

La Administracién de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos (FDA), decidio
estudiar el riesgo potencial para la salud que pueden representar los anisakidos en
el pescado y derivados marinos. Hoy en dia es una enfermedad de distribucién

cosmopolita, habiéndose descrito los primeros casos en los afios 70 cuando la
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enfermedad se dio a conocer. Con el paso de los afios los reportes alrededor del
mundo han ido en aumento, con presencia en mas de veintiséis paises en los cinco
continentes, incluyendo, Holanda, Italia, Egipto, Nueva Zelanda, Canada, Estados
Unidos, Brasil, Perd, y Chile (14-21). Desde entonces, los reportes de casos de
anisakidosis se han incrementado en todo el mundo, especialmente en Espafa y
Japoén (37), paises que han registrado casos clinicos de urticaria, angioedema o
anafilaxia que posteriormente fueron relacionados con la hipersensibilidad
producida por las proteinas del parasito y que obligaron a tomar medidas de
prevencion y control que actualmente hacen parte de la legislacion de estos paises
(23).

En América del Sur, son pocos los casos de anisakidosis reportados hasta ahora.
En Pera se reportaron ocho casos entre 1993 y 2002, y se tienen registros de A.
simplex, A. physeteris y Pseudoterranova sp. parasitando las especies de peces
Scomber japonicus, Trachurus murphyi, Coryphaena hippurus y Sarda chiliensis
(7,17,47), especies que también son comercializadas en Colombia. En Chile, se han
descrito mas de treinta casos de anisakidosis asociados principalmente a larvas de
Pseudoterranova (48) (9). No obstante, en otros paises donde no se han reportado
casos clinicos, se tienen registros de peces o mamiferos marinos infestados con
larvas de estos nematodos, por ejemplo, Venezuela (1), Colombia (34), Argentina
(49), Ecuador (50), Brasil (51) y fuera de América del Sur en paises como México
(52) y Egipto (53).

Estos registros son la evidencia de que estos parasitos se distribuyen alrededor del
mundo y que, en paises como Colombia y Ecuador, la anisakidosis es una
enfermedad subestimada. Sin embargo, la falta de servicios de salud con personal
capacitado para diagnosticar la enfermedad, la comercializacion y el consumo de
especies que han sido reportadas como hospederos de anisakidos, la difusién de la
dieta mediterraneay asiatica, entre otras, constituyen un riesgo para la salud publica

en estos paises.
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Cabe resaltar que los pocos estudios realizados en Colombia y Ecuador donde se
han reportado larvas de anisakidos (34,54-57), la determinacion taxonémica solo
ha llegado hasta nivel genérico. Esto se debe probablemente a que la identificacion
a nivel de especie requiere de técnicas especializadas de biologia molecular de
altos costos y que probablemente no estan estandarizadas en estos paises, y, por
ende, existe un desconocimiento de las especies de anisakidos presentes. A lo que
se suman otros aspectos como el desconocimiento de la dinamica de infeccion de
las larvas a los peces para establecer si la anisakidosis puedes ser una enfermedad

emergente.

En Colombia solo se conocen los estudios realizados por Olivero y Baldiris
(2011)(58,55) en peces marinos, donde reportaron la presencia de nematodos de la
familia Anisakidae en peces comercializados en la bahia de Cartagena, no obstante,
se conocen reportes de anisakidos del genero Contracaecum en peces de aguas
continentales (59,60,54), sin embargo, la identificacion taxondmica en estos estudio
ha sido a nivel genérico, por lo que es importante determinar las especies de
anisakidos presentes en peces de consumo en Colombiay las implicacién en salud
publica. Ademas, no existen reportes de casos clinicos de anisakidosis en nuestro
pais, debido probablemente a diagnésticos erréneos, desconocimiento por parte del

personal de salud y falta de especialistas en el area.

A pesar de la ausencia de reportes de anisakidosis en Colombia, existen algunas
condiciones que podrian favorecer la aparicion de esta parasitosis en la poblacién,
como las expuestas por Sakanari y McKerrow (1989): La distribucion cosmopolita
de los anisakidos, la migracion de las ballenas (hospederos definitivos) cada afio al
Pacifico colombiano, la globalizacion que ha aumentado el interés por el consumo
de platos exéticos como el sushi, el uso de sistemas rapidos de coccion como el
microondas que no permite la adecuada coccién de los alimentos favoreciendo la
supervivencia de las larvas, la difusién de la dieta mediterranea, rica en pescado,

para la prevencion de enfermedades cardiovasculares.
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Ademas, en Ecuador y Colombia se comercializan y consumen especies de peces
como Scomber japonicus, Trachurus murphyi, Coryphaena hippurus, Sarda
chiliensis, entre otros, que han sido reportados como hospederos del estadio
infectivo de anisakidos (larva L3) en paises con costa en el Océano Pacifico como
Peru (7) y Chile (61). Por otro lado, para el Océano Atlantico se han reportado
hospederos para anisakidos en Venezuela (1), Argentina (49) y Brasil (51,62—-64).
Sin embargo, en estos estudios solo se hace el reporte de los hospederos y de los
anisakidos a nivel de género, sin realizar una evaluacién del riesgo que pueden

tener para la salud publica.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de nematodos anisakidos en peces de consumo y la

prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis en una poblacion de Colombia.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Determinar la presencia de nematodos anisakidos en peces de consumo
comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador.

3.1.2. Identificar las especies de anisakidos presentes en peces de consumo
comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador.

3.1.3. Determinar la prevalencia de anticuerpos anti — Anisakis en una poblacion
sana de Colombia y su asociacién con los habitos de consumo de pescado

y mariscos.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Taxonomia de anisakidos

Los nematodos “ascaroideos” de la familia Anisakidae (Nematoda) son parasitos de
mamiferos marinos que utilizan una gran diversidad de peces como hospederos
intermediarios (65). Ocasionalmente parasitan al hombre cuando este ingiere
pescado crudo o mal cocido infectado con larvas de tercer estadio (L3) (65). La
familia Anisakidae comprende al menos 24 géneros, siendo los mas conocidos

Pseudoterranova, Contracaecum y Anisakis (66).

En la actualidad hay descritas al menos nueve especies de Anisakis (66—69), sin
embargo, A. simplex es el principal responsable de los episodios de parasitosis y
alergias, considerdndose como un problema emergente de salud publica en los
altimos afos (70). Se estima que Pseudoterranova (anteriormente Phocanema) y
Contracaecum (Thynascaris) son de menor importancia aunque desde el punto de
vista epidemioldgico es necesario evaluar su incidencia real en la poblacién,

especialmente en lo relativo a sensibilizacion a alérgenos (71).

Los Anisékidos han sido ampliamente estudiados con respecto a su taxonomia y
ciclos de vida. Sin embargo, la clasificacion taxondémica del género Anisakis es
compleja y ha suscitado controversia (66). La clasificacion segun Smith y Wootten
(1978) (22,66) es la siguiente:

Phylum Nemathelmintes
Clase Nematoda
Sub clase Secernentea
Orden Ascaridida
Sub orden Ascaridina

Super familia Ascaridoidea
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Familia Anisakidae
Subfamilia Anisakinae
Géneros Anisakis, Psedoterranova, Contracaecum

4.2. Identificacién de anisakidos

El género Anisakis esta dividié en dos clados, el Clado | que agrupa las especies:
A. typica, A. simplex s.s, A. pegreffi, A. simplex C, A. ziphidarum y A. nascetti, y el
Clado Il que agrupa a las especies: A. physeteris, A. brevispiculata y A. paggine
(72).

La necesidad de identificar las distintas especies de Anisakis, es de especial
importancia ya que se han visto implicadas como agente causal de la anisakidosis
humana. En la actualidad, las distintas especies del género Anisakis estan incluidas
en dos grupos (Tipo |y 1) en funcién de su morfologia, los aspectos ecoldgicos y la
distribucion geogréfica de los hospederos (67) y se han identificado genéticamente
nueve especies de nematodos pertenecientes al género Anisakis. Estas nuevas

especies han sido establecidas mediante analisis de marcadores genéticos (73).

El andlisis mediante electroforesis de enzimas multilocus ha permitido redefinir el
complejo de A. simplex, denominado sensu lato (74), demostrando la existencia de
tres especies gemelas denominadas A. pegreffii, A. simplex sensu stricto (s.s.) y A.
simplex C, que difieren en su estructura genética, asi como en las preferencias
ecolégicas, hospedadores y distribucion geogréfica (66,75). Si bien es cierto estas
especies comparten la misma morfologia, son enziméaticamente diferentes e
inclusive se han comprobado diferencias importantes en las lesiones que

ocasionan.
Los aportes realizados usando la técnica de electroforesis de isoenzimas (66,76)
han sido esenciales y han constituido la base de los estudios realizados

posteriormente con otros marcadores genéticos tales como el generado con la
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técnica de PCR-RFLP del ITS1-5,8-ITS2 (73). Sin embargo, no esta exenta de
limitaciones debido a su complejidad en la interpretacién de los patrones de bandas

y la necesidad de gran cantidad de material biologico (72).

La aplicaciéon de la técnica PCR-RFLP del ITS1-5, 8-ITS2 ha permitido comprobar
la existencia de genotipos hibridos entre A. simplex s.s. y A. pegreffiiy se ha puesto
de manifiesto en larvas L3 procedentes de peces capturados en las costas
espafolas del Mediterraneo y Atlantico (77), en aguas japonesas (74) y mas

recientemente en las costas mediterraneas del norte de Africa (78)

4.3. Caracteristicas morfolégicas

Los anisakidos tienen un cuerpo vermiforme, no segmentado, y su extremo posterior
termina en forma conica o puntiaguda. Las larvas son de color blanquecino o algo
pardas cuando se encuentran enquistadas en el musculo de sus hospederos, tiene
una longitud aproximada entre 15 y 30 mm y un diametro de 0,1 — 0,6 mm (79).
Poseen una cuticula de 1,50 um de grosor (34), en algunas especies esta cuticula
presenta estriaciones finas transversales un poco mas marcadas hacia la parte

posterior del cuerpo (80).

El sistema digestivo es completo, conformado por boca, es6fago, intestino y ano. La
cavidad bucal es triangular y dispone de varios labios, se caracteriza por tener en
su extremo anterior un diente cuticular que utiliza para penetrar el tejido de sus
hospederos y en la base de los labios se encuentra el poro excretor. El es6fago
mide de 2,5 a 3,0 mm, con una porcién anterior muscular, el proventriculo y una
posterior glandular, el ventriculo (81). Poseen un intestino que ocupa la mayor parte
de la longitud de la larva, carece de apéndices esofagicos, su extremo posterior es
redondeado y termina en un mucron o espina. Tiene un anillo nervioso en el tercio

anterior de su cuerpo. El sistema excretor esta conformado por una glandula y un
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conducto que terminan en un poro excretor ubicado en la base de los labios o a nivel

del anillo nervioso (78).

El género Anisakis se caracteriza morfolégicamente por presentar un ventriculo
largo con la unién ventriculo-intestinal oblicua y una cola redondeada, corta y con

una espina terminal (Figura 1) (34).

0.20 mm

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de larvas L3 de Anisakis. (Hurst, 1999;
Berland, 1989; Hurst, 1984). A) Parte anterior (lateral). (Es, es6fago; V, ventriculo;
I, intestino). B) Vista lateral del extremo anterior. (Di, diente cuticular). C) Corte
sagital del extremo anterior. (Pe, poro excretor). D) Parte posterior (lateral). E)
Extremo de la cola. Fuente (34).

El reconocimiento morfologico de las distintas larvas L3 genera mucha dificultad, y
si bien es cierto que es posible distinguir las larvas del genero Anisakis, identificar
las especies mediante esta metodologia es imposible, por lo que algunos autores

las han clasificado como larvas de Anisakis tipo I, I, Il y IV, (Tabla 1) (82)
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No obstante, en la actualidad, el reconocimiento morfolégico de las distintas larvas
L3 genera gran dificultad, aunque es posible determinar Anisakis tipo 1 y Il, no ocurre
lo mismo cuando se trata de hacer una diferenciacion precisa de las especies

incluidas en cada morfotipo (83).

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas del género Anisakis (Modificado de Shiraki,
1974) (83)

Caracteristica Larva Tipo | LarvaTipo ll
Ventriculo Largo Corto
Unién ventriculo-intestino Oblicua Horizontal
Porcion terminal Redondeada Largay cénica
Mucrén Si No
Diente Corto Mas largo
Estriaciones en cuticula Si No

La identificacion de las larvas del género Pseudoterranova es sencilla gracias a su
gran tamafo, color rojizo y a la presencia del ciego intestinal. Este ultimo aparece
bien desarrollado, extendiéndose hacia el extremo anterior, sobrepasando el
margen anterior del ventriculo y es reconocido por la ausencia de apéndice
esofagico. Presenta una cola post-anal corta y conica con una espina terminal fina.
La cuticula, a lo largo de todo el cuerpo, esta finamente estriada por lo que muestra
una apariencia lisa. El extremo anterior tiene un diente pequefio y triangular dirigido
hacia afuera. El poro excretor aparece situado justo en posicion ventral al diente
(Figura 2) (Berland, 1989) (34).
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de larvas L3 de Pseudoterranova decipiens
(Hurst, 1999; Berland, 1989). A) Parte anterior (lateral) (Es, eso6fago; V, ventriculo;
Ci, ciego intestinal). B) Vista lateral del extremo anterior (Di, diente cuticular). C)
Corte sagital del extremo anterior (Pe, poro excretor). D) Parte posterior (lateral). E)
Extremo de la cola. Fuente (34).

En el género Contracaecum sp., la larva L3 por lo general mide entre 4 y 16 mm.
En el extremo anterior son observados tres labios, un diente cuticular conico y
ligeramente romo. El poro excretor abre inmediatamente posterior al diente. En el
tubo digestivo pueden destacarse: el ventriculo pequefio y esférico, el apéndice
ventricular posterior, el intestino que expone un ciego anterior mas pequefio que el
apéndice ventricular, dependiendo esta morfologia de la especie. El extremo
posterior es conico, la cola post-anal larga y no presenta espina terminal. La cuticula
de esta larva es gruesa con las estriaciones transversales muy marcadas (Figura 3)
(Berland, 1989) (34).
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Figura 3. Caracteristicas morfologicas de larvas L3 de Contracaecum sp. (Hurst,
1999; Moravec, 1997; Berland, 1989). A) Parte anterior (lateral) (An, anillo nervioso;
Es, esofago; Ci, ciego intestinal; V, ventriculo; Av, apéndice ventricular; I, intestino).
B) Vista lateral del extremo anterior. C) Corte lateral del extremo anterior. (Di, Diente
cuticular; Pe, poro excretor) Fuente (34).

4.4. Ciclo de vida

Los anisakidos tienen un ciclo de vida muy complejo y en algunos casos no esta
bien definido; sin embargo, se conoce que tienen un estadio de huevo, cuatro
estadios larvales y el estadio adulto (39). Estos parasitos tienen como hospederos
definitivos a mamiferos acuaticos bien identificados; en el caso de A. simplex, los
adultos se encuentran en el tracto gastrointestinal de los cetaceos (ballenas,
delfines, marsopas); los adultos de Pseudoterranova spp. se encuentran en
pinnipedos (leones marinos, morsas, focas). Por su parte, Contracaecum puede
llegar a estadio adulto en pinnipedo o en las aves que se alimentan de peces como
pelicanos y garzas. Sin embargo, el rango definitivo de hospedadores de algunas
especies de anisakidos es desconocido (84). En la figura 4 se muestran los
huéspedes definitivos presentados por Mattiucci y Nascetti (2008) (66) y en figura 5
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el ciclo bioldgico de los anisakidos esquematizado por el Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades CDC.

El ciclo de vida inicia cuando las hembras adultas depositan sus huevos en el
estdmago de sus hospederos definitivos. Los huevos son liberados al mar con las
heces, donde después de un periodo de incubacion la larva sufre dos mudas (L1 y
L2) y eclosiona del huevo como L2 (79). Las larvas L2 permanecen libres hasta que
son ingeridas por pequefios crustaceos marinos del plancton (Euphasidae), que
actian como hospedadores intermediarios y en ellos la larva L3 se libera de la
cuticula de la larva L2. Estos crustaceos infectados pueden ser devorados por un
pez o cefalépodo (calamar, pulpo) y el nematodo se aloja en la pared del intestino
de este segundo hospedador. La larva L3 es conocida como el estadio de larva
infectiva, la cual es capaz de parasitar distintas especies de peces, anfipodos y
decapodos entre otros, penetran la pared del tracto digestivo y pueden alcanzar la
cavidad corporal. Finalmente, cuando los mamiferos marinos se alimentan de estos
peces o los cefaldpodos parasitados, se produce el cambio de muda a estadio

larvario L4 y nematodo adulto (65).

El ser humano puede actuar como hospedero accidental cuando consume
pescados o cefalépodos, crudos o poco cocidos, parasitados con larvas L3. La
ingestion de estas larvas (que no completan su ciclo de vida) produce en los

humanos una enfermedad zoondética conocida como anisakidosis (65,70).
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4.5. Distribucion geogréfica

Las especies de la familia Anisakidae, tienen distribucion cosmopolita con
diferencias en su distribucion geogréfica y los hospederos definitivos segun el grupo

al cual pertenezcan (Figura 6) (66,85).
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Figura 6. Mapa de las areas de distribucion de especies de anisakidos
presentado por Mattiucci y Nascetti (2008) (66).

Las especies del género Anisakis agrupadas en el complejo A. simplex (A. pegreffii,
A. simplex s.s. y A. simplex C) se han encontrado parasitando como hospederos
intermediarios a peces pelagicos, mesopelagicos y demersales. Las especies del
complejo A. physeteris se encuentran en calamares de aguas profundas como
hospederos intermediarios (66). Por su parte, A. pegreffi se encuentra

principalmente en el mar Mediterraneo y en el hemisferio sur, A. simplex s.s. en el
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Atlantico norte y en el Océano Pacifico, mientras que A. simplex C se encuentra en
las costas del Pacifico y en el hemisferio sur (85,86). Aunque en general se trata de
especies alopétricas, A. simplex s.s. y A. simplex C se encuentran en simpatria en
la costa del Pacifico de Canada, mientras que A. simplex C y A. pegreffii lo estan en
el Océano Atlantico Sur (87). Las costas de la peninsula Ibérica y los mares de
Japon son zonas de simpatria de A. simplex y A. pegreffii (74,77,87).

4.6. Huéspedes

4.6.1. Principales especies parasitadas

Actualmente se ha reportado que la mayoria de especies de peces de consumo en
los paises en donde se ha estudiado, pueden estar parasitados con larvas de
anisakidos. Se conocen alrededor de 160 especies que en su mayoria son
infestadas por A. simplex (88). La prevalencia de estos nematodos varia
dependiendo de la especie de pez parasitado, del area geografica y de las
caracteristicas particulares de cada especie (89). Sin embargo, varios autores
plantean que la prevalencia de las larvas de estadio infectivo (L3) puede estar
asociada con la edad y el tamafio de los peces (69,90).

En general, las especies con mas numero de estudios y de porcentajes altos de
parasitacion son la merluza (Merluccius sp.), la bacaladilla (Micromesistius

poutassou) y el jurel (Trachurus trachurus) (81,91-93)

4.6.2. Hospederos de anisakidos registrados en América del Sur

Los nematodos anisakidos se han reportado en la vida marina de los principales
océanos y mares, tanto en mamiferos marinos como en diferentes especies de

peces de consumo humano (39). En América del Sur, se han identificado peces
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parasitados en Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Perd y Venezuela
(14,33,34,63,94-96,57). En la tabla 2 se presenta la lista de hospederos reportados
para parasitos de la familia Anisakidae en América del Sur y en la figura 7 la

distribucion.

En Argentina se ha identificado el género Contracaecum sp. en seis especies de
peces de consumo, todas con una prevalencia cercana al 100% (94). En Brasil, se
han reportado ocho hospederos intermediarios parasitados por A. typica, A.
physeteris, P. azarasi, Contracaecum sp., Anisakis sp. y Pseudoterranova sp.,
mientras en Chile con once hospederos identificados, solo se reportan los géneros
Anisakis y Pseudoterranova. Por su parte, Colombia cuenta con el mayor nimero
de hospederos, once especies entre peces de agua maritima y continental, sin
embargo, en su mayoria la identificacion taxondmica solo se ha llegado hasta
familia, y el pez Mugil incilis se ha identificado como hospedero del género

Pseudoterranova.

En esta revision solo se encontré para Ecuador la tesis de Lourdes Ulloa (2008)
quien reporto la presencia de Contracaecum sp. en los peces Mugil cephalus (lisa),
Hoplias microlepis (guanchiche), Hexanematichthys sp. (bagre pintado) y

Oreochromis niloticus (tilapia).

En Perd, uno de los paises de América con reportes de casos clinicos de
anisakidosis, se conoce la existencia de ocho hospederos de anisakidos reportados
en dos trabajos de investigacién donde se identificaron los nematodos A. physeteris,
P. decipiens, A. simplex e Hysterothylacium sp. Finalmente, se encontré en
Venezuela el reporte de los géneros Anisakis, Pseudoterranova y Contracaecum,
parasitando principalmente peces de la familia de los Mugilidos. En la figura 7 se
presenta la distribucion de los nematodos anisakidos reportados en paises de

Ameérica del Sur.
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Tabla 2. Lista de especies de peces reportados como hospederos intermediarios de parasitos de la familia
Anisakidae en paises de América del Sur. *SD: Sin datos

No Pais — Hospedero ) Nematodo identificado rgv(irs)gEiZ) Prevg/lsncia Ref
Nombre cientifico Nombre comun
1 Argentina Astyanax eigenmanniorum SD Contracaecum sp. SD 100 (94)
2 Argentina Oligosarcus jenynsii SD Contracaecum sp. SD 54 (94)
3 Argentina Odontesthes bonariensis SD Contracaecum sp. SD 5 (54)
4 Argentina Hoplias malabaricus SD Contracaecum sp. SD 100 (54)
5 Argentina Pimelodus albicans SD Contracaecum sp. SD 100 (54)
6 Argentina Rhamdia quelen SD Contracaecum sp. SD 100 (54)
7 Brasil Thunnus thynnus SD Anisakis typica SD SD (67)
8 Brasil Auxis trazard SD Anisakis typica SD SD (67)
9 Brasil Trichiurus lepturus Pez sable Anisakis typica 64 57 (62)
10 Brasil Gadus sp. Bacalao Pseudoterranova azarasi SD SD (97)
11 Brasil Cynoscion spp. SD Contracaecum sp. 52 67.3 (98)
12 Brasil Cynoscion spp. SD Anisakis sp. 52 30.76 (98)
13 Brasil Cynoscion spp. SD Pseudoterranova sp. 52 3.84 (98)
14 Brasil Kogia breviceps Cachalote pigmeo Anisakis physeteris SD SD (95)
15 Brasil Kogia breviceps Cachalote pigmeo Pseudoterranova sp. SD SD (95)
16 Brasil Plagioscion squamosissimus Corvina de plata Anisakis sp. 44 23 (99)
17 Chile Merluccius merluccius Merluza Familia Anisakidae 5 SD (100)
18 Chile Thyrsites atun Atun Anisakis sp. SD SD (100)
19 Chile Merluccius australis SD Pseudoterranova spp. 104 4.8 (101)
20 Chile Merluccius australis SD Anisakis sp. Tipo | 104 8.7 (101)
21 Chile Genypterus blacodes SD Pseudoterranova spp. 81 53.1 (102)
22 Chile Genypterus blacodes SD Anisakis sp. Tipo | 81 7.4 (102)
23 Chile Genypterus blacodes SD Anisakis sp. Tipo Il 81 4.9 (102)
24 Chile Thyrsites atun Atun Pseudoterranova spp. 95 5.3 (101)
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(101)

25 Chile Thyrsites atun Atun Anisakis sp. Tipo | 95 7.4

26 Chile Merluccius gayi SD Anisakis simplex 17 5.9 (101)
27 Chile Merluccius gayi SD Pseudoterranova decipiens 17 23.5 (102)
28 Chile Macrouronus magellanicus SD Pseudoterranova decipiens 4 25 (101)
29 Chile Macrouronus magellanicus SD Hysterothylacium sp. 4 1 (102)
30 Chile Genypterus chilensis SD Pseudoterranova decipiens 18 50 (102)
31 Chile Paralichthys microps SD Anisakis simplex 10 10 (101)
32 Chile Paralichthys microps SD Pseudoterranova decipiens 10 70 (102)
33 Chile Trachurus murphyi SD Anisakis simplex 16 12.5 (101)
34 Chile Trachurus murphyi SD Pseudoterranova decipiens 16 31.3 (102)
35 Chile Merluccius australis Merluza Pseudoterranova sp. 78 21.8 (102)
36 Colombia Hoplias malabaricus Moncholo Contracaecum sp. 227 100 (34)
37 Colombia Mugil incilis Lisa Familia Anisakidae 386 70 (34,103)
38 Colombia Merluccius goyi Merluza Familia Anisakidae SD 70 (34)
39 Colombia Mugil cephalus Lebranche Familia Anisakidae 19 100 (34)
40 Colombia Mugil incilis Lisa Familia Anisakidae 355 83.9 (34)
41 Colombia Mugil spp Mugil Familia Anisakidae 5 100 (34)
42 Colombia Sciades herzbergii Barbulchiro Familia Anisakidae 64 1.6 (34)
43 Colombia Caranx hippus Jurel Familia Anisakidae 12 8.5 (34)
44 Colombia Centropomus undecimalis SD Familia Anisakidae 23 4.3 (34)
45 Colombia Mugil cephalus Lisa Anisakis sp. 15 33 (104)
46 Colombia Hoplias malabaricus Moncholo Contracaecum spp. 45 100 (60)
47 Colombia Mugil incilis Lisa Contracaecum sp. 378 100 (105)
48 Colombia Mugil incilis Lisa Pseudoterranova sp. 378 80.5 (105)
49 Colombia Sorubim cuspicaudus Blanquillo Contracaecum sp. 60 100 (59)
50 Colombia Hoplias malabaricus Moncholo Contracaecum sp. 60 93.33 (59)
51 Colombia Caquetaia kraussii Mojarra amarilla Contracaecum sp. 60 95 (59)
52 Colombia Pseudoplatystoma magdaleniatum Bagre pintado Contracaecum sp. 60 95 (59)
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(59)

53 Colombia Plagioscion magdalenae Pacora Contracaecum sp. 60 46.7

54 Colombia Ageneiosus caucanus Doncella Contracaecum sp. 60 23.3 (59)
55 Colombia Salminus affinis Rubio Contracaecum sp. 45 95 (60)
56 Ecuador Mugil cephalus Lisa Contracaecum sp. 64 14 (57)
57 Ecuador Hoplias microlepis Guanchiche Contracaecum sp. 64 25 (57)
58 Ecuador Hexanematichthys sp. Bagre pintado Contracaecum sp. 64 12.5 (57)
59 Ecuador Oreochromis niloticus Tilapia Contracaecum sp. 64 14.06 (57)
60 Perd Coryphaena hipporus Dorado Anisakis physeteris SD SD (7)
61 Peru Scomber japonicus Caballa Anisakis physeteris SD SD )
62 Pert T. murphy Jurel Anisakis physeteris SD SD )
63 Peru S. sardachilensis Bonito Anisakis physeteris SD SD )
64 Perd Coryphaena hipporus Dorado Anisakis physeteris SD SD )
65 Pert Trachurus murphy Jurel Pseudoterranova decipiens SD SD )
66 Peru Scomber japonicus Bonito Pseudoterranova decipiens SD SD )
67 Pert Trachurus murphy Jurel Anisakis simplex SD SD )
68 Peru Sciaena deliciosa Lorna Anisakis simplex SD SD )
69 Pert Pralonchurus peruanus Coco Anisakis simplex SD SD g
70 Pert Scomber japonicus Caballa Anisakis simplex SD SD g
71 Peru Mugil cephalus Lisa Anisakis simplex SD SD )
72 Pert Coryphaena hipporus Dorado Anisakis physeteris 12 7 (31)
73 Peru Coryphaena hipporus Dorado Hysterothylacium sp. 12 4 (31)
74 Venezuela Mugil curema Lisa Contracaecum spp. 90 97 (106)
75 Venezuela Mugil liza Lebranche Contracaecum spp. 90 97 é?
76 Venezuela Eugerres plumieri Mojarra Contracaecum spp. 90 97 é?
77 Venezuela Mugil curema Lisa Pseudoterranova spp. 90 3 (106)
78 Venezuela Mugil liza Lebranche Pseudoterranova spp. 90 3 (106)
79 Venezuela Eugerres plumieri Mojarra Pseudoterranova spp. 90 3 (106)
80 Venezuela Mugil liza Lebranche Contracaecum spp. 65 84.39 (33)
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(33)

81 Venezuela Mugil liza Lebranche Pseudoterranova spp. 65 10

82 Venezuela Mugil liza Lebranche Anisakis spp. 65 5.61 (33)
83 Venezuela Mugil curema Lisa Contracaecum spp. 143 12.74 (33)
84 Venezuela Mugil curema Lisa Pseudoterranova spp. 143 40.1 (33)
85 Venezuela Mugil curema Lisa Anisakis spp. 143 47.16 (33)
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Figura 7. Distribucién de nematodos anisakidos en América del Sur, reportados
en peces de consumo humano (Castellanos, JA. 2018).

4.7. Localizaciéon de las larvas

La ubicacion de las larvas en la cavidad abdominal de los peces es variable, se
pueden encontrar en la superficie del higado, en mesenterio, gbnadas, en intestino,
0 en la submucosa del tubo digestivo, donde se encuentran principalmente
encapsulada y en la mayoria de los casos se observan enrolladas en espiral y
comunmente se observan rodeadas por una capsula transparente (81). Ademas,
esta sujeta a los habitos alimenticios de sus hospederos, en los peces que se
alimentan principalmente de crustaceos, como son la bacaladilla (Micromesistius
poutassou), el arenque (Clupea harengus) o la caballa (Scomber japonicus), las

larvas se encuentran en la cavidad abdominal y las visceras (90); mientras que en
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los peces piscivoros como la merluza (Merlucciuss sp.) o el bacalo (Gadus morhua)
se encuentran en la musculatura que rodea la cavidad abdominal (107). Mientras
en los moluscos cefalépodos, es comun encontrarlas en las visceras y libres en el

interior del manto (108).

Respecto al numero de larvas y su distribucion en el musculo y en visceras va a
depender de la especie de hospedero, en especies de salmén del Pacifico se
reporta mayor abundancia de A. simplex en musculo abdominal (87%) (85), y en
especies de calamar gigante capturados en la costa del Pacifico del Peru, se han

encontrado en un 57% larvas de Anisakis sp. en la musculatura del manto.

4.8. Técnicas de deteccion de larvas de anisakidos

Existen varios métodos para determinar la presencia de Anisakis sp. en musculo y
visceras de pescado, la mayoria de estas técnicas llevan a la destruccién de los
pardsitos, sin embargo, aunque la muerte de las larvas evita la infestacion a los
humanos, no evita la posibilidad de que se produzcan reacciones alérgicas en
individuos sensibilizados (109).

La manera habitual para detectar la presencia de larvas es por inspeccién visual y
transiluminacion, sin embargo, estos métodos son de baja eficiencia para la
industria debido a que muchos parasitos se encuentran alojados en el interior del

musculo de los peces y no es facil su observacion.
4.8.1. Examen visual
Es un método sencillo y econdmico para la deteccion de larvas de anisakidos. La

inspeccion se realiza en la superficie de las visceras y en musculo sin llegar a ser

un meétodo destructivo para los productos de industria pesquera, permite la
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deteccién entre el 45 y el 83% de las larvas localizadas en musculo, no discrimina
entre las larvas vivas y muertas y es recomendado para filetes y pescados pequefios
(81).

4.8.2. Transiluminacion

Este método se utiliza en filetes sin piel para la deteccion de larvas de anisakidos
localizados en el interior del masculo, para ello los filetes se ubican en una superficie
traslucida iluminada con luz blanca desde la parte inferior. Se usa para detectar
larvas ubicadas en una profundidad hasta de 6 mm, a partir de 1 cm de profundidad
solo es posible visualizar las larvas de Pseudoterranova por su gran tamafio y su
color rojizo (81). Es un método que permite la revision de hasta 300 filetes por hora,
sin embargo, ocasiona cansancio ocular por parte de los operarios lo que disminuye
la eficacia y retrasa la produccion. Este método detecta entre el 7 y 10% de las

larvas presentes en los filetes (81).

4.8.3. Luz ultravioleta

Este método utiliza luz ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm unos 10 cm
sobre la superficie del pescado. Permite la diferenciacion de larvas de los géneros
Anisakis y Pseudoterranova que se observan de color azul fluorescente y las
Contracaecum de color amarillo. Es un método rapido y no destructivo, sin embargo,
requiere de larvas muertas para la emision de fluorescencia, y para ello los filetes
deben ser sometidos a procesos de congelacion y descongelacion (109). No
obstante, en algunos estudios las larvas muertas no coinciden con la emision de
fluorescencia por lo que se considera un método inadecuado para la inspeccion
(107).
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4.8.4. Digestion con pepsina

Es un método destructivo que consiste en someter el masculo del pescado a una
solucion de pepsina y acido clorhidrico a 37°C para separar las larvas del tejido, la
cuticula de las larvas es estable en estas condiciones de digestién por lo que se
utiliza para estudios de prevalencia y abundancia. Sin embargo, si la cuticula se
encuentra deteriorada por algun proceso anterior las larvas pueden ser digeridas

por la pepsina (107).

4.8.5. Deteccion electromagnética

El método se basa en la diferencia de la conductividad entre el musculo del pescado
y las larvas. Para la deteccién se utiliza un magnetémetro SQUID (Super conducting
Quantum Interference Device magneto meter), que registra de forma automatizada
las perturbaciones en el campo magnético y transfiere una sefial que luego es
amplificada y almacenada en formato digital. Con este método se puede determinar
la orientacidén y posicion de las larvas o la presencia de espinas. A partir de este
método se pretende construir un sistema comercial automatizado que sustituya la

transiluminacion (91).
4.8.6. Tincién
Este método se usa Unicamente para diferenciar las larvas vivas y muertas, las

larvas muertas se tinien mas intensamente, los colorantes mas usados son la

safranina y el verde brillante (110).
4.9. Epidemiologia

La presencia de larvas de Anisakis en pescado es muy variable, se han reportado
mas de 200 especies de peces pelagicos como hospederos de estos nematodos.

En Japon, la caballa japonesa (Scomber japonicus) es uno de los principales peces
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responsables de la anisakidosis, con prevalencias de hasta el 100% en algunas
regiones (111). En Europa es el arenque (Clupea harengus) en el que se han
reportado prevalencias de hasta el 100%, otras especies no menos importantes
como Engraulis encrasicolus, Sardina pilchardus, Merluccius merluccius,
Merlangius merlangus, Thunnus thynnus tienen prevalencias entre el 23.3 % vy el
81.7% (75,112).

Con respecto a la anisakidosis humana, Japdn es el pais con mayor nimero de
reportes en todo el mundo con méas de 2000 casos al afio, seguido de los paises
europeos con alrededor de 1000 casos al afio y Corea del Sur con 500 (113). La
comida tradicional como el sushi y el sashimi en Japén y los boquerones en vinagre
en Espafa, son los principales responsables de la infeccion en estos paises (114—
116).

La enfermedad se diagnostica en pacientes entre los 20 y 60 afios, afectando mas
a hombres que mujeres (117). Los autores reportan estacionalidad en los casos
humanos debido al mayor consumo de pescado en algunas épocas del afio y a una
mayor prevalencia de parasitos en los hospederos; por ejemplo, en Japén los meses
con mas casos reportados corresponden al invierno y la primavera aunque se tienen

reportes durante todo el afio (112).
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4.10. Anisakidosis humana

La anisakidosis es una zoonosis producida por la infeccion de larvas L3 y/o L4 de
nematodos de la familia Anisakidae en los humanos cuando este consume pescado
0 mariscos parasitados (42). El término se introdujo en 1960 por Straub y el primer
reporte fue hecho en 1960 por Van Thiel et al (5). Es una enfermedad endémica en
Japon (siendo el pais con mayor nimero de casos reportados) (17), y Espafia (88),
con reportes en Canada y Estados Unidos (118); también ha sido descrita en paises
como Chile y Peri donde actualmente se considera como una enfermedad
emergente, lo que se explica dado el aumento de los habitos de consumo de
pescado crudo y cambios en la distribucion de las especies hospederas (7,119). Se
presenta con mayor frecuencia en adultos que en nifios (5). La infeccion se suele

dar por una larva Unica, aunque hay reportes de infestaciones mdultiples (120).

La infeccidn por paréasitos del género Anisakis se denomina anisakiasis, siendo este
el principal agente causal. La pseudoterranovosis, infeccion por Pseudoterranova,
también es frecuente, principalmente en el continente americano, donde la mayoria
de casos han sido reportados en Chile (5,36,48,121). Existe, un reporte de infeccién
por Contracaecum osculatum en Jap6n y cuatro reportes de infeccion por

Hysterothylacium aduncum, dos en Corea del Sur y dos en Japon (38).

En el humano la larva puede generar multiples sintomas, aunque la mayoria de
casos son asintomaticos (64). La sintomatologia se explica por dos mecanismos
fisiopatoldgicos, una reaccion de hipersensibilidad inmediata y una reaccion
inflamatoria (120). Con lo anterior tenemos que el cuadro clinico va variar entre una
reaccion alérgica y una afeccién del tracto gastrointestinal. El género al que
pertenezca la larva va estar relacionado con el mecanismo fisiopatoldgico, siendo
mas comunes las alergias con parasitos del género Anisakis y los cuadros

inflamatorios con Pseudoterranova (13,122).
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La presentacion gastrointestinal va a depender del lugar donde se ubique la larva a
lo largo del tracto digestivo. Comprenden una localizacion esofagica en 0.8% de los
casos (61); una gastrica, con la mayoria de casos, del 70 — 95 % (5,120) y una
intestinal con un 4% de los casos (5) con una variante ileal terminal y una coldnica
rara 0.1 — 0.9% (43). Existen ademas reportes donde la larva se lleg6 a ubicar en
laringe y lengua (122). La larva puede también migrar a otros 6rganos, atravesando
distintas capas celulares, llegando a penetrar el higado, bazo, pancreas, pulmones,
ovarios y ganglios linfaticos (5,122), dando una presentacion extra-intestinal de la
infeccion. El tiempo de permanencia de larva en la cavidad determina el tipo de
reaccion inmunoldgica de la presentacion, pudiendo ser aguda o cronica (7). El tipo
agudo se caracteriza por eritema e hiperemia en la mucosa (42), acompafado de
edema que puede comprometer la submucosa (123). Al aumentar la permanencia
de la larva, a varios dias, ésta puede llegar a migrar hasta la submucosa y generar
alteraciones de tipo crénico, como infiltracion eosindfila, induracion y engrosamiento
de la mucosa (19), que terminan en la formacion de abscesos y granulomas, por
una reaccion de hipersensibilidad tipo 1V (13,122). La larva muere transcurridas 8 a

24 semanas después de ser ingerida (5,122).

Los cuadros gastrointestinales van a variar en su sintomatologia de acuerdo con la
presentacion y la evolucion cronoldgica de cada caso, sin embargo la mayoria de
cuadros son autolimitados (120). Cuando la afeccion es mas proximal, los sintomas
inician tempranamente, 6 a 12 horas después de la ingestion, la larva puede
desencadenar el reflejo tusigeno que permite la expulsién del parésito con remocién
manual(121), también pueden presentarse dolor faringeo, prurito nasal, nausea y
vomito (13,122). En los cuadros gastricos la larva se suele ubicar en los pliegues de
la curvatura mayor del estbmago, donde puede pasar desapercibida en el examen
endoscopico (123), los pacientes cursan con dolor epigastrico (pirosis) intenso y
repentino que inicia 12 a 72 horas post-ingestibn y no mejora con analgésicos
(5,120), asimismo pueden experimentar dolor toracico de tipo anginoso (124), célico

abdominal, naduseas, sensacion de estdmago vacio (42), febricula y distencidon
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abdominal por ascitis (123). Cuando se ve comprometido el intestino, los sintomas
aparecen tardiamente, incluso de semanas después de la infeccidn, siendo la
obstruccion intestinal el mas prevalente, seguido por perforacion intestinal que se
puede complicar en una peritonitis, sangrado de vias digestivas altas (heces
melénicas), diarrea, dilatacién proximal del intestino delgado (122,123) e
intususcepcion (43). Ocasionalmente la larva puede ser eliminada en las
deposiciones y hay reportes de salida de la larva por el ano (5,48). En general todos
los pacientes suele cursar con una leucocitosis marcada, inicialmente por neutrofilia,

con aparicion tardia de eosinofilia (120).

Por otra parte, la infeccion también se ha asociado a respuestas alérgicas agudas,
abarcando urticarias, angioedema y shock anafilactico, que suelen aparecer 4 a 24
horas después de la ingesta (5). El sistema inmune reconoce los antigenos
excretados/secretados de la larva viva y los de la cuticula en la larva muerta (13).
Se han identificado trece alérgenos, siendo los de mayor relevancia el Anis 1y Ani
s 7(11,125). Los alérgenos desencadenan una reaccion de hipersensibilidad tipo |,
mediada por IgE tipica de un perfil linfocitico Th2 (123), la cual requiere de una
sensibilizacion previa de las células del sistema inmune, que se cree esta asociada
a un cuadro intestinal asintomético anterior (64,126). Cabe aclarar que ambas
presentaciones pueden ocurrir en conjunto como un cuadro gastro-alérgico (124).
Existen también casos de reacciones alérgicas cronicas, principalmente urticaria.
La exposicion constante al parasito se ha visto asociada a asma ocupacional e
infantil, rinitis, dermatitis y conjuntivitis (5,7,107,122).

En el diagnéstico de anisakidasis se deben tener en cuenta dos aspectos: 1)
presentacion clinica del paciente y 2) antecedente de consumo de pescado o
mariscos crudos o semicrudos. El diagndstico de un cuadro gastrointestinal exige la
deteccién e identificacién de la larva, ya sea in vivo en el caso de la endoscopia o
in situ en una biopsia. La endoscopia temprana es la prueba de referencia para el

diagnostico de estos cuadros (120). Por la similitud en la presentacion clinica, se
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debe hacer un diagndstico diferencial de los cuadros gastrointestinales con gastritis,
apendicitis aguda, pseudo-obstruccion intestinal, otras infecciones parasitarias,
infecciones bacterianas, enfermedad de Crohn y neoplasias, principalmente en los
casos cronicos con formacion de granulomas que simulan tumores (13,17,120,122).
Para los cuadros alérgicos no es indispensable la observacion directa de la larva,
los sintomas se atribuyen principalmente a la respuesta inmune del hospedero, por
ello las pruebas seroldgicas son las mas utilizadas. La deteccién de anticuerpos,
IgM, IgG e IgE, especificos contra el parasito es un método sensible (64). Las
reacciones cutaneas de sensibilidad, test de Prick, nos indican un contacto previo
con el anisakido, por lo que se suelen usar en investigacion (11).

En los casos en lo que el mecanismo fisiopatolégico depende de la larva viva, el
tratamiento consiste en extraccion de la misma por endoscopia con forceps,
cuidando de realizar una extraccion completa del nematodo, lo que permite la
posterior identificacion del género al cual pertenece el anisakido. Los sintomas
suelen desaparecer pocas horas después de la extraccion (42). En los casos en que
existan granulomas u obstrucciones intestinales, se debe hacer una reseccion de
los segmentos afectados (122). También se han propuesto tratamientos empiricos
con antiparasitarios como albendazol y mebendazol, que buscan matar la larva,
aungue no se conoce su efectividad (123,126). Algunos autores recomiendan el uso
de antiacidos, debido a que las larvas buscando evitar el pH acido géastrico suelen
adherirse méas temprano al epitelio y ocasionar un dafio en menor tiempo (122). El
uso de analgésicos para el tratamiento del dolor, pueden ser prescritos. En las
reacciones alérgicas el tratamiento inmediato abarca antihistaminicos,
broncodilatadores y vasoconstrictores en los casos mas graves (126). Cabe afiadir
gue debido a la naturaleza termoestable de antigenos como Ani s 4 de A. simplex,
se pueden presentar reacciones alérgicas aun cuando el consumo de peces sea
bien cocido, lo que constituye un problema para el 27% de los individuos
sensibilizados (101,107).
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La prevencion de la anisakiasis involucra todos los procesos incluidos en el manejo
de pescados y mariscos. La evisceracion temprana post-captura evita la migracion
de la larva al muasculo (7). La congelacion a -20 ° C es indispensable para
imposibilitar la viabilidad de las larvas (61), temperaturas mayores resultan
inefectivas debido a que el parasito secreta un agente criopreservante. En cuanto
al consumo para humanos, los peces deben permanecer al menos 10 minutos a 60
°C o alcanzar un temperatura de 77° C en el microondas (5,7). La instauracion de
legislaciones en el manejo y procesamiento de peces y desechos de pesca
probablemente contaminados es indispensable para un control en el nUmero de
casos (101).

4.10.1. Anisakidosis gastrica

Esta forma de la enfermedad ocurre cuando las larvas de los anisakidos penetran
en la pared gastrica, principalmente en la mucosa o submucosa. El curso clinico
agudo se caracteriza por dolor epigastrico agudo, nauseas y vomitos, todos
apareciendo unas horas después de la ingestién del pescado contaminado. Con
menos frecuencia, también pueden aparecer inflamacion abdominal, diarrea,
pirexia, hematemesis y otros sintomas inespecificos (127). Los estudios
endoscopicos han revelado que las lesiones y las larvas asociadas generalmente
se distribuyen en el cuerpo del estbmago, a lo largo de la curvatura mayor (128).
Los hallazgos tipicos incluyen la presencia de larvas intactas incrustadas en la
submucosa edematosa y rodeadas por neutréfilos y eosinoéfilos. La pared gastrica
muestra un marcado engrosamiento, con edema e infiltracion eosinofilica masiva
(127).

Algunos pacientes pueden desarrollar una forma subaguda o cronica, caracterizada
por manifestaciones clinicas tales como dolor epigastrico relativamente grave que
mas tarde se torna opaco, y dispepsia, vomitos y anorexia, que pueden persistir

durante meses o incluso afos (129). Los examenes endoscOpicos en casos
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cronicos pueden mostrar erosién o Ulcera con edema en la superficie de una

induracion tipo tumor o nédulo que imita el cancer de estobmago o la Ulcera (38).

4.10.2. Anisakidosis intestinal

En casos agudos o fulminantes, el dolor abdominal agudo que generalmente
aparece 24-48 horas después de la ingestion de las larvas puede estar acompafiado
de nauseas, vomitos, abultamiento abdominal, induracién y desviacion del ritmo
intestinal establecido con estrefiimiento o diarrea (38). Cuando aparece fiebre de
mas de 38 °C, esto puede indicar infeccion secundaria con bacterias (127).
Hallazgos de laboratorio a menudo muestran leucocitosis, pero generalmente no se
observa eosinofilia, se puede presentar sindromes obstructivos y artralgias
(16,129).

Al igual que en la forma gastrica, los cambios inflamatorios (incluido el edema local
grave que puede provocar obstruccidon y dilatacion proximal) son estrictamente
localizado. Ademas se puede observar edema, petequias, hiperemia e hinchazoén
turbia de la serosa y el mesenterio (127). El examen microscépico generalmente
muestra la larva intacta incrustada en la submucosa, con edema intenso y marcada
infiltracion celular a través de la capa serosa. Estos cambios conducen a un
engrosamiento de tres a cinco veces de la pared intestinal. La lesion flematica es
histopatolégicamente similar a la que ocurre en la forma gastrica aguda, pero mas

severa (127).

4.10.3. Anisakidosis ectopica
En algunos casos, las larvas pueden perforar completamente la pared
gastrointestinal, llegando a la cavidad abdominal y migrando a 6rganos y tejidos

como el mesenterio (39,130), el pulmén (131)(63,64) o el higado. En la mayoria de

estos casos, las manifestaciones clinicas son leves, pero pueden aparecer sintomas
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intestinales de mayor gravedad como resultado de la respuesta provocada por la
larva durante su penetracion en la pared intestinal (132)(5,62). En otros casos, se
han encontrado larvas en la orofaringe, provocando el llamado "sindrome de la
garganta hormigueante”, que puede llevar a la expulsion de la larva al toser, estos

casos se han descrito en Estados Unidos y se asocian a Pseudoterranova (127).

4.10.4. Anisakiasis alérgica

La urticaria se ha reportado en infecciones gastrointestinales con Anisakis simplex
(133), siendo esta especie identificada como una causa importante de reacciones

alérgicas mediadas por anticuerpos IgE (134).

Se han observado reacciones alérgicas a A. simplex sin sintomas gastricos ni
intestinales en pacientes sensibilizados, después de la ingestion de mariscos
contaminados (peces o cefalopodos) (127). Los primeros sintomas aparecen muy
temprano, dentro de las primeras horas, y muy frecuentemente incluso en los
primeros 60 minutos (127). El curso clinico sigue el patron general para las
reacciones alérgicas de tipo | (hipersensibilidad a alimentos), y su gravedad varia
desde urticaria simple o angioedema hasta shock anafilactico. Entre el 20-60% de
los casos clinicos son graves, afectando a varios érganos, incluyendo la piel, el
aparato respiratorio, el sistema digestivo y el sistema cardiovascular (10). Se
considera que los pacientes con alergia a A.simplex en su mayoria son adultos con
una edad promedio de 50 afios, a pesar de que las alergias relacionadas con los
alimentos suelen ser mas comunes en nifios y adultos jovenes (10). Esto puede
deberse a que los adultos comen con mayor frecuencia mariscos crudos 0 poco

cocinados (127).

4.10.5. Patogenicidad de Anisakis

Las infecciones con helmintos parasitos se caracterizan por el desarrollo de
respuestas tanto alérgicas como inmunomoduladoras. Aunque las reacciones
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alérgicas fulminantes a las infecciones son raras, pueden ser importantes en la
liberacion accidental de antigenos del parasito en la circulacién general durante, por
ejemplo, en una cirugia para eliminar los quistes hidatidicos. Las respuestas
protectoras a los nematodos intestinales estan asociadas con la produccion de
citoquinas Th2, los mastocitos y la respuesta IgE, todas ellas tipicas de las
reacciones alérgicas y las respuestas inmunes a los helmintos parasitos de los
tejidos (70). Los elementos de estas respuestas estan asociados con la expulsion
de parasitos, pero los mastocitos, por ejemplo, parecen estar involucrados en
promover las respuestas Th2.

La mayoria de las infecciones por helmintos induce enfermedades cronicas mas
que agudas, incluso en casos de niveles muy altos de parasitos, los helmintos han
desarrollado mecanismos para superar y evadir las respuestas inmunitarias del
huésped para asegurar su supervivencia.

La anisakidosis humana es peculiar porque este parasito no esta adaptado para
vivir en humanos y la infeccion es transitoria. Ademas, mas del 90% de los casos
descritos son causados por una sola larva. Por tanto, pueden esperarse diferencias
entre la patogénesis de A. simplex y la causada por otros helmintos en seres
humanos. Un ejemplo de esto es la filariosis, en la que existe una carga alta y
persistente de parasitos, y se ha argumentado que los parasitos y los huéspedes
han evolucionado conjuntamente para optimizar su supervivencia mutua (70) . Las
reacciones de hipersensibilidad son raras a menos que sean provocadas por la
muerte natural o inducida por farmacos de parasitos que residen en tejidos.

Las alteraciones patoldgicas que ocurren en el tracto gastrointestinal durante la
infeccion con A. simplex son el resultado combinado de la accion directa de la larva
durante la invasion de tejido y de la compleja interaccion entre el sistema inmune
del huésped y las sustancias liberadas o contenida dentro del parasito. En la figura
8 se presenta un esquema que ilustra la patogénesis de la respuesta inmune innata
y adaptativa al parasito.
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Anisakis simplex infective larvae
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Figura 8. Representacion esquematica de la patogenicidad de Anisakis simplex en
el tracto alimentario. El humano puede ser expuesto a los antigenos de A. simplex
de varias fuentes: por antigenos de excrecion secrecion (ES) de las larvas,
antigenos somaticos o antigenos cuticulares que se presentan en los alimentos por
las larvas vivas o por las larvas muertas (desintegradas). Las células epiteliales
pueden secretar moléculas citotoxicas (1), asi como las quimioquinas y citoquinas
(2), que atraen células polimorfonucleares (PMN), macréfagos tisulares (M), células
dendriticas inmaduras (NDC), basdfilos (BAS) y eosinoéfilos (Eos) (3). La respuesta
innata también puede implicar receptores tipo toll TLRs (4) de las células epiteliales
y las células dendriticas activadas (ADC). En la respuesta adaptativa, la
presentacion de antigenos por las células dendriticas maduras (MDC) estimula una
respuesta de Thl (5) y Th2 (6). Otras células T pueden ser reclutados como células
T-reguladoras y Th3. Las citoquinas Thl (IFN, factor de necrosis tumoral, IL-2 e IL-
3 (5) inducen IgG2a, opsonizaciéon y anticuerpos de fijacion del complemento, la
activacion de macréfagos, citotoxicidad celular mediada por anticuerpos. Las
citoquinas de las células Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13) promueven la
produccion de IgG1 e IgA (6). Las mastocitosis y la eosinofilia son inducidos por una
respuesta Th2 y citoquinas quimioatrayentes y pueden ser responsables para la
expulsion del parasito (7). Los basofilos son cruciales para el inicio de una respuesta
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Th2. La eosinofilia puede ser debido a la liberacion de numerosos factores
quimiotacticos por células epiteliales, linfocitos T, mastocitos, basofilos y factores
derivados directamente de los parasitos. Tomado de Audicana y Kennedy (2015).

4.10.6. Casos clinicos de anisakidosis en América del Sur

En América del Sur la anisakidosis es una parasitosis poco conocida y presenta una
baja prevalencia, por lo que puede existir un subregistro de la enfermedad, sin
embargo, existen reportes en distintos paises de la regiébn. En la revisidon
bibliografica realizada se encontraron 35 casos en Chile (5,42,48,61,121,135-137)
y 8 en Peru (7,31,138-140), donde el consumo de pescado crudo en forma de
cebiche es algo habitual en las zonas costeras (7). Adicionalmente, se encontraron
reportes de seroprevalencia, en Venezuela y Brasil (64,141). En la tabla 3 se
presenta un resumen de los casos clinicos asociados a parasitos anisakidos en

América del Sur.

Los reportes en Latinoamérica de anisakidosis en humanos se iniciaron en 1997
con el primer caso en Chile (5) y con un aumento en el registro entre 1997 y 2005,
hasta los ultimos entre 2012 y 2014 (135). Se presentaron casos sintomaticos,
donde el tratamiento fue encaminado hacia la extraccion del nematodo por
endoscopia de vias alta, la forma mas usada, aunque también se reportan

tratamientos con antihelminticos como mebendazol y metronidazol (5,42,138).

Se encontraron dos reportes de anisakidosis gastroalérgica en Chile en 1998 y 2003
(48,121), en pacientes de sexo femenino, que presentaron sintomatologia alérgica
con prurito nasal, expectoracién, aumento de las secreciones orofaringeas, dolor
faringeo persistente y asfixia, donde se identificaron larvas del género
Pseudoterranova como agentes causales, luego de ser expulsadas por las
pacientes e identificadas mediante taxonomia. La forma mas prevalente encontrada
es la anisakidosis gastrointestinal, con un total de 42 reportes
(5,7,31,42,48,61,121,135-140), presentandose en sus formas orofaringea, gastrica,

intestinal y gastrointestinal, siendo la forma orofaringea la presentada en 29 casos.
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Se han reportado cuatro casos asintomaticos con expulsion de larva por cavidad
oral, y pacientes sintoméaticos, con cuadros clinicos que variaron de acuerdo con la
porcion del tracto gastrointestinal que se veia afectada por la larva, siendo los mas
prevalentes la tos, el dolor u hormigueo faringeo, el dolor epigastrico agudo (pirosis),
las nauseas y los colicos abdominales. La evolucion de los pacientes estuvo entre
36 horas hasta 15 dias postingesta. En 38 reportes de caso, se encontré una
infeccién por una Unica larva, la cual fue identificada como P. decipiens en sus
estadios larvarios L3 y L4, las cuales fueron extraidas por endoscopia y observadas
luego de un proceso de aclaramiento/diafanizacion para su identificacion
taxondmica; sin embargo, se conoce el diagnéstico molecular por DNeas y Blood
and Tissue Kit, realizado por Weitzel et al., quienes identificaron entre el 2012 y
2014 a Pseudoterrava cattani como agente causal de anisakidosis gastrointestinal,

en su forma orofaringea, en cinco pacientes provenientes de Chile (135).

Existen ademas dos estudios en los que se reporto la respuesta alérgica a alérgenos
de A. simplex (64,141), en 114 nifios venezolanos entre seis y doce afios,
escolarizados, procedentes de una region en la que report6 infestacion de peces de
consumo humano por anisakidos, se encontré una positividad frente a una prueba
cutanea con extractos de A. simplex (ALK-BELLO) en el 45% de los nifios, de los
cuales el 97% presentaba antecedentes de enfermedad alérgica respiratoria, como
rinitis, o diagnéstico de asma por espirometria, siendo esto estadisticamente
significativo respecto a los nifios cuya prueba cutanea no fue positiva. Por otro lado,
en Brasil, en un grupo de 67 adultos procedentes de una region costera, entre los
21 y 57 afios se reportd una presencia de sintomas alérgicos en el 56.9%, de los
cuales lo mas representativos eran los de caracter gastrointestinal o respiratorio; de
los pacientes con sintomas alérgicos 13.4% fueron seropositivos para anticuerpos
IgE contra alérgenos somaticos y de excrecion secrecion (ES) de A. simplex,
hallandose una asociacion entre la seropositividad y la mayor frecuencia de

consumo de pescado.
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No

1976

1980

1980

1985

1993

1995

1997

1997

Tabla 3. Casos clinicos asociados a nematodos anisakidos en paises de América del Sur.

Pais

Chile

Chile

Chile

Chile -
Belgica

Pert

Paraguay
Chile

Chile

Pert

Paciente Alimento
ingerido
previamente
Sin No registra
descripcion
Sin No registra
descripcion
Mujer - 35 No registra
afos
Hombre - 62 Salmén crudo
afos
Hombres de No registra
edad
desconocida
Hombre Cebiche
Hombre de Pescado
45 afios ahumado
Mujer de 42 No registra
anos

Motivo de consulta

Sintomas
gastrointestinales por
ingesta de cebiche- Primer
caso en Chile.
Sintomas
gastrointestinales
postconsumo de jurel
Dolor esofagico.
Espectoracion

Colicos abdominales ocho
horas post ingesta.
Obstruccion del intestino
delgado evidenciado en
radiografia. Transito
intestinal lento, observado
cinco dias después con
medio de contraste, con
area de pliegues
edematosos, transicion de
un yeyuno ligeramente
dilatado a un ileo normal.
Tres semanas mas tarde
era completamente normal
al examen radiolégico con
bario
Dolor orofaringea. Dos
primeros casos en Perd

Presencia de Tos

Dolor epigastrico agudo y
sensacion de estbmago
vacio durante tres dias

No registra

Anisakido identificado

Pseudoterranova sp.

Anisakis sp.

Anisakis sp.

Desconocido

Pseudoterranova
decipiens

Anisakis sp.

Larva L4 de
Pseudoterranova
decipiens

Anisakis simplex
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Cuadro clinico

Gastrointestinal

Gastrointestinal

Gastrointestinal

Instestinal

Orofaringea

Orofaringea

Gastrico

Orofaringea

Método diagnostico

Observacion de las
larvas expulsadas

Endoscopia gastrica

Observacion de la
larva expulsada

Radiografia

Observacion de la
larva obtenida de
cavidad oral

Identificacién de la
larva expulsada

Endoscopia géastrica

Observacion de la
larva

Evolucién

Expulsién de la larva
por la boca.
Tratamiento

antiparasitario
No registrada

Espectoracion de
una larva.
Mebendazol, con
eliminacion de una
larva en heces

El tratamiento
conservador redujo
los calambres
abdominales y los
signos radiol6gicos
de obstruccion
intestinal
desaparecieron

No registrada

Expulsion de la larva
con un golpe de tos

El nematodo fijado a
la mucosa gastrica
ligeramente
hiperémica en la
region posterior, se
extrajo directamente
con una cortadora
de biopsia
gastroendoscopica
No registrada

Ref

(©)

(©)

@

(136)

(139)

(48)

(67)

)



10

11

12

13

14

15

16

1997

1997

1997

1998

1998

1998

1998

1999

Pert

Chile

Chile

Chile

Chile

Pert

Pert

Chile

Hombre de
22 afios

Nifio de 10
afos

Muijer de 51
afios

Mujer de 30
afos

Muijer de 22
afos

Hombre de
36 afios

Mujer de 38
afos

Mujer de 55
afnos

Cebiche de C.

hippurus -
Perico

No registra

No registra

No registra

Merluza
chilena
ligeramente
frita

Cebiche de C.

hippurus -
Perico

No registra

Sushi de
congrio

Dolor abdominal post
ingesta de cebiche, que
disminuye
progresivamente y
desaparece
espontaneamente a los do
dias
Presencia de tos

Presencia de tos

Presencia de tos

Nauseas, prarito nasal,
espectoracion y dolor
faringeo que persistié una
semena después de la
expulsion de larva, se
asoci6 a una reaccion
alérgica local
Molestia abdominal ocho
horas posingesta de
cebiche que progresa a un
dolor epigastrio de
intensidad creciente
durante las primeras 24 h,
acompafado
de sensacion de nauseas.
Alas 72 h los sintomas
cesaron espontaneamente
Cuadro de una semana de
evolucién consistente en
sensacion de quemazoén
retroesternal y dolor tipo
célico esporadico en fosa
iliaca derecha

Presencia de tos

Anisakis physeteris

LarvalL4 de
Pseudoterranova
decipiens

LarvalL4 de
Pseudoterranova
decipiens

LarvalL4 de
Pseudoterranova
decipiens

LarvalL4 de
Pseudoterranova
decipiens

Anisakis physeteris

Anisakis spp.

Larva L4 de
Pseudoterranova
decipiens
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Gastrointestinal

Orofaringea

Orofaringea

Orofaringea

Gastroalérgico

Géstrico

Géstrico

Orofaringea

Antecedente
epidemiolégico

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Antecedente
epidemiolégico

Observacion directa
de la larva extrafa por
endoscopia

Identificacion
morfologica de la
larva

No registrada

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral,
mediante tos

Expulsion de la larva
por cavidad oral,
mediante tos

Expulsion de la larva
por cavidad oral,
mediante tos, 36 h
postingesta de
pescado semicrudo

No registrada

Extraccion del
parasito mavil y
adherido a la
mucosa gastrica, por
endosocopia
digestiva superior,
realizada posterior a
hallazgos normales
en pruebas de
laboratorio de rutina

Expulsion de la larva
por cavidad oral,
mediante tos, siete
dias por ingesta de
sushi

(31)

(121)

(121)

(121)

(121)

(31)

(140)

(121)



17

18

19

20

21

22

23

1999

1999

2000

2001

2001

2002

2002

Hombre de
37 afios

Chile

Chile
afos

Hombre de
38 afios

Chile

Hombre de

40 afios

Pert Mujer de 42

afos

Pera Mujer de 17

afos

Chile
anos

Muijer de 26

Mujer de 54

Cebiche

No registra

Mariscal
(mariscos y
pescados
crudos)

Cebiche de
pomfret

No registra

Cebiche de
Trachurus
murphyi
(Jurel), sarda
chiliensis
chiliensis
(Bonito) y
Thunnus sp.
(Atan)

Cebiche

Nauseas y dolor faringeo

Expectoracion y tos

Cuadro de dolor
episgastrico, persistente,
incapacitante, que no
cede al uso de
analgésicos y que se
presente postingesta de
pescado crudo. El cuadro
evoluciona hacia
regurgitacion del
contenido gastrico, donde
se encuentra larva, por lo
que 12 horas mas tarde el
paciente consulta. El dolor
epigastrico persiste, con
evidencia de gastritis leve
en la endoscopia de vias
digestivas altas, sin
ulceras o presencia de
otras larvas. El dolor
disminuye de intencidad
con el tiempo, hasta
resolver a los 15 dias
Sensacion de cuerpo
extrafio en los dientes.
Descubri6 la larva al
cepillarse los dientes

Desconocidos

Nauseas y dolor
epigastrico, acompariados
de malestar general,
cuatro horas post ingesta
de cebiche. Una hora
después presentd
nauseas de mayor
intensidad, con escozor en
la garganta y vémito de
contenido alimentario
Tos y hormigueo en la
faringe, con expulsion de
la larva después de
anestesia general

LarvalL4 de
Pseudoterranova
decipiens

LarvalL4 de
Pseudoterranova
decipiens

Anisakis sp.

Nematodo anisakidos

Pseudoterranova
decipiens L4

Pseudoterranova
decipiens

Pseudoterranova sp.
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Orofaringea

Orofaringea

Gastrico

Orofaringea

Orofaringea

Géstrico

Orofaringea

Identificacion
morfologica de la
larva

Identificacion
morfologica de la
larva

Observacion de la
larva obtenida de
cavidad oral

Idenficiacion de la
larva posterior a
proceso de
aclaramiento con
lactofenol
Observacion de larva
extraida de cavidad
bucal, inicialmente
clasificada como
Toxocara sp.

Procesamiento de la
larva expulsada en el
vémito

Identificacion
morfolégica de la
larva

Expulsion de la larva
por cavidad oral dos
dias postingesta

Expulsion de la larva
por cavidad oral,
mediante tos

Analgésicos y
antihistaminicos

Expulsion de la larva

No registrada

Infusion de hiervas
antes primeros
sintomas.
Metronidazol 500
mg/ dia por tres
dias, ante sospecha
de parasitosis
intestinal

Expulsion de la larva
por cavidad oral

(121)

(121)

(137)

(48)

)

(€]

(48)



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

2002

2002

2002

2002

2003

2003

2003

2003

2004

2004

2004

2005

2005

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Muijer de 19
afos

Muijer de 43
afos

Hombre de
50 afios

Mujer de 33
afos

Nifio de 15
afos

Mujer de 26
afos

Mujer de 47
afos
Hombre de 6
afos

Muijer de 24
afos

Hombre
Mujer
Nina de 1
afio

Hombre

Cebiche de
Merluza

Pescado frito

Cebiche de
Merluza

Cebiche de
Merluza

Cebiche de
jurel

Merluza
chilena frita

Pomfret frito

Cebiche de
Merluza

Cebiche de
Merluza

Cebiche de
Merluza

Cebiche de
Merluza

No registra

Cebiche de
corvina

Eliminacion de la larva
posingesta de cebiche

Hormigueo faringeo, con
eliminacion de dos larvas
por cavidad oral

Tos y hormigueo en la
faringe

Eliminacion pasiva de la
larva, por cavidad oral,
posingesta de cebiche

Tos fuerte, con posterior
eliminacion de larva por
cavidad oral, postingesta
de pescado frito
Pirosis y vémito, con
presencia de la larva

Sensacion de asfixia.
Aumento en la produccién
de secreciones
orofaringueas post
eliminacion de la larva

Hormigueo faringeo, con
eliminacion de dos larvas
por cavidad oral

Tos fuerte, con posterior
eliminacion de larva por
cavidad oral, postingesta
de cebiche
Eliminacién de la larva
posingesta de cebiche

Eliminacién de dos larvas
posingesta de cebiche

Diarrea intensa, pérdida
del apetito y eliminacion
de la larva por ano

Sensacioén de cuerpo en
cavidad oral, hormigueo
laringeo y tos fuerte antes
de eliminar la larva,
postingesta de cebiche.
Encontr6 la larva al
cepillarse los dientes

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova sp.
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Orofaringea

Orofaringea

Orofaringea

Orofaringea

Orofaringea

Gastrico

Gastroalérgico

Orofaringea

Orofaringea

Orofaringea

Orofaringea

Instestinal

Orofaringea

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfoldgica de la
larva

Identificacion
morfoldgica de la
larva

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral
Expulsion de la larva

por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Expulsion de la larva
por cavidad oral

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)

(48)



37

38

39
40
a1
42

2006

2007

2012-
2014

Chile Muijer de 60

afos

Chile Mujer de 30

afos

Chile Dos mujeres
y tres
hombres
entre los 22

y 59 afios

Cebiche

Sushi de
salmoén crudo

Cebiche

Consulté a
gastroenterologo por
cuadro de cinco dias de
evolucién que inici6é horas

después de la ingestion de

cebiche, y que consistia
en pirosis, malestar
general, ndusea
persistente, distension
abdominal y flatulencia
Tos y estornudos un dia
después de ingerir sushi,
con expulsion de la larva

Tres pacientes
regurgitaron la larva
después de haber
consumido cebiche, sin
otra sintomatologia
asociada. Uno de ellos,
manifesté haber
presentado sensacion de
hormigued, nduseas y tos,
antes de expulsar la larva

Pseudoterranova sp.

Pseudoterranova
decipiens

Pseudoterranova
cattani

65

Gastrointestinal

Orofaringea

Orofaringea

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica de la
larva

Identificacion
morfolégica y
molecular (extraccion
del DNA con DNeasy
Blood and Tissue Kit)
de las larvas
expulsadas

Expulsion de la larva
por cavidad oral

Desconocida

Expulsion
espontanea de la
larva

(142)

(©)

(135)
(135)
(135)
(135)



4.11. Antigenos de Anisakis

Un antigeno es una sustancia proteina con la capacidad de producir la formacion
de anticuerpos causando una respuesta inmune mientras que un alérgeno es un
antigeno capaz de producir una reaccion clinica, que se traduce en una respuesta
de hipersensibilidad. Los alérgenos se asocian con anticuerpos, principalmente con
Inmunoglobulina E (IgE), que se encuentran previamente fijados en la superficie de
mastocitos o basdfilos, liberando tras la union antigeno-anticuerpo sustancias
mediadoras de la inflamacion, apareciendo asi los sintomas alérgicos (143). De los
nematodos anisakidos, A. simplex ha sido identificado como la especie capaz de
producir una respuesta inmunologica durante la infestacion en el ser humano. Los
antigenos responsables se dividen en tres categorias: antigenos de excrecion

secrecion, antigenos somaticos y antigeno de superficie (144).

4.11.1. Antigenos somaticos

Los antigenos somaticos son las proteinas mas abundantes en los nematodos,
estas proteinas tienen un peso molecular entre 13 y 150 kDa (145), pueden inducir
una reactividad cruzada con otros nematodos ocasionando errores de diagnostico
con falsos positivos (72). Estos antigenos se obtienen a partir del macerado de
larvas del parasito completo y por tanto tiene todas las proteinas solubles. Estas
proteinas participan en la via de la gluconeogénesis y la sintesis de acidos grasos
(145).

4.11.2. Antigenos de excrecién secrecién (ES)
Los antigenos de excrecion secrecion (ES) son sintetizados por la glandula

esofagica y las células secretoras del sistema digestivo de los nematodos en el

momento de la infeccion, ayudando a los nematodos a penetrar el tejido de sus
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hospederos (35). Los anticuerpos contra estos antigenos son los primeros en ser
producidos por las células del sistema inmune del hospedero. De estos antigenos
se conoce gue cumplen varias funciones enzimaticas, entre ellas la actividad

proteolitica (78).

4.11.3. Antigenos de superficie

Estos antigenos derivan de la cuticula de los nematodos, la cual posee proteinas
hidrofébicas con alto potencial antigénico (107). Estos antigenos de superficies se
expresan cuando ocurre el cambio de muda entre las larvas L3 a L4, cambio
conocido como ecdisis, y pueden ser menos especificos que los antigenos
somaticos o los de excrecion secrecion (145). Sin embargo, son considerados
importantes en la respuesta inmune a largo plazo al producir un estimulo crénico,
por ejemplo, en los granulomas eosinofilicos que rodean los restos cuticulares del

nematodo al morir la larva tras penetrar en la pared del tracto digestivo (146).

Como respuesta a las distintas proteinas alergénicas del parasito se produce una
respuesta de hipersensibilidad mediada por IgE, asociada a los productos de
secrecion excrecién y las proteinas somaticas (78,147). Actualmente, se ha
realizado el aislamiento molecular y la caracterizacion genética de los alérgenos de
la larva L3 de Anisakis lo que permite tener un mejor diagnéstico de la alergia

causada por este parasito (71).

Hasta la fecha se han identificado trece alérgenos de Anisakis, que se resumen a

continuacion:

Ani s 1: Es el alérgeno principal de Anisakis, se encuentra en la glandula secretora

del nematodo y es reconocido por el 85% de sueros de pacientes con IgE especifica.
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Tiene 18 residuos de cisteina (Cys) que podrian formar hasta nueve enlaces
disulfuro (146).

Ani s 2: Es una proteina reconocida por el 88% de los pacientes con IgE especifica
frente A. simplex, tiene un peso molecular de 97 kDa, con mas del 85% de identidad
con las paramiosinas de Caenorhabditis elegans y Onchocerca volvulus y méas de
un 30% de identidad con las paramiosinas de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, y del trematodo como Schistosoma japonicum (148).

Ani s 3: Es una proteina con un peso molecular de aproximadamente 41 kDa con
un alto grado de homologia con las tropomiosinas de otros nematodos como
Trichostrongylus columbriformis (93%), Caenorhabditis elegans (92%), filarias como
Onchocerca volvulus (91%), crustaceos (70%), insectos (69%) y moluscos (63-56%)
(65).

Ani s 4: Es una proteina con un peso molecular aproximado de 9 kDa, se caracteriza
por ser termorresistente y mantener su capacidad alergénica en condiciones
extremas de calor como las utilizadas para cocinar el pescado. Estudios han
demostrado que después de someter a Ani s 4 a ebullicién por mas de 30 minutos
o ser tratada con pepsina, conserva su capacidad alergénica. Sin embargo, es un
alérgeno minoritario de A. simplex que es reconocido por el 27% de los pacientes
con alergia, no obstante, se ha relacionado con episodios de anafilaxia y es
considerado de gran importancia en el diagndstico de anisakidosis (149).

Ani s 5: Es una proteina que se encuentra en la glandula de secrecion, el ventriculo
y la superficie del epitelio intestinal de los anisakidos, es termorresistente, con un
peso molecular aproximado de 15 kDa. A pesar de ser reconocida por el 25% de los
pacientes, es considerado un alérgeno secundario con funcién desconocida (150).
La secuencia amino terminal de 152 aminoéacidos, es homologa a las proteinas

AS16 de Ascaris suum y de la proteina SXP/RAL2 de Meloidogyne incogita.
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Ani s 6: Se considera un alérgeno secundario de A. simplex, de bajo peso molecular

(9,7 kDa), es reconocido por el 18% de los pacientes y su funcion es desconocida.

Ani s 7: Esta proteina es considerada el alérgeno mas importante de A. simplex,
tiene un peso molecular de 139 kDa. Es reconocido por el 100% de pacientes
alérgicos, su funcion es desconocida y no tiene homologia con alguna otra proteina
descrita (151).

Ani s 8: Es un alérgeno secundario de A. simplex, es termorresistente con un peso
aproximado de 15 kDa. Es reconocido por el 25% de los pacientes. Al igual que Ani
s 5, pertenece a las proteinas de la familia SXP/RAL-2 y guarda homologia con las
proteinas AS16 y AS14 de Ascaris suum (152).

Ani s 9: Es un alérgeno secundario de A. simplex, es termo resistente con un peso
de 14 kDa. Es reconocido por el 13% de los pacientes. Al igual que Anis 5y Ani s
8, posee un 60% similitud con la proteina AS14 de A. suum, formando parte de la

familia de proteinas de SXP/RAL-2. Su funcién todavia no ha sido descrita (153).

Ani s 10: Este alérgeno no presenta homologia con alguna proteina descrita, tiene
una secuencia de siete repeticiones casi idénticas de 29 aminoacidos cada una y
Su secuencia se compone de siete repeticiones casi idénticas de 29 aminoacidos
cada una. Es reconocida por un total de 39% de los pacientes alérgicos a Anisakis
(152).

Ani s 11: Es una proteina de 307 aminoacidos, con un peso molecular aproximado
de 27 kDa. Es reconocida por el 50% de los pacientes, tiene un 45% de similitud
con Ani s 10 y su secuencia se compone de cinco a seis repeticiones cortas de 5 a

16 aminoécidos. Su funcion es desconocida (152).
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Ani s 12: Es una proteina con una secuencia de 295 aminoécidos y peso molecular
aproximado de 31 kDa. Es reconocida por el 57% de los pacientes con alergia. Su
estructura estd compuesta por cinco repeticiones en tAndem. Reconocida por el

57% de los pacientes alérgicos. Su funcion es desconocida (152).

Ani s 13: Es un alérgeno mayor, siendo reconocido por un gran numero (64,3%) de
pacientes sensibilizados y hasta un 80,9% en pacientes con anisakiasis
gastroalérgica. Su peso molecular es 37 kDa. No presenta reaccion cruzada entre
los epitopes de hemoglobina de Ascaris. La ausencia de reactividad de IgE a la
hemoglobina de Ascaris en pacientes de Anisakis hace que la hemoglobina Anisakis
(Ani s 13) sea una potencial candidata para desarrollar herramientas de diagndstico

mas especificas (154).

4.12. Técnicas para la deteccion de alérgenos de Anisakis

La deteccion de alérgenos en los alimentos ha recibido mayor atencion por parte de
la industria y los organismos legislativos en los Gltimos afios. Esta preocupacion se
ha visto traducida en la mejora de las medidas destinadas a la proteccién de los

consumidores alérgicos.

Las actividades de vigilancia y control se basan en la disponibilidad de métodos
capaces de detectar trazas de ingredientes alergénicos. El desarrollo de estos
métodos se enfrenta a una multitud de retos analiticos y son diversos los enfoques
técnicos que han sido disefiados para detectar la presencia de proteinas alergénicas
en los productos alimenticios. La mayoria de los métodos se dirigen hacia un
marcador que permita determinar la presencia del alimento responsable de la
alergia. Los métodos basados en proteinas por lo general implican técnicas
inmunoldgicas basadas en anticuerpos; mientras que los métodos basados en el

ADN amplifican los fragmentos especificos de ADN mediante la reaccion en cadena
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de la polimerasa (PCR) en el que la especificidad se logra mediante el uso de
cebadores que facilitan la amplificacion de ADN procedente del alimento (66).

Se ha establecido que uno de los factores limitantes en la deteccion de alérgenos
en alimentos en general, es la matriz alimentaria. Sin embargo, el procesamiento
del alimento, las propiedades bioquimicas e inmunolégicas del alérgeno y la

sensibilidad del paciente son factores que también deben tenerse en cuenta.

Entre las técnicas de inmunodeteccion para estudios de alérgenos en alimentos, se
destaca la inmunohistoquimica, la cual ha permitido la deteccién de Ani s 4 en larvas
y musculo de pescado sometidos a diversos tratamientos (107,110). Al tratarse de
un método de deteccién in situ, permite la deteccion de los alérgenos inclusive
cuando la estructura del musculo se encuentra modificada, tal como ocurre durante

el calentamiento o la congelacion prolongada (110).

4.13. Inmunodeteccion de anticuerpos

El Western-blot es una técnica utilizada para separar proteinas por electroforesis en
gel de poliacrilamida para después ser transferidas a una membrana de
nitrocelulosa, donde son detectadas con anticuerpos que reconocen los antigenos
gue hay en ellas. La inmunodeteccion se puede realizar mediante anticuerpos

monoclonales o policlénales (155).

Consta de tres fases, en la primera fase se separan las proteinas extraidas
mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, de esta manera los antigenos
proteicos que se quieren utilizar para posteriormente detectarlos con anticuerpos,
son separados electroforéticamente en un gel segun su peso molecular. En una
segunda fase, denominada inmunobloting o immunotransferencia, se transfieren las

proteinas que han quedado separadas en el gel de poliacrilamida a una membrana
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de nitrocelulosa mediante una nueva de electroforesis. En la tercera y Ultima fase
se utiliza la membrana de nitrocelulosa para identificar los anticuerpos dirigidos

contra las proteinas transferidas (122).

La inmunodeteccion con IgE especifica ha sido propuesta como un método muy util
para la determinacion de IgE especifica frente a Anisakis (127), sin embargo, aun
no se ha incorporado en la rutina de los laboratorios de alergia. Esto puede deberse
a que, aunque este tipo de ensayo tiene una ventaja evidente, que es la informacién
que aporta sobre el tipo de antigenos que reconoce cada paciente, también tiene
dos limitaciones importantes, que son la disponibilidad de L3 de A. simplex
necesarias para obtener cantidades suficientes de antigeno de excrecion-secrecion

y los tiempos de desarrollo de la técnica (122).

4.14. Reactividad cruzada

La tropomiosina existente en A. simplex se ha relacionado con la reactividad
cruzada que presenta este parasito con otros artropodos como la Blatella germanica
y el Chironomus spp. mediante estudios de inhibicion de CAP e inhibicion de
inmunotransferencia. También se ha relacionado con los 4caros, en mayor medida

con Acaris siro y Tyrophagus putrescientae, con la cucaracha y las gambas (35).

En investigaciones en las que se utiliz6 la técnica de ELISA y la de
inmunotransferencia, se ha considerado que los antigenos somaticos son los
responsables de la existencia de reactividad cruzada entre el A. simplex y otros
nematodos, como el Ascaris suum, Toxocara canis, Hysterothylacium aduncum,

Trichinella spiralis yTrichuris muris (35).

Ademas, se piensa que los carbohidratos del extracto de A. simplex utilizado para

el diagndstico pueden ser los responsables de los falsos positivos de las pruebas
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diagnosticas (35). La reactividad cruzada existente entre el antigeno de cuerpo
entero del A. simplex con otros alérgenos, hace que sea necesaria la utilizacion de
otros antigenos para la realizacion de las pruebas cutaneas y la determinacion de
IgE especifica, con el objetivo de disminuir el nimero de falsos positivos (35). El
tratamiento previo con periodato (sustancia que destruye las estructuras
carbohidratadas) hace desaparecer una banda de peso molecular medio reconocida
en inmunotransferencia de sujetos asintomaticos. Otros autores han usado
anticuerpos monoclonales obteniendo los mismos resultados. Al eliminar los
epitopos o-glicanos del anticuerpo monoclonal UA3, anticuerpo que reconoce dos
proteinas de peso molecular de 139 y 154 kDa de Anisakis simplex, el problema de

la reactividad cruzada desaparece en gran medida (35).
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CAPITULO |

Nematodos anisakidos en peces de consumo
comercializados en puertos pesqueros de
Colombia y Ecuador
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5. CAPITULO 1: Nematodos anisakidos en peces de consumo
comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador

5.1. INTRODUCCION

La Anisakidosis es una parasitosis causada por estadios larvarios de neméatodos de
los géneros Anisakis, Pseudoterranova y Contracaecum, pertenecientes a la familia
Anisakidae (Phylum: Nematoda, Clase: Chromadorea, Orden: Ascaridida, Familia:
Anisakidae) (156). Aunque la diferenciacion entre especies s6lo puede hacerse por
técnicas de biologia molecular, es posible hacer distincion entre géneros mediante
taxonomia clasica; para el género Anisakis resulta de especial utilidad la
clasificacion morfologica de las larvas en Tipo | o Tipo Il de acuerdo a los criterios
desarrollados por Shiraki en 1974 (73).

Los nematodos de la familia Anisakidae, tienen como hospederos definitivos a
mamiferos marinos los cuales dispersan los huevos a través de las heces (22). En
el agua se desarrollan hasta el segundo estadio larval (L2) que nada libremente y
es consumido por crustaceos donde la larva muda al estadio infectivo (L3), a su vez
los crustaceos pueden ser consumidos por una gran variedad de peces, cuando
estos peces parasitados son ingeridos por mamiferos marinos, los anisakidos
mudan hasta su forma adulta, se reproducen y comienza un nuevo ciclo (22,34,157).
El hombre actia como un hospedero accidental al consumir peces parasitados con
larvas L3. La biogeografia de los hospederos intermediarios y definitivos de los
anisakidos, y sus patrones de migracion hacen que estos parasitos se distribuyan
alrededor de todo el mundo, siendo un problema de salud publica en Europa y
Japon, y una enfermedad emergente en varios paises de América Latina (22),
donde se conocen casos clinicos en Pera y Chile, y se cuenta con reportes de peces
parasitados por anisakidos en Venezuela, Brasil, Perd, Chile y Argentina
(14,16,17,20,42,101,117,130).
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Si bien, en Colombia y Ecuador, no se conocen casos de anisakidosis en seres
humanos, se ha reportado la presencia de larvas de anisakidos parasitando peces
de la bahia de Cartagena en Colombia y larvas del género Contracaecum

parasitando peces de aguas continentales (55,54,103).

Por lo anterior, el objetivo de este capitulo fue determinar la presencia de nematodos
anisakidos en peces de consumo comercializados en puertos pesqueros de
Colombia y Ecuador, realizando la identificacion por taxonomica clasica

complementada por técnica histoquimica, y calcular el porcentaje de infeccion.
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5.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de nematodos anisakidos en peces de consumo

comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador

5.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.2. Identificar nematodos anisakidos en peces de consumo adquiridos en
puertos pesqueros de Colombia y Ecuador
5.2.3. Conocer el porcentaje de infeccion de los anisakidos presentes en los

hospederos seleccionados

5.3. HIPOTESIS

Los parésitos anisakidos estdn presentes en peces de consumo del Pacifico

colombiano — ecuatoriano
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5.4. MATERIALES Y METODOS

5.4.1. Area de estudio

Durante los meses de marzo y diciembre del 2015, se colectaron las especies de
peces de importancia econdmica y comercial en los siguientes puertos pesqueros
(Figura 9):

Pacifico __ecuatoriano: Manta (0°57'00"S 80°42'58"0) y Santa Rosa
(3°27'08"S 79°57'42"0). Estos puertos concentran una captura de 23.000 toneladas

de pesca al afio.

Pacifico _colombiano: Buenaventura (3°52'38"N 77°01'36"0) y Tumaco
(1°48'24"N 78°45'53"0), principales puertos del Litoral Pacifico donde el 53.89% de

las capturas proviene de la pesca artesanal y el 46.11% de pesca industrial, las

cuales aportaron entre 1998 y 2013, 1.099.568 toneladas de pesca (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2014)

80°00'W 75°00°'W 70°00°'W
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3 )

Santé Rosa
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Figura 9. Localizacion de los sitios de muestreo en la costa Pacifica de Colombia
(Buenaventura y Tumaco) y Ecuador (Manta y Santa Rosa)
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http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Manta_(Ecuador)&params=-0.95002222222222_N_-80.7162_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Santa_Rosa_(Ecuador)&params=-3.45222222_N_-79.96166667_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Buenaventura_(Valle_del_Cauca)&params=3.8772222222222_N_-77.026666666667_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Tumaco&params=1.8066666666667_N_-78.764722222222_E_type:city

5.4.2. Muestreos

Las muestras fueron colectadas en centros de acopio, puntos de venta o
suministradas por pescadores de la region segun la disponibilidad e importancia
econdémica. En Colombia, se conto con el apoyo de E.AT. (Asesorias pesqueras del

Programa de Observadores Pesqueros de Colombia) (Anexo 1).

Es importante recordar que las localidades de muestreo en Ecuador fueron incluidas
por las siguientes razones: El puerto de Buenaventura en el Pacifico colombiano, a
pesar de ser el mas importante en el pais, carece de industrias pesqueras,
empacadoras y comercializadoras, por lo que la mayoria de las embarcaciones que
pescan en zonas maritimas de Colombia realizan el desembarco de sus capturas
en diferentes puertos del Ecuador. Tanto en Tumaco como en Buenaventura, los
problemas de orden publico fueron una gran limitante para realizar los muestreos,
por lo que la cercania con las localidades seleccionadas en Ecuador brind6 la
informacion necesaria para cumplir los objetivos, sobre todo si se tiene en cuenta
gue una parte de la captura desembarcada en estas localidades ecuatorianas

prodece y se exporta a Colombia.

Las muestras fueron almacenadas en bolsas individuales, etiquetadas vy
conservadas en una nevera con hielo hasta su transporte al laboratorio. Para la
revision parasitoldgica las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Recursos
Marinos del Departamento Central de Investigaciones de la Universidad Laica Eloy
Alfaro de Manabi en Manta, Ecuador (Anexo 2: Permiso de colecta de la ULEAM),
y al Laboratorio de Histologia en la Facultad de Salud de la Universidad del Valle en

Cali, Colombia.

En muchos casos no se tuvo acceso a la musculatura de las muestras, por su valor
econdémico, y por tanto el estudio se centré en la identificacion de anisakidos en
visceras. Los oOrganos, se colocaron en cajas de Petri con agua destilada. Los

nematodos fueron fijados en formalina caliente al 4% (v/v) e inmediatamente

79



transferidos a alcohol 70% (v/v) hasta su identificacion por taxonomia. Una
submuestra fue almacenada directamente en alcohol 95% (v/v) para la posterior

identificacion por biologia molecular (Capitulo 2).

5.4.3. Identificacion morfolégica de los nematodos

En el laboratorio los oOrganos se revisaron con ayuda de un microscopio
estereoscopio, previa diseccion con ayuda de tijeras y pinzas y colocdndolos en
cajas de Petri con solucion salina 0.9% para visualizar la presencia de larvas de
anisakidos.

Los nematodos fueron aclarados en soluciones graduales de glicerina (108). La
observacion de las estructuras internas se realizd bajo un microscopio 6ptico con
camara clara incorporada (Leica DM750). Se identificaron los nematodos de la
Familia Anisakidae hasta nivel genérico, teniendo en cuenta las caracteristicas
descritas por Shiraki (1974), se tomaron imagenes en aumentos de 40x, 100x y
400x (Application Suite LAS v 3.8).

Las larvas observadas en los organos de los peces, fueron colectadas en su
totalidad y preservadas en tubos eppendorf con etanol 70% hasta su identificacion
por caracteristicas morfolégicas, algunos ejemplares fueron preservados en etanol

96% para su identificacion por técnicas de biologia molecular.

5.4.4. Procesamiento histologico
Muestra: Nematodos aislados de peces, fijados en formalina caliente al 4% (cuando
el parasito estaba vivo) y almacenados en alcohol 70%. A los parasitos muertos no

se les realiz6 el paso por formalina caliente.

Los neméatodos anisakidos fueron cortados en secciones transversales e incluidos
en parafina siguiendo el protocolo de Rodrigues (158), (Tabla 4). La inclusion se

realizé en parafina en un molde metalico, para iniciar el proceso, la muestra fue
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colocada en el tanque de tejido a una temperatura de 56°C. Los bloques fueron
perfilados formando un trapecio, con la parte mas angosta hacia la zona biselada
del bloque. El bafio Maria se preparo una hora antes de iniciar el proceso de corte.
El agua se calenté a aproximadamente 80°C y se le adicionaron 2g de gelatina, la
solucién fue homogenizada, la temperatura de trabajo fue 55°C. Para realizar los
cortes, la cuchilla del micrétomo fue limpiada con xilol y posteriormente con alcohol
al 70%. Antes del corte, los bloques se colocaron en frio para que el tejido se cortara
con mayor facilidad. Se realizaron cortes a 5 um de grosor utilizando un micrétomo
Leica RM 2245, se colocaron al bafio Maria (55°C) para estirar la muestra y
posteriormente sobre un portaobjeto, se retiraron lentamente del agua, se secaron
y rotularon. Los portaobjetos fueron puestos en canastillas metalicas y llevadas al
horno a 37 °C por un minimo de 24 horas para fijar los cortes al portaobjetos antes

de la coloracion (Anexo 3: POE Procesamiento histolégico).

Las muestras fueron tefiidas con Hematoxilina-Eosina (Tabla 5) y se montaron con

Consult Mount (Shandon) soluble en xilol para su posterior caracterizacion.

Tabla 4. Bateria de deshidratacion

Reactivo Tiempo
1. Alcohol 70% | 30 minutos
2. Alcohol 80% | 30 minutos
3. Alcohol 80% I 30 minutos
4. Alcohol 95% | 30 minutos
5. Alcohol 95% I 30 minutos
6. Alcohol absoluto | 1 hora
7. Alcohol absoluto I 1 hora
8. Xilol | 1 hora
9. Xilol Il 1 hora
10. Parafina liquida en Overnigth
estufa 57°C

Fuente: Protocolo de Rodrigues (2010) (158)
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Tabla 5. Protocolo de coloracién de Hematoxilina-Eosina

Reactivo Tiempo

1. Xilol'l 5 minutos

2. Xilol I 5 minutos

3. Alcohol 95% 2 minutos

4. Alcohol 80% 2 minutos

5. Alcohol 70% 1 minutos
6. Agua corriente 1 tip

7. Hematoxilina 30 segundos

8. Agua corriente 15 minutos
9. Alcohol acido 1 tip
10. Agua 3 min
11. Carbonato de litio 1 tip
12. Agua 3 min

13.Eosina 1 minutos
14.Alcohol 70% 1 tip

15. Alcohol 80% 1 minuto

16. Alcohol 90% 1 minuto

17.Alcohol absoluto | 5 minutos

18. Alcohol absoluto Il 5 minutos

19. Xilol | 5 minutos

20. Xilol Il 5 minutos

Fuente: Protocolo modificado de Rodrigues (2010) (158). El término “tip” se refiere a
sumergir y sacar de manera inmediata la muestra de la solucién.

Los cortes permanecieron sumergidos en xilol hasta que se realiz6 el montaje con

el cubreobjetos.

Posteriormente, se calculo el porcentaje de infeccion de nematodos anisakidos por
cada especie de pez parasitado, y la abundancia media: Nimero total de individuos
de una especie particular de parasito dividido entre el nimero total de hospederos

examinados de una determinada especie (infectados y no infectados).

La identificacion morfol6gica de las larvas tipo | y Il del género Anisakis (Tabla 1),

se realizd teniendo en cuenta las caracteristicas descritas por Shiraki (1974)(82).
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5.4.5. Consideraciones éticas

En Colombia, este estudio se llevo a cabo en plena conformidad del permiso marco
de recoleccidon de especimenes de especies silvestres de diversidad biolégica con
fines de investigacion cientifica no comercial otorgado por la Autoridad Nacional de
Licencias Ambientales del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible mediante
resolucion 1070 del 28 de agosto de 2015 a la Universidad del Valle. Ademas, de la
aprobacion (Codigo #004-015) del Comité Institucional de Revision de Etica Animal,
Facultad de Salud, Universidad del Valle (Anexo 4).

En Ecuador, el muestreo se realiz6 con el apoyo de la Universidad Laica Eloy Alfaro
de Manabi y el proyecto “Biodiversidad y estructura de la comunidad de parasitos
metazoarios de peces marinos de importancia econdmica de Ecuador’ con
autorizacion cientifica # 011 JMC-DPAM-MAE (Anexo 2). Para las empresas de
pesca industrial (planta empacadora) que permitieron realizar el muestreo, se
reserva el nombre de la institucion, bajo el principio de confidencialidad el cual

impone la mas estricta reserva de la informacion.
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5.5. RESULTADOS

Se colectaron un total de 438 peces de consumo agrupados en veinte especies, de
las cuales ocho se encontraron parasitadas por nematodos anisakidos, Auxis rochei
(Auxis), Centropomus armatus (Gualajo), Coryphaena hippurus (Dorado),
Katsuwonus pelamis (Atun, bonito barrilete), Larimus argenteus (Cajero),
Merluccius gayi (Merluza), Mugil cephalus (Lisa) y Mugil curema (Lisa), con un
porcentaje de infeccion entre el 18 y el 100%, y una abundancia media entre 0.4 y
45.5 como se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de infeccion y abundancia media de nematodos anisakidos
aislados de peces de consumo de los puertos pesqueros en Colombia y Ecuador.
*Planta empacadora, se reserva el nombre la institucion bajo el principio de

confidencialidad.

Porcentaje de

No Nombre cientifico Nombre comdn Pais Localidad n Abundancia
infeccion (%)
Botella Ecuador Manta 6 50 0,5
1 Auxis rochei
Ecuador Santa Rosa 29 28 0,4
2 Bagre pinnimaculatus Alguacil Colombia Buenaventura 6 0 0,0
3 Brotula clarkae Corvina de roca Ecuador Manta 5 0 0,0
4 Caranx caballus Caballita Ecuador Manta 7 0 0,0
5 Centropomus armatus Gualajo Colombia Buenaventura 12 42 2,8
6 Centropomus medius Robalo machetajo Colombia Buenaventura 4 0 0,0
7 Coryphaena hippurus Dorado Ecuador Manta 69 30 5,6
Cynoscion
8 Pelada blanca Colombia Buenaventura 9 0 0,0
phoxocephalus
9 Cynoscion sp. Corvina Ecuador Manta 3 0 0,0
10 Diplectrum maximun Camoatillo Ecuador Manta 8 0 0,0
11 Epinephelu sacanthistius Colorado Ecuador Manta 1 0 0,0
12 Fistularia corneta Guaba Ecuador Manta 8 0 0,0
13 Katsuwonus pelamis Atun - Bonito barrilete Ecuador Manta 2 50 4,0
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14

15

16

17

18

19

20

Larimus argenteus
Lutjanus guttatus

Macrodon mordax

Merluccius gayi

Mugil cephalus

Mugil curema

Thunnus albacares

Cajero
Pargo lunarejo
Pelada amarilla

Merluza

Lisa
Lisa

Atun - Aleta amarilla

Ecuador

Colombia

Colombia

Colombia

Ecuador

Ecuador

Colombia

Colombia

Ecuador

Ecuador

Manta (empresa

empacadora
anénima)
Buenaventura
Buenaventura
Buenaventura

Manta

Santa Rosa

Buenaventura
Tumaco

Manta

*Planta

empacadora

Total

98

62

11

12

16

51

438

31

100

92

18

33

94

0,7

45,5
0,0
0,0

9,1

0,2

04

21,8

0,0

0,0
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Figura 10. Muestreos realizados en la costa del Pacifico ecuatoriano en compafia
de los estudiantes de Biologia Pesquera de la Universidad Laica Eloy Alfaro de
Manabi A. Muestreo en el puerto pesquero de Manta. B. Muestreo de Brotula
clarkae (corvina de roca). C. Muestreo de Katsuwonus pelamis (atun, bonito
barrilete). D. Muestreo en planta empacadora E. Caranx caballus (caballita).

Los nematodos fueron aislados principalmente de intestino (Figura 11) las
caracteristicas morfoldgicas permitieron la identificacién de los géneros Anisakis y
Contracaecum, ambos de la Familia Anisakidae, siendo el género Anisakis con un

90% el mas representativo, en la tabla 7 se presenta la localizacién de las larvas de
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anisakidos en cada uno de los hospederos parasitados y en la tabla 8 la
identificacion morfologica de larvas de la Familia Anisakidae con los hospederos

identificados para el Pacifico colombiano y ecuatoriano.

Figura 11. A. Presencia de larvas de nematodos en mesenterio del pez dorado
C. hippurus. B. Larvas de nematodos aislados del pez C. hippurus.

Tabla 7. Localizacion de las larvas de anisakidos en cada uno de los hospederos
parasitados

No Hospedero Localizacion de las larvas (%)
Mesenterio Estémago Intestino Higado
1 Auxis rochei 45 27 27 27
2 Centropomus 0 0 100 0
armatus

3  Coryphaena hippurus 14 67 19 5
4  Katsuwonus Pelamis 16 71 19 0
5 Larimus argenteus 0 0 100 0
6 Merluccius gayi 32 54 29 31
7 Mugil cephalus 25 0 75 0
8 Mugil curema 21 7 86 7
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Tabla 8. Identificacion morfolégica de larvas de la Familia Anisakidae y sus
hospederos en el Pacifico colombiano y ecuatoriano. *Planta empacadora, se
reserva el nombre la institucion bajo el principio de confidencialidad.

Hospedero Procedencia Identificacion
Morfolbgica
Nombre cientifico Pais Localidad

Auxis rochei Ecuador Santa Rosa Anisakis spp.
Centropomus armatus Colombia Buenaventura  Familia Anisakidae

Coryphaena hippurus Ecuador Manta Anisakis spp.

Katsuwonus pelamis Ecuador *Manta - (planta Anisakis spp.

empacadora)

Larimus argenteus Colombia Buenaventura  Familia Anisakidae
Merluccius gayi Ecuador Manta Familia Anisakidae
Mugil cephalus Colombia Buenaventura Anisakis spp.

Mugil curema Colombia Tumaco Contracaecum sp.

Al microscopio Optico se lograron identificar las larvas tipo | (Figura 12) y tipo Il
(Figura 13) del género Anisakis. Las larvas tipo | caracterizadas por un extremo
posterior redondeado y con presencia de un mucron (Figura 12c y 12d), mientras
las larvas tipo Il mostraron una terminacion conica con ausencia de mucron (Figura
13cy 13d).

Las larvas presentaron caracteristicas propias del género Anisakis, como el color
blanquecino, con estrias transversales cuticulares a lo largo de todo el cuerpo,
siendo mas pronunciadas en el extremo posterior (Figura 12b, 13c y 13d), con una
boca bien formada, compuesta por tres labios rodeando el diente cuticular (Figura
12a y 13a), el ventriculo se observé alargado con una unioén directa al intestino y

organizacion recta a lo largo del eje longitudinal del nematodo (Figura 12b y 13b).
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Figura 12. Larva (L3) tipo | de Anisakis sp. A. Extremo anterior, dc: diente cuticular,
Id: labio dorsal (40x). B. Parte media, e: es6fago, v: ventriculo, i: intestino (20x). Cy
D. Extremo posterior, m: mucron, c: cuticula (40x).

i
I e

Figura 13. Larva (L3) tipo Il de Anisakis sp. A. Extremo anterior, dc: diente cuticular,
Id: labio dorsal (40x). B. Parte media, e: esofago, v: ventriculo (20x). C y D. Extremo
posterior, m: mucron, tc: terminacioén conica, pe: poro anal (40x).
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Identificacion histoquimica para la diferenciacion de estructuras anatomicas

Los cortes realizados a nivel de intestino, permitieron observar la simetria bilateral,
lumen intestinal en forma de ranura (Figura 14a), y la organizacion estructural de la
cuticula, la hipodermis y la capa muscular. En el corte longitudinal se observo la

cuticula, caracteristica principal de los nematodos, y el intestino (Figura 14c y 14d).

Figura 14. Secciones de larvas (L3) de nematodos anisékidos. H.E. A. y B. Cortes
transversales — 40X, C.40X, D. Cortes longitudinales- 10X c. cuticula, h. hipodermis,
cm. capa muscular, cn. cordén nervioso.
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5.6. DISCUSION

Este estudio comprueba la presencia de nematodos anisakidos en peces de
consumo humano que habitan en aguas del Océano Pacifico ecuatoriano y
colombiano; los peces presentaron un alto porcentaje de parasitacion por el género
Anisakis spp., el principal agente causal de la anisakidosis alérgica (38,70), estos
resultados coinciden con algunos reportes para paises de América del Sur como
Brasil y Chile, y difieren de las investigaciones realizadas en Argentina, donde los
reportes corresponden principalmente al género Contracaecum sp., al igual que en
Venezuela, donde ademas se ha registrado el género Pseudoterranova parasitando
principalmente peces de la familia de los Mugilidos (1), mientras tanto, en Colombia
se ha reportado Contracaecum en peces del Mar Caribe y aguas continentales (34),
y en Ecuador, Lourdes Ulloa (2008), reporté este mismo género en los peces Mugil
cephalus (lisa), Hoplias microlepis (guanchiche), Hexanematichthys sp. (bagre

pintado) y Oreochromis niloticus (tilapia) (57).

La identificacion de las larvas de tercer estadio (L3) se realiz6 basado en las
caracteristicas estructurales del ventriculo y la forma de la porcién terminal de las
larvas (82), lo que permitié identificar larvas tipo | y tipo Il de Anisakis. En la
actualidad, las distintas especies del género Anisakis estan incluidas en estos dos
grupos (Tipo | y Il) en funcion de su morfologia, los aspectos ecoldgicos, la
distribucion geografica de los hospederos y el potencial patogénico (67), por lo que
el hallazgo de estos dos morfotipos en una misma area geografica aporta
informacion importante sobre la distribucién de estas especies. Del género Anisakis
se conocen nueve especies (73), agrupadas en dos clados, el clado | que agrupa
las especies: A. typica, A. simplex s.s, A. pegreffi, A. simplex C, A. ziphidarum y A.
nascetti, y el clado Il que agrupa a las especies: A. physeteris, A. brevispiculata y A.
paggine (72), siendo las especies agrupadas en el clado | (morfotipo I) las que se
han visto involucradas en casos de anisakidosis alérgica; este estudio identificé los

dos morfotipos de Anisakis, por lo tanto estos resultados son de gran importancia
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para la salud publica, como indicador de una posible enfermedad emergente en
Colombia y Ecuador.

Respecto a los hospederos identificados, como la merluza (M. gayi), el gualajo (C.
armatus) y la lisa (Mugil sp.) se puede establecer que la parasitacion esta
relacionada con las caracteristicas ecoldgicas y alimentarias de estas especies, las
cuales tienen una amplia distribucidn geografica que se extiende en el Océano
Pacifico desde la costa de California en los Estados Unidos hasta el sur de Chile; la
infecciébn con anisakidos podria estar relacionada con los habitos alimentarios.
Estas especies habitan en aguas costeras y estuarinas, y segun su tipo de
alimentacion varios autores las han clasificado en detritivoros, ili6fagos,
vegetarianos, omnivoros, fitofagos y zooplanctéfagos (159), comportamientos

alimentarios que favorecen las infecciones parasitarias (1).

En los ultimos afios estas especies han registrado altos indices de captura por
pesca artesanal y constituyen una de las principales bases de fuente proteica (160),
siendo especies de importancia econémica en la costa Pacifica (55). La
identificacion de estas especies de peces parasitados por Anisakis se puede utilizar
para elaborar medidas de control y prevencion frente a la anisakidosis humana en
Ecuador y Colombia donde se puede catalogar como una posible enfermedad

emergente, que, aunque de facil manejo debe ser atendida.

Se reporta la localizacion de las larvas parasitando el mesenterio, el estbmago, el
intestino y el higado, interpretando que estos resultados estan relacionados con el
tiempo trascurrido entre la captura de los peces y la revision parasitologica, la
mayoria de los peces fueron revisados en fresco y aquellos procedentes de pesca
industrial fueron congelados poco tiempo después de la captura, y se sabe que las
larvas de los anisakidos requieren de un tiempo minimo de treinta minutos para
migrar del sistema digestivo del pez hacia el musculo (87), estos datos son similares

a estudios realizados en paises europeos, donde la merluza tiene un alto valor
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comercial y donde se han identificado varias especies de Anisakis en visceras y
musculo (87). Estos hallazgos pueden ser de interés econdmico en Ecuador y
Colombia, ya que permite conocer una posible ubicacion de las larvas para su
eliminaciéon y asi ofrecer una mejor imagen sanitaria de los peces capturados en

aguas maritimas de estos paises.

Utilizar técnica histoquimica basica con tincion de Hematoxilina- Eosina permitié
complementar el reconocimiento de los pardsitos por medio del analisis de las
estructuras internas, tales como cordones nerviosos, capa muscular con su porcién
contractil y no contractil y el intestino; ya autores como Mercado, Zuloaga, Zullo y
colaboradores reportaron la identificacion del intestino de manera similar a este
estudio (161-163). De igual manera, Olivero y col., lograron describir a partir de esta
misma técnica, nematodos anisakidos ocasionando lesiones histopatologicas y
reaccion inflamatoria en el tejido hepatico del pez lisa capturado en la ciénaga del

Totumo, en el Caribe colombiano (17).

Aunque el diagnostico de anisakidosis suele realizarse mediante endoscopia, en
ocasiones se requiere la identificacibn morfolégica del parasito por histoquimica,
pues éste puede estar enquistado en intestino y la infecciébn cronica puede
complicarse con granulomas los cuales algunas veces se confunden con
neoplasias, por otro lado, A. simplex es capaz de penetrar la pared intestinal y entrar
a cavidad abdominal por lo se aloja en cualquiera de los érganos que la ocupan,
como higado, pancreas, ovario, e inclusive cavidad pleural; autores como Chopra
et al. en 2016 reportaron el caso de un paciente de once afios con clinica similar a
apendicitis causada por peritonitis focal, en el cual el diagnéstico se realiz6 mediante
la identificacion del nematodo en corte transversal de un granuloma eosinofilico
omental (164). Amiry col., en 2016 reportaron el caso de un paciente con disenteria
debida a lesion de la mucosa del colon por Anisakis sp. Los médicos identificaron el
nematodo mediante taxonomia clasica y confirmaron el diagndéstico de anisakiasis
mediante histoquimica al observar la estructura de los cordones nerviosos laterales

caracteristica del género (113). En el estudio realizado por Couture y col en 2003
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(15) de anisakiosis intestinal asociado al consumo de salmoén crudo del Océano
Pacifico, la evaluacion de un segmento de yeyuno permitié observar edema mucoso
y un absceso submucoso con marcada respuesta eosinofilica alrededor de un
parasito en tercera etapa larval de Anisakis sp. Las caracteristicas morfologicas
diagndsticas correspondieron a una glandula excretora (célula de renette), cuerdas
epidérmicas laterales en forma de “Y”, ausencia de un sistema reproductor aparente
y un ventriculo (eséfago glandular), caracteristicas que coinciden con la descripcion
del presente trabajo. Ademas, es importante mencionar que en nuestro entorno la
parasitacion por el nematodo Ascaris lumbricoide, es comun, este nematodo
pertenece al mismo orden taxondmico de Anisakis, por lo que comparten algunas
caracteristicas morfolégicas que pueden confundirlos y generar un mal diagnostico
cuando el personal de salud no esta bien entrenado. Por lo tanto, tener en cuenta
la descripcion histologica realizada en este trabajo y la usencia de ala lateral a lo
largo del parasito, puede ayudar a diferenciar la infeccion de Anisakis de Ascaris,
de ahi que la identificacién por histoquimica contribuye de manera significativa al

diagnéstico diferencial.
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5.7. CONCLUSIONES

Se confirma la presencia de nematodos de los géneros Anisakis y Pseudoteranova
en peces de consumo del Pacifico de Ecuador y Colombia. Siendo el primer registro

para estos paises, ampliando asi el rango de distribucion de estos parésitos.

Los peces muestreados presentaron porcentajes de infeccién hasta del 100%, por
lo tanto, esta investigacion entrega resultados importantes que pueden ser usados
para orientar politicas publicas del sector pesquero, de seguridad alimentaria y de

salud, frente a una posible enfermedad zoonética emergente.

5.8. RECOMENDACIONES
Ampliar el estudio de anisakidos a otras especies de consumo, asi mismo establecer
un método de muestreo que permita ampliar la muestra poblacional y de esta forma
establecer con mas certeza la prevalencia de estos parasitos en peces de consumo.
Se requiere de manera urgente establecer protocolos que orienten al personal de

salud y los sectores sociales involucrados sobre la anisakidosis, sus consecuencias

y formas de diagndstico y prevencion.
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CAPITULO 2

Identificacion molecular de las especies de
anisakidos aislados de peces de consumo
obtenidos en puertos pesqueros de Colombia y

Ecuador
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6. CAPITULO 2: Identificacibn molecular de las especies de anisakidos
aislados de peces de consumo obtenidos en puertos pesqueros de Colombia

y Ecuador

6.1. INTRODUCCION

De las especies que conforman la familia Anisakidae, A. simplex es la especie que
cuenta con el mayor niumero de registros de anisakiasis humana, causando cuadros
digestivos y alérgicos (151). Actualmente, varias investigaciones han reportado que
A. simplex no es una sola especie, sino un complejo de tres especies hermanas, A.
simplex sensu stricto, A. simplex C y A. pegreffii, sin diferencias morfolégicas, por
lo que es necesario para su identificacién un diagnostico diferencial de ADN. Siendo,
A. simplex s.s. y A. pegreffii las que mas se extienden en area geogréafica y nimero

de hospederos (87).

Las larvas de anisakidos que se obtienen de pacientes, son identificadas con base
a su morfologia. Sin embargo, es muy dificil identificar a los hematodos que han
sido parcialmente destruidos o carecen de caracteristicas morfologicas necesarias
para la identificacion. No obstante, la identificacibn morfolégica solo permite el
reconocimiento de las larvas a nivel genérico, dejando en duda la especie que
ocasiona la anisakidosis. Por lo tanto, el diagnéstico diferencial y la identificacion a
nivel de especies solo se realiza utilizando técnicas de biologia molecular, la cual
es necesaria para la identificacion definitiva de los anisakidos obtenidos en la

clinica.
Las especies de anisakidos asociadas a casos humanos, son con mayor fecuencia

A. simplex asociado a cuadros grasticos y alérgicos, y P. decipiens, causando

afecciones gastrointestinales.

97



En el primer capitulo de esta tesis, la caracterizacion morfolégica permitio la
identificacion de los géneros Anisakis y Pseudoterranova, parasitando peces de
consumo que habitan en aguas del Pacifico en Ecuador y Colombia, zonas
geograficas sin reportes de estos parasitos hasta la fecha. Este segundo capitulo,

se disefi6d con el objetivo de identificar a nivel de especie los nematodos anisakidos.

Para la identificacion de las especies de anisakidos, se han desarrollado varios
meétodos tales como PCR-RFLP, la secuencia del gen rRNA o ADN mitocondrial.
Ademas, del uso de la técnica de RFLP de las ITS y la subunidad 5.8 del gen rRNA,
se ha utilizado con éxito para la identificacion de especies hermanas de A. simplex.
No obstante, estas técnicas requieren de equipo altamente especializado y de
materiales y reactivos de alto costo. Por lo tanto, para alcanzar el objetivo se
implement6 la PCR multiplex propuesta por Umehara et al., (2008)(165) para el
diagnéstico diferencial de los nematodos anisédkidos como una alternativa a los

métodos convencionales.
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6.2. OBJETIVO GENERAL

Identificar las especies de anisakidos presentes en peces de consumo

comercializados en puertos pesqueros de Colombia y Ecuador

6.3. OBJETIVO ESPECIFICO

6.3.1. Identificar a nivel de especie los anisakidos aislados de peces de

consumo
6.3.2. Comparar los resultados de identificacion obtenidos por taxonomia

clasica y biologia molecular
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6.4. MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion a nivel de especie de las larvas de anisakidos previamente
identificadas por morfologia en el primer capitulo de la presente investigacion, se

realizé el protocolo descrito por Umehara et al. (2008)(165).

El protocolo fue desarrollado en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, con la asesoria del parasitdlogo, el Dr. Rubén
Mercado.

6.4.1. Extraccion de ADN

Se procesaron 38 nematodos anisakidos en el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Las larvas fueron cortadas en tres
piezas y se realizo la extraccion individual de cada parte media de los nematodos
utilizando el un kit para extraccion de ADN gendmico (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN se eluy6 en tampon de elucion y se mantuvo a

-20°C hasta su uso.
6.4.2. Cebadores

Se utilizaron cebadores especificos para seis especies de anisakidos: Anisakis
physeteris (Baylis, 1923), Pseudoterranova decipiens (Krabbe,1878), Anisakis
simplex sensu stricto (Rudolphi, 1809), Contracaecum osculatum (Rudolphi, 1802),
Hysterothylacium aduncum (Rudolphi, 1802) y Anisakis pegreffii (Campana-Rouget
& Biocca,1955) (Integrated DNA Technologies) disefiados por Umeharay col. (165).

6.4.3. ldentificacion por PCR multiplex

Se realiz6 una PCR multiplex, utilizando seis cebadores especificos y un cebador
universal siguiendo la metodologia descrita por Umehara y col. (165). Siendo el

volumen final de reaccion 25ul: agua (9,38 ul) buffer 10x (2,5 ul) (HotMaster™ Taq),
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0,63 uldNTP (0.2 mM), 1 ul por cada cebador especifico, 1ul cebador universal,
HotmasterTaq ADN Polimerasa (0,5 ul) (5SPRIME) y 5ul de ADN gendmico.

El programa de termociclador (Applied biosystems 2720) consistio en 30 de ciclos
de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion a 52 °C durante 30s, extension
a 72 °C durante 45s, y una extension final a 72 °C durante 7 min. Todos los
productos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v). Como
control positivo se utilizé ADN genomico de larvas L3 de A. simplex, A. pegreffiiy P.
decipiens, suministradas por el Dr. Hiroshi Yamasaki del Instituto Nacional de

Enfermedades Infecciosas de Tokyo, Japén.
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La identificacion por PCR multiplex permitio la confirmacién a nivel de especie de
26 de las 38 larvas analizadas. Se identificaron las especies A. physeteris en ocho
hospederos y P. decipiens y A. pegreffii, cada una en un hospedero. A. physeteris

también fue reportado en los hospederos parasitados por P. decipiens y A. pegreffii

(Tabla 9).

Tabla 9. Identificaciébn morfolégica y molecular de larvas de la Familia Anisakidae y

6.5. RESULTADOS

sus hospederos en el Pacifico colombiano y ecuatoriano.

Hospedero Procedencia Identificacién Identificacién - PCR
Morfolégica Multiplex
Nombre cientifico Pais Localidad

Auxis rochei Ecuador Santa Rosa Anisakis spp. Anisakis physeteris
Centropomus armatus Colombia Buenaventura Familia Anisakidae Anisakis physeteris
Coryphaena hippurus Ecuador Manta Anisakis spp. Anisakis physeteris
Katsuwonus pelamis Ecuador Manta - Anisakis spp. Anisakis physeteris
Larimus argenteus Colombia Buenaventura Familia Anisakidae Anisakis physeteris
Merluccius gayi Ecuador Manta Familia Anisakidae Anisakis pegreffii y
Anisakis physeteris
Mugil cephalus Colombia Buenaventura Anisakis spp. Anisakis physeteris

Mugil curema Colombia Tumaco Pseudoterranova sp. Pseudoterranova

decipiens y Anisakis
physeteris

Los partidores especificos fueron capaces de detectar P. decipiens con un producto
de amplificacion de peso esperado 370 pb, aislado de M. curema (Lisa), A. pegreffii
con 672 pb, aislado de M. gayi (Merluza) y A. physeteris con 143 pb, aislado de A.
rochei (Botellita), C. armatus (Gualajo), C. hippurus (Dorado), K. pelamis (Atun,

Bonito barrilete), L. argenteus (Cajero), M. gayi (Merluza), M. cephalus (Lisa) y M.

curema (Lisa). (Figura 15)
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A. pegreffii
672bp

P. decipiens

370bp 143 bp
A. physeteris

-

Figura 15. Identificacion molecular de nematodos anisakidos por PCR Multiplex.
Linea 1; 370 pb, P. decipiens (M. curema). Linea 2: 672 pb, A. pegreffii (M. gayi) y
Lineas de la 3 a la 9: 143 pb, A. physeteris (A. rochei, C. armatus, C. hippurus, K.
pelamis, L. argenteus, M. gayi, M. cephalus y M. curema). Linea L, marcador de
peso molecular de 100 pb.
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6.6. DISCUSION

La caracterizacion molecular por PCR multiplex permitié identificar a nivel de
especie, 26 de las 38 larvas analizadas. Los resultados de biologia molecular
coinciden con la identificacion realizada por taxonomia clasica en el capitulo 1, lo
gue indica que un correcto analisis morfologico permite la identificacion a nivel de
género de los nematodos anisakidos. De lo anterior, se puede interpretar que las 12
larvas que no fueron identificadas por PCR multiplex, posiblemente no
correspondan a ninguna de las seis especies que permitia identificar esta técnica, y

no a un error en la identificacion morfolégica.

Los cebadores de las seis especies utilizados en la PCR corresponden a las
especies de anisakidos de mayor distribucion e importancia a nivel sanitario.
Ademas, se debe tener en cuenta que solo el género Anisakis, es un complejo de
nueve especies (87), de las cuales se podian identificar tres de ellas con la PCR y
que para los géneros Pseudoterranova, Contracaecum, e Hysterothylacium, la
técnica utilizada permitia identificar una sola especie para cada uno, no obstante, el
género Contracaecum registra mas de 25 especies, y Pseudoterranova es
considerada por alguno autores un complejo de tres especies e Hysterothylacium
tiene todavia su taxonomia en debate (66,76,81). Aun asi, se logro identificar la
especie en el 68% de las larvas analizadas.

La PCR multiplex permitio identificar la especie A. physeteris parasitando los peces
A. rochei, C. armatus, C. hippurus, K. pelamis, L. argenteus, M. gayi y M. cephalus.
Ademas, se encontré A. pegreffii en el pez M. gayi y P. decipiens en el pez M.
curema, lo que confirma la presencia de anisakidos en las ocho especies de peces
identificadas como hospederas de anisakidos en el capitulo 1. No obstante, se debe
tener en cuenta que el uso de otros métodos moleculares como la secuenciacion
puede confirmar o variar estos resultados, ya que estos parasitos son un complejo

de especies y su taxonomia cambia constantemente.
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Estos resultados coinciden con los estudios de investigadores peruanos que han
reportado A. physeteris parasitando el pez dorado (C. hippurus), con una
prevalencia del 33.33% (7,31,166). Ademas, coinciden con los registros del pez
Mugil sp. realizados en Chile, donde los informes reportan P. decipiens como la
especie de anisakido predominante en la regién y el cual est4 asociado a los casos
de infeccion géstrica en ese pais (9,42). No obstante, estudios realizados en
Indonesia, difieren de esta investigacion, y han reportado A. typica parasitando
algunos de los mismos hospederos de este estudio, como son, A. rochei y K.
pelamis (167,168), al igual que las investigaciones realizadas en el pez C. hippurus

de la costa del Océano Indico (66,67).

Por su parte, la merluza (Merluccius sp.) es considerada por varios autores como
hospedadora de todas las especies de Anisakis (167), este estudio permitié
identificar a A. pegreffi y A. physeteris para esta especie de pez en el Pacifico,
mientras que en Chile se registra parasitada por P. decipiens y se asocia a casos
de pseudoterranovosis (9,14,42,48,121,169,170), y en Colombia se cuenta con el
reporte del género Contracaecum sp. parasitando la merluza que habita aguas del
Mar Caribe (34).

Adicionalmente, se sabe que los mugilidos, constituyen la familia de peces con
mayor niumero de reportes de anisakidos, esta investigacion reporta P. decipiens en
lisa (M. curema), resultados que coinciden con los realizados en Chile, Venezuela 'y
Pert, donde se ha identificado como el agente causal de varios casos de
anisakidosis (1,7,42,171), ademas, otros autores, reportan la lisa como hospedera
de Contracaecum sp. en Colombia (34,55,60,159,172) y de A. pegreffii en el Mar
Amarillo y en el Mar Mediterraneo (69,167). Sin embargo, en la busqueda
bibliografica no se encontraron reportes de anisakidos para los peces gualajo (C.
armatus) y cajero (L. argenteus), por lo que este estudio puede ser el primer reporte
de parasitacion en estas especies por A. physeteris. Asi mismo, no se encontraron

reportes de anisakidos a nivel de especie en Ecuador.
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Aungue la mayoria de los casos humanos de anisakidosis donde se ha realizado
biologia molecular se ha identificado a A. simplex s.s. como el principal agente
etiolégico (173), en Italia A. pegreffii es reconocido como el principal causante de la
anisakiosis gastrica habiéndose identificado por técnicas moleculares las larvas
aisladas de tres casos clinicos (73,174). Es importante sefialar que, en Japon,
donde esta ampliamente estudiado, se reconoce que existen areas maritimas de
simpatria entre A. simplex s.s. y A. pegreffii, encontrando también individuos
hibridos, mientras que en el Mediterrdneo occidental no esta presente A. simplex
s.s., y A. pegreffii tiene una amplia representacion en todas las especies de peces
(74), por lo que es importante realizar mas estudios en peces del Pacifico que
permitan conocer si existen peces parasitados por A. simplex, ya que este estudio
confirma la presencia de A. pegreffii. Por lo tanto, son una preocupacion emergente
para la seguridad alimentaria, ya que no so6lo produce sintomas digestivos o
extraintestinales asociados con los habitos de comida de pescado crudo, si no
también causa fenomenos alérgicos (175). Por ende, el interés en este parasito se
ha extendido a varias disciplinas, no sélo en el campo de la pesca, parasitologia,
seguridad alimentaria, sino también en varias especialidades en medicina, con un

nuevo interés en alergia e inmunologia (175).

Ademas, no se puede descartar que la ausencia del diagnostico de casos clinicos
en Ecuador y Colombia, pueda estar relacionada con el desconocimiento por parte
de los médicos de la anisakidosis y de la alergia al parasito, y de su confusion con

otras enfermedades mas conocidas que presentan cuadros clinicos similares.

Respecto a la distribucion geografica de los anisakidos, esta, estd bien
documentada, el género Anisakis es el mas reportado en el Mediterraneo, mientras
Pseudoterranova se registra en el Atlantico nororiental, sin embargo, no se conocen
reportes de distribucion de estos nematodos en esta region del Océano Pacifico
como se reporta en la presente investigacion (66,77,85), por lo tanto, estos
resultados constituyen el primer reporte de las especies A. pegreffii, A. physeteris 'y
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P. decipiens en Colombia y Ecuador, lo que complementa los estudios de

distribucion de estas especies.

6.7. CONCLUSIONES

Se confirma por medio de técnica de biologia molecular las especies de anisakidos,
A. physeteris, A. pegreffii y P. decipiens en peces de consumo humano en aguas
del Pacifico colombiano y ecuatoriano, lo que constituye un riesgo de salud publica,

como una posible enfermedad zoondtica emergente.

Los resultados de biologia molecular coinciden con la identificacion realizada por
taxonomia clasica en el capitulo 1, lo que indica que un correcto analisis morfologico

permite la identificacién a nivel de género de los nematodos anisakidos

La PCR multiplex es una herramienta adecuada para el diagndstico diferencial de
especies de anisakidos, la cual se puede realizar en un corto tiempo y a un bajo
costo en comparacion a las técnicas de biologia molecular convencionales usadas

para la identificacién de nematodos anisakidos.

6.8. RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar estudios moleculares que permitan identificar otras posibles
especies de anisakidos que circulan en aguas del Océano Pacifico y determinar la

prevalencia de los anisakidos como parte de un progama de vigilancia

epidemioldgica para Salud Publica.
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CAPITULO 3

Prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis en una
poblacion de Colombia y su relacion con habitos
de consumo de pescado y marisco
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7. CAPITULO 3: Prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis en una poblacion de

Colombia y su relacién con habitos de consumo de pescado y marisco

7.1. INTRODUCCION

El desarrollo de los dos primeros capitulos de esta tesis, permitié confirmar la
presencia de los nematodos anisakidos, A. physeteris, A. pegreffii y P. decipiens
parasitando peces de consumo que se comercializan en Ecuador y Colombia. Sin
embargo, en ninguno de estos paises se cuenta con reportes de caso de anisakiosis
(infeccién por Anisakis) o pseudoterranovosis (infeccién por Pseudoterranova), por
ser parasitosis desconocidas y por lo tanto no diagnosticadas, no obstante, los
registros de peces infestados por parasitos anisakidos en Suramérica ha ido en
aumento (31,48).

Estas enfermedades son transmitidas al ser humano a través del consumo de
pescado; estan asociadas a factores socioculturales que favorecen la aparicion de
la enfermedad, especialmente por el consumo de pescado crudo como el ceviche y

el sushi, o pescado poco cocido, ahumado, marinado o en salazoén (6,8,176).

En los atlimos afios, el interés en salud publica sobre estas enfermedades ha
aumentado junto con el atractivo de la poblacion por comer productos icticolas
crudos o minimamente procesados. Sin embargo, no esta claro, si en Colombia
existen casos de anisakidosis o si hay un subregistro de la enfermedad. Para
resolver esta inquietud, el objetivo de la tercera fase de la investigacion (capitulo I11)
fue determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti Anisakis en una poblacion de
Colombia, y asi tener un primer acercamiento a dicha enfermedad al establecer si
existen personas que hayan estado en contacto con el parasito. Para ello se
determinaron los anticuerpos anti-Anisakis frente al antigeno total larvario y frente a
otros cuatro antigenos especificos, Ani s 13 (hemoglobina) por ser considerado un
alérgeno principal de Anisakis, el alérgeno Ani s 3 (tropomiosina) un antigeno
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somatico importante para la deteccion de reaccion cruzada con la tropomiosina de
otros vertebrados; Ani s 1, un alérgeno principal que es reconocido por pacientes
con infeccidén activa a Anisakis y Ani s 7, alérgeno reconocido por el 100% de

personas que han estado en contacto con el parasito.
Ademas, dado que la anisakiosis se debe invariablemente al consumo de pescado

crudo o poco cocinado, se estudiaron los habitos de consumo de pescado para

posteriormente compararlos con los resultados de los sujetos seropositivos.
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7.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de anticuerpos anti—Anisakis en una poblacion sana de

Colombia y su asociacion con los habitos de consumo de pescado y mariscos

7.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

7.3.1. Determinar los habitos alimentarios asociados al consumo de pescado y
los factores de riesgo asociados a adquirir una anisakidosis en una
poblacién de Colombia

7.3.2. Conocer la prevalencia de anticuerpos anti—Anisakis en una poblacion de
Colombia

7.3.3. Relacionar la seropositividad con los habitos de consumo de pescado y

mariscos

7.4. HIPOTESIS

La poblacién de Colombia presenta anticuerpos anti-Anisakis por la ingestion de

pescados parasitado con nematodos de la familia Anisakidae
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7.5. MATERIALES Y METODOS

7.5.1. Disefno del estudio

Se realizé un estudio de tipo transversal descriptivo, en la Universidad del Valle,

sede San Fernando en Cali—-Colombia.

La muestra se calculé de acuerdo al objetivo del estudio, para determinar la
prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis en una poblacién sana de Colombia y su
asociacion con los habitos de consumo de pescado y mariscos, por lo tanto, se

realizé el calculo con base a la siguiente formula:

 Z&popq
=2

Donde:

ZZ - Valor correspondiente a la tabla de la distribucién normal, asociado al 95% de

confianza= 1,96

p: Prevalencia de la variable, en este caso desconocida y por lo tanto se opta por el

valor que arroja la maxima probabilidad, 0.5
g: 1-p=1-0,5=0,5
d?: Error muestral = 0,05 Determinado por la investigadora

La muestra calculada fue de 150 personas en la Universidad del Valle-Sede San

Fernando.

7.5.2. Poblacion de estudio

Voluntarios sanos, que pertenecian a la poblaciéon docente estudiantil de la

Universidad del Valle, sede San Fernando, en Cali, Colombia.

112



7.5.3. Reclutamiento de voluntarios

El reclutamiento de los voluntarios se realizo en la Universidad del Valle—Sede San
Fernando, para lo cual en diferentes espacios académicos se realiz6 una presentacion
de tres minutos invitando a la poblacion universitaria a participar, adicionalmente se

les entrego un folleto informativo (Anexo 5).

7.5.4. Encuesta

Todos los voluntarios fueron encuestados sobre sus habitos alimentarios en relacion
al consumo de pescados y mariscos, y los principales antecedentes clinicos,
siguiendo el protocolo propuesto por Puente y col. en el 2008 (177) que fue disefiado
bajo la direccion de la Dra. Carmen Cuéllar de la Universidad Complutense de

Madrid, quien otorgd el permiso (Anexo 6) para uso de la encuesta.

La encuesta se constituyé de veintiocho preguntas (Anexo 7), seis preguntas de
informacion general, quince preguntas sobre habitos alimentarios asociados al
consumo de pescado/mariscos con opcion de respuesta multiple y siete preguntas

abiertas acerca de antecedentes clinicos.

Las preguntas fueron elaboradas para conocer la frecuencia de consumo de
pescados y mariscos al mes, lugar de consumo (restaurantes/hogar), forma de
consumo y/o de preparacion (enlatado, crudo, en salazon), especies de peces que
se consumen y antecedentes clinicos.

La encuesta se validé previamente por medio de una prueba piloto a 44 voluntarios

de la misma poblacion de estudio.
Cada participante fue debidamente informado sobre las caracteristicas del estudio

y entrenado en el diligenciamiento de la encuesta, previa firma del consentimiento

informado (Anexo 8). El proyecto fue avalado y aprobado por el Comité Institucional

113



de Revision de Etica Humana de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle
mediante acta No. 015-015 (Anexo 9).

7.5.5. Toma de muestras

La toma de la muestra sanguinea se realizd en el Laboratorio de Biologia del
Desarrollo y Citogenética, ubicado en el Departamento de Morfologia, de la Facultad
de Salud de la Universidad del Valle. El permiso para la toma de muestras fue
otrogado por el Jefe del Departamento (Anexo 10), todos los voluntarios recibieron
explicacion amplia del estudio, sus beneficios y riesgos potenciales, y firmaron el
consentimiento informado de forma libre y voluntaria, previamente revisado y

aprobado por el comité de ética.

La muestra se recolect6é en tubo seco (tapa roja), obteniendo un total de 10 ml de
sangre por voluntario mediante venopuncion con tubo vacutainer. La sangre fue
fraccionada en suero y células por centrifugacién; las células fueron descartadas y
el suero fue fraccionado en tubos Eppendorf debidamente identificados. Las
alicuotas de suero fueron preservadas a -20°C para su posterior procesamiento
para las pruebas de ELISA. Las muestras fueron almacenadas en el Laboratorio de
Histologia, de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle hasta su envio al
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid (Espafia) donde se realizaron las pruebas de laboratorio.
Para el envio y transporte de las muestras se conté con todos los permisos para
manejo de muestras de riesgo biol6gico otorgado por el Ministerio de Salud de
Colombia (Anexo 11) y por el Ministerio Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad de

Espafia (Anexo 12).

Las muestras fueron manejadas como material bioldgico potencialmente peligroso
(Flujograma para la toma de las muestras; Anexo 13) y todo el personal involucrado

en su manipulacion realiz6 estrictamente los procedimientos de bioseguridad
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(Decreto nacional 2676 DE 2000 y el Manual de Bioseguridad de laboratorios del
GICUV-U. del Valle).

7.5.6. Recoleccion de datos

El equipo de trabajo estuvo conformado por el investigador principal y un profesional
en bacteriologia debidamente capacitado en el protocolo para la toma de muestras y
la recoleccion de los datos. El profesional en bacteriologia recibi6 toda la informacién
sobre el proyecto antes de iniciar la toma de muestras, y se le entrego un POE
(Procedimiento Operativo Estandar), con indicaciones claras sobre la toma de

muestras, registro, almacenamiento y transporte de las mismas. (Anexo 14).

Los datos de las muestras fueron registrados en un formato elaborado para el
proyecto (Anexo 15).

7.5.7. Almacenamiento de la informacién

Los datos de las muestras, encuestas y formatos fueron guardados en carpetas en
un gabinete asignado para el proyecto en el Departamento de Morfologia de la
Universidad del Valle. Adicional, los registros se transcribieron a medio electrénico;
el acceso al archivo digital estuvo restringido al personal autorizado por el proyecto.
La informacion fue utilizada posteriormente para el analisis y confrontacién con las

pruebas de laboratorio.

7.5.8. Consideraciones éticas

Este estudio se llevo a cabo en plena conformidad con las guias y la revision actual
de la Declaracion de Helsinki y la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia. Ademas, conto con la aprobacion (Codigo #015-015) del Comité
Institucional de Revision de Etica Humana, Facultad de Salud, Universidad del Valle
(Anexo 9).
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Criterios de inclusién y exclusion: Para que los individuos pudieran participar en
el estudio, tenian que cumplir con todos los criterios de inclusion.

Criterios de inclusion: (a) ser mayor de edad, (b) consumir pescado o mariscos, ()
disposicion para proporcionar la muestra solicitada, (d) capacidad de proveer un
consentimiento informado escrito, ya fuera por la firma o en el caso de analfabetismo
la huella digital, y (e) capacidad y disposicion para responder la encuesta.

Criterios de exclusion: (a) Que la muestra fuera insuficiente o presentara hemadlisis.

Riesgos potenciales: Este estudio fue considerado de riesgo minimo. Los riesgos
potenciales fueron asociados a la extraccion de sangre incluyendo posibles
molestias, hinchazon o dolor e infeccion en el sitio de la extraccion de sangre y
sensacion de mareo o desmayo.

La puncion fue realizada por un profesional en bacteriologia, se llevé a cabo con la
técnica estandar para extraccién de sangre, utilizando material desechable estéril,
cumpliendo con los protocolos estandarizados en las instituciones de salud de

Colombia y aprobados por el Ministerio de Salud.

Beneficios: Los sujetos recibieron informacion sobre la anisakidosis y los
agradecimientos por la participacién voluntaria al proyecto de investigacion. Los
participantes no pagaron dinero por su participaciéon en el estudio ni recibieron

remuneracion alguna.

Identificacién de las muestras: A cada voluntario se le asigné un codigo Unico con
el cual se identifico la muestra, la encuesta, el consentimiento informado y las
alicuotas de suero. El primer nimero para identificar la cuidad de estudio (Cali: 1);
el segundo numero a la institucion participante (Universidad del Valle: 1), y un tercer
namero de tres digitos consecutivos que correspondera al numero del participante.
De esta manera un voluntario de Cali, captado en la Universidad del Valle, su

consentimiento, encuesta y la muestra llevara el cédigo 1-1-001, adicional los tubos
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de las muestras fueron marcados con la fecha de recoleccién. Esta codificacion fue
establecida proyectando que en un futuro la metodologia puede ser replicada en

otra poblacién y se conserve el sistema de codificacion.

Confidencialidad: Los datos obtenidos fueron manejados bajo el principio de

confidencialidad.

Uso futuro de las muestras: Todos los sueros sobrantes luego de las pruebas de
laboratorio se guardaron congelados para investigacion futuras con el previo
consentimiento del participante. En caso de requerirse para futuros estudios, se
enviara la respectiva solicitud al Comité de Etica Humana de la Facultad de Salud
de la Universidad del Valle. El suero de los participantes que no autorizaron el uso
posterior de la muestra, fue descartado de acuerdo al protocolo establecido (Anexo
14).

Declaracion de Helsinki: Este estudio se llevé a cabo en plena conformidad con
las guias y la revision actual de la Declaracion de Helsinki lo que brindo una mayor

proteccion a los participantes del estudio.

Reporte de resultados a voluntarios: A todos los voluntarios se les informé
mediante mensaje de texto sobre el resultado de la investigacion y fueron invitados
a recibir un reporte de los mismos en la oficina de los estudiantes de postgrado del

Departamento de Morfologia.
7.5.9. Pruebas de laboratorio
Se determinaron los anticuerpos anti- Anisakis, para el antigeno total larvario, y para

los alérgenos Ani s 13, Anis 3, Anis 1y Ani s 7. La obtencion de los antigenos se

presenta en el anexo 16.
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Para la determinacion de anticuerpos anti — Anisakis frente al antigeno total de
Anisakis y los alérgenos Ani s 13 (hemoglobina), y Ani s 3 (tropomiosina) se utilizd
la metodologia desarrollada por el grupo de parasitologia de la Universidad
Complutense de Madrid. Para la determinacion de anticuerpos frente a los
alérgenos Ani s 1 y Ani s 7 se utilizd el kit Trisakis 170, cortesia del grupo de
investigacion del Dr. Florencio Martinez Ubeira de la Universidad Santiago de
Compostela, Espafia. Todos los protocolos fueron desarrollados en el
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid en Espafia, con la asesoria de la Dra. Carmen Cuéllar del
Hoyo (anexo 17). La metodologia de las pruebas de laboratorio se resume en la
tabla 10.

Tabla 10. Flujograma para la determinacion de anticuerpos anti—Anisakis

Pruebas de laboratorio |

.

| Obtencion de antigenos (Ag) |

: l i l
Ag total larvario Ag recombinante Ani s 3 Ag purificado Ani s 13 Ag recombinantes Anis 1y
(Tropomiosina) (Hemoglobina) AnisT
|
v L4 i

1. Obtencion de larvas
2. Obtencion del antigeno
3. Valoracion de proteinas

Cortesia del Instituto de Salud
Carlos Il de Madrid
(Protocolo. Anexo 16)

Complutense de Madrid

Cortesia la Universidad
(Protocolo. Anexo 16)

Cortesia la Universidad
Santiago de Compostela

BRADFORD
(Protocolo. Anexo 16)

| Determinacion de anticuerpos

|
‘ l
I I
Inmunoglobulinas IgE, IgG, | Inmunoglobulina lgE Inmunoglobulina IgE e IgG4 ‘ ‘ Inmunoglobulina lgE
IgA, IgM, IgG4, Ig totales (Ig's)

A4 J Y

| ELISA indirecta a los 150 sueros de voluntarios sanos (Protocolo. Anexo 17)

| l } l

Confirmacién por Western Blotting (WB) a los sueros positivos
(Protocolo. Anexo 19)
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Como las pruebas de inmunodiagnostico pueden presentar reaccion cruzada con
otros parasitos, se realizé la determinacion de anticuerpos anti-Ascaris frente al

antigeno total en los 150 sueros del estudio (Anexo 18).

Ascaris fue el parésito seleccionado debido a que es el nematodo intestinal

patdogeno mas frecuente en la poblacion colombiana.

Finalmente, se realiz6 un western blotting (WB) a los sueros que presentaron por
ELISA anticuerpos anti-Anisakis frente a alguno de los antigenos analizados, con el
fin de conocer el peso molecular de las proteinas especificas detectadas en el suero
del voluntario (seropositivo). Se hizo WB para todos los sueros positivos frente a los
antigenos totales de Anisakis y frente al antigeno total de A. suum para descartar

una reaccion cruzada. El procedimiento se presenta en el anexo 19.

7.5.10. Anélisis estadistico

Encuesta: Para el andlisis estadistico se utilizé el programa SPSS, se realizd un
analisis descriptivo para establecer frecuencias y promedio. Posteriormente, se
aplicé el test de Kolmogoroff Smirnoff, para conocer la distribucién de los datos. Las
variables numéricas estudiadas fueron: frecuencia de ingesta de pescado, pescado
enlatado, pescado crudo, pescado en salazén, consumo de mariscos y consumo de
pescado en restaurante. Estos se relacionaron con los antecedentes clinicos
asociados a alergias. Para cada variable se calculé la mediana y rango intercuartil
y se compararon mediante el test de Mann-Whitney. Se consideraron significativas

las variables con valor de P < 0.05.

Pruebas de laboratorio: El tratamiento estadistico se realiz6 con el programa

GraphPad Prism 6. Las variables cualitativas se describen en forma de
frecuencia/total y en porcentajes, y las variables cuantitativas como media *
desviacion estandar. La comparacion entre datos cuantitativos entre dos grupos, se
realizaron con la t de Student o la U de Mann Whitney segun la distribucion de los

datos. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p < 0.05.
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7.6. RESULTADOS

7.6.1. Habitos alimentarios y factores de riesgo asociados al consumo de

pescado

Se realiz6 un estudio de tipo trasversal, se encuestaron 150 individuos en la
Universidad del Valle en Cali—Colombia con el fin de evaluar los héabitos de consumo

de pescado y mariscos y los posibles riesgos asociados a adquirir una parasitosis.

De los 150 participantes, 84 eran mujeres (56%) y 66 hombres (44%), con edades
entre los 18 y 67 afios. Los principales habitos alimentarios asociados al consumo

de pescado se presentan en la tabla 11 y los antecedentes clinicos en la tabla 12.

Consumo de pescado: La mediana de consumo de pescado fue de tres veces al

mes (Rango intercuartil 2-5). La mediana de consumo de pescado enlatado (atan y
sardinas) fue de dos veces al mes (RIC 1-3). El consumo de pescado crudo o en
salazén/marinado y el consumo de mariscos presentdé una mediana de una vez al
mes (RIC 0-1,25).

El 87% de los participantes manifestaron consumir pescado crudo. El 19% de los
voluntarios preferian consumir pescado crudo en restaurantes. Mientras en el hogar
la forma preferida de consumo fue pescado frito (70%) y solo un 7% lo preferia

crudo, marinado o en salazon.

Especies de mayor consumo: Las cinco especies de peces de preferencia para el

consumo fueron tilapia (Oreochromis sp.) con un 31%, el atin (Thunnus sp.) con el
26%, salmén (Salmo sp.) con el 17%, trucha (Oncorhynchus mykiss) con un 10 % y
pargo (Lutjanus sp.) con el 3%. Respecto a los mariscos, los participantes preferian

consumir camarén en un 55% y langostino en un 4%.

Sitio de compra: El 53% de los individuos compraban el pescado en almacenes de
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cadena y un 11% lo hacian en plazas de mercado o galerias.

Tabla 11. Habitos alimentarios asociados al consumo de pescado y mariscos en
una poblacién de la ciudad de Cali

Habitos alimentarios % Frecuencia al mes

Consumo en restaurantes

Pescado y mariscos 73 2

Forma de preparacion preferida en el hogar (Los participantes
podian escoger varias opciones)

Frito 70 -
Sudado 57 -
Apanado 29 -
Al horno 17 -
Al vapor 15 -
Crudo 7 -

Integrantes de la familia que consumen pescado

Todos 47 -
Adultos 32 -
Adolescentes 3 -
Nifios 2 -
No sabe/No responde 16 -

Lugar de compra de pescado/mariscos

Almacenes de cadena 53 -

Plaza de mercado o galeria 11 -

Ambos (Almacén de cadena y Plaza

de mercado) 29 i
No compra 5 -
Otro (pesca artesanal) 2 -
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Tiempo que transcurre del sitio de compra al hogar

Menos de 1 hora 67
Entre 1y 2 horas 21
Medio dia o un dia 1
Mas de un dia 2
No sabe/No responde 9

Forma de almacenamiento

Congelado 87

Refrigerado 13

Peces de consumo

Tilapia (Oreochromis sp.) 31
Atdn (Thunnus sp.) 26
Salmon (Salmo sp.) 17
Trucha (Oncorhynchus mykiss) 10
Pargo (Lutjanus sp.) 3
Bocachico (Prochilodus magdalenae) 2
Bagre de mar (Tachysurus barbus) 1
Corvina (Argyrosomus regius) 1
Robalo (Centropomus sp.) 1
Basa (Pangasius hypophthalmus) 1
Cachama (Colossama sp.) 1
Merlén (Labrus merula) 1
Merluza (Merlucciussp.) 1
Pelada (Macrodon sp.) 1
No sabe/No responde 3
Mariscos de consumo

Camaron 55
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Langostino 4 -
Calamar 1 -
Pulpo 1 -
Cangrejo 1 -
Langosta 1 -
Piangua 1 -
No sabe/No responde 1 -
No consume 35

Antecedentes clinicos: De los 150 voluntarios sanos, el 11% manifesté haber

presentado alguna vez sintomas digestivos asociados al consumo de pescado o
mariscos y el 12% manifestaciones de tipo alérgico. Del total de los voluntarios, tres
participantes (2%) manifestaron haber presentado sintomas tanto alérgicos como

digestivos.

Con respecto a las alergias de tipo alimentarias, el 11% manifestaron ser alérgicos
a algun tipo de alimento. Un 4% del total de los encuestados afirmaron ser alérgicos
a los mariscos. Un participante afirmé ser alérgico a los mariscos y enlatados, y un
segundo voluntario manifesté ser alérgico a los mariscos, el maracuya y la carne de
cerdo. El 27% de los encuestados afirmaron padecer alguna alergia respiratoria,
mientras un 47% de los encuestados afirmaban ser alérgicos a los acaros del polvo.

En la tabla 12 se presentan los antecedentes clinicos.
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Tabla 12. Principales antecedentes clinicos de la poblacion de estudio

Antecedentes clinicos %

Manifestaciones clinicas asociados al consumo de pescado

Digestivas 11
Alérgicas 12
Digestivas y alérgicas 2
Ninguna 77

Alergias de tipo alimentario

Mariscos 4
Lacteos 1,3
Gluten 1
Enlatados 1
Atdn 1
Aceitunas 1
Maracuya 1
Carne de cerdo 1
Canela 1
Maiz enlatado 1
No especifica 1

Alergias respiratoria

Alergia respiratoria 27

Alergia a los 4caros del polvo 47

El estudio comparativo de las variables analizadas mostro que, los participantes que
consumen los pescados en salazon tienen una mayor probabilidad de padecer

urticaria (p<0,03), de ser alérgicos a los acaros (p<0,02) y de presentar alergia a
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algun tipo de alimento (p <0,04); en cuanto al consumo de mariscos, se observo una
asociacion positiva con la probabilidad de presentar urticaria (p<0,04). Ademas, en
relacion con la frecuencia de consumo de pescado al mes, el analisis determiné que
a mayor ingesta mayor probabilidad de padecer urticaria (p<0,001) y una tendencia

a la significancia respecto a presentar alergia a los acaros (p=0,063).

7.6.2. Seroprevalencia de anticuerpos anti—Anisakis

Frente al antigeno total larvario de Anisakis, se encontro que el 4.7% de los sueros
analizados presentaron niveles de inmunoglobulina (Ig) IgG4, el 4% niveles de IgA,
un 3.3% de inmunoglobulinas totales (Ig’s) y el 0.7% de IgE. No se detectaron

niveles de 1gG e IgM en los sueros estudiados frente al antigeno total.

En un 2.7% de los sueros analizados se detectaron niveles de IgE utilizando el
alérgeno recombinante Ani s 3 (tropomiosina). Para el alérgeno purificado Ani s 13
(hemoglobina) se encontr6 que el 4.7% de los sueros detectaron niveles de

anticuerpos IgE y un 9.3% para IgG4.

Utilizando el kit Trisakis, se encontré6 que el 1.3% de los sueros estudiados
mostraron niveles positivos de anticuerpos IgE frente al antigeno tAni s 7. Mientras

gue todos los sueros fueron negativos para el antigeno rAni s 1.

En la figura 16 se muestran los porcentajes de positividad para cada anticuerpo y

antigeno analizado de Anisakis en los 150 sueros de individuos de Colombia.
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Figura 16. Porcentaje de sueros positivos en relacidon a anticuerpo y antigeno
analizado de Anisakis. Extracto total de Anisakis (Ag total); Ani s 3 (tropomiosina);
Ani s 13 (hemoglobina); Test Trisakis: Anis 1y Anis 7.

Los valores de D.O. obtenidos para cada suero se presentan en los anexos del 20
al 23. El punto de corte se obtuvo a partir de la media del grupo control mas tres
veces la desviacion estandar, para el kit Trisakis el punto de corte fue el indicado

por las instrucciones del fabricante (anexo 18).

En resumen, un total de 36 sueros reaccionaron frente a alguno de los antigenos

estudiados, mostrando niveles de positividad en una o varias inmunoglobulinas.

7.6.3. Relacién entre los habitos alimentarios al consumo de pescado y la

prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis

Con el fin de establecer una asociacion entre los habitos alimentarios asociados al
consumo de pescado y la prevalencia de anticuerpos anti-Anisakis en una poblacion
de Colombia, se determiné la presencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los individuos con respuesta afirmativa (si) y negativa (no) a cada

una de las preguntas de la encuesta (ej: consumo de pescado crudo, si 0 no), en
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relacion a los niveles de anticuerpos anti—Anisakis. Se obtuvieron los siguientes

resultados:

Consumo de pescado enlatado: Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en los niveles de inmunoglobulina IgE frente al antigeno Ani s 3
(p=0,0328), siendo la media mas alta en el grupo de personas gque no consumen

pescado enlatado.

Consumo de pescado crudo: Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en los niveles de inmunoglobulinas totales (Ig’'s) frente al antigeno total
(p=0,00095) con una media mas alta para el grupo de personas de no comen sushi

ni ceviche.

Lugar de compra de pescado y mariscos: Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en los niveles de anticuerpos IgE (p=0.0185) frente
a Ani s 13 con una media mas alta para el grupo de personas que compraban en

supermercados.

Alergia a los &acaros del polvo: Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en los niveles de anticuerpos IgG (p=0,045) frente al antigeno total de
Anisakis, siendo la media mas alta en el grupo de personas que no eran alérgicas
a los acaros del polvo. También se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para valores de anticuerpos IgE (p=0,0041) frente al antigeno Ani s 3,

donde la media mas alta fue en el grupo que si presentaba la alergia.

Antecedentes de diagndstico con alguna parasitosis: Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en los niveles de anticuerpos IgG (p=0,0187) e IgE
(p=0.0301) frente al antigeno total de Anisakis. La media fue mas alta en el grupo

gue si habia sido diagnosticado con alguna parasitosis en el transcurso de la vida.

Las otras variables analizadas no presentaron diferencias significativas en los
valores de D.O. de las inmunoglobulinas frente al antigeno total, ni para los
antigenos Anis 13, Anis 3, Anis1yAnis7.
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Debido a que el alérgeno Ani s 7 de Anisakis, es el antigeno que es reconocido por
el 100% de las personas que han estado en contacto con el parasito, a continuacion,
se describen las caracteristicas asociadas al consumo de pescado que presentaron

las dos personas con anticuerpos IgE para Ani s 7:

Los dos voluntarios positivos para Ani s 7 consumian pescado enlatado (atin) entre
tres y ocho veces al mes, ambas preferian comer el pescado frito, sudado, al horno
0 apanado, solo una de ellas manifestdé que consumia pescado crudo, en sushi,
ceviche, marinado, en salazén, o ahumado, cuatro veces al mes. Las dos personas
con anticuerpos IgE frente Ani s 7 tardaban menos de una hora entre el sitio de
compra del pescado a sus respetivos hogares. Los dos voluntarios manifestaron
que nunca habian tenido sintomas asociados al consumo de pescado 0 mariscos.
Ninguna de las dos personas con anticuerpos IgE frente Ani s 7 sufria de algun tipo
de alergia alimentaria, de alergia respiratoria, o habia sido diagnosticada con alguna

parasitosis.

7.6.4. Descripcion de los habitos de consumo de pescado de los 36

voluntarios que presentaron anticuerpos anti—Anisakis

De los 150 sueros analizados, 36 de ellos presentaron niveles de anticuerpos frente
a alguno de los antigenos estudiados, 12 (33%) eran hombres y 24 (67%) mujeres
entre los 18 y 48 afios de edad. Ninguna de las personas encuestadas con edades

entre los 49 y 67 afios presentd anticuerpos.

En la figura 17, se presenta un esquema que resume las caracteristicas asociadas
al consumo de pescado y mariscos de los 36 voluntarios con anticuerpos anti-

Anisakis.
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En las figuras se presenta el
porcentaje de positividad
(anticuerpos) que
presentaron los 36 sueros en
relacion a cada pregunta de
la encuesta
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marinado 33%
—ﬁ * Preparacion culinaria (Figura 19) ‘
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| Frito81% | | Sudado39% | | Apanado42% | | Alhomo22% | | Alvapor 14% | [ Crudo 11% |
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v
| Almacenesde cadena 61% | ‘ Galeria o plaza de mercado 6% | Almacenesde cadenay galeria 22%

—>| Tiempo de desplazamiento entre el lugar de compra y el hogar (Figura 21) ‘

| Menos d:: una hora 67% | ‘ Entre una y dos horas 14% ‘ ‘ No s;be 8% | | No cor;1pra 1% |
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| Alimentaria 14% | \ Respiratoria 14% | | Acaros61% |

Figura 17. Andlisis descriptivo de los 36 sueros que presentaron anticuerpos anti-
Anisakis. El porcentaje de positividad respecto a las preguntas realizadas en la
encuesta se indica con el nimero de la figura correspondiente.

De los 36 voluntarios con anticuerpos anti Anisakis, se observé que aquellos que
consumian pescado con mayor frecuencia, fueron los que presentaron un mayor
porcentaje de positividad (Figura 18).
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Figura 18. Porcentajes de positividad de los consumidores de pescado, del grupo
de los 36 sueros que presentaron anticuerpos anti-Anisakis.

Cuando se relacionaron los niveles de anticuerpos de los voluntarios positivos en
comparacion con la forma preferida para el consumo de pescado, se encontré que
el porcentaje mas alto de anticuerpos estaba entre aquellos que consumian el

pescado frito, seguido de los que consumian pescado apanado (Figura 19).

IgE IgM IgA 9G4  Ig totales IgE lgG4 IgE
Extracto total Anis13 Anis7

n Frito B Sudado B Alvagor W Horno B Apanado W Crudo

Figura 19. Porcentajes de positividad en el grupo de los 36 voluntarios positivos a
Anisakis segun la preparacion culinaria preferida para el consumo de pescado.
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Respecto al lugar donde compraban el pescado los individuos positivos a Anisakis,
se registro que aquellos que compraban en almacenes de cadena presentaron un

mayor porcentaje de positividad (figura 20).

25 7

15 7~

IgG IgE lgM IgA lgG4 g IgE 1gG4 IgE IgE IgE
totales
Extracto total Anis 13 Anis 7 | Anis1 | Anis3
m Supermercado m Galeria Ambos B Nocompra

de cadena

Figura 20. Porcentaje de positividad segun el establecimiento para la compra de
pescado en el grupo de los 36 individuos positivos a Anisakis.

De los 36 voluntarios con anticuerpos, aquellos que utilizaban la congelacion como
método de preservacién del pescado y los mariscos, fueron los que presentaron un
porcentaje de positividad mas alto, en comparaciéon con aquellos que solo lo
refrigeraban (figura 21).

35 7
30 7
25 7

20 7

15 -

L . —

IgG IgE lgM IgA lgG4 g IgE 1gG4 IgE IgE IgE
totales

Extracto total Anis 13 Anis7 | Anis1 | Anis3

W Congelad W Refri d Ambos

Figura 21. Porcentaje de positividad segun la forma de almacenar el pescado en
el grupo de los 36 individuos positivos a Anisakis.
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Respecto a los individuos con antecedetes clinicos relacionados al consumo de
pescado, se encontr6 que aquellos que presentaron sintomas alérgicos fueron los

mas seropositvos (figura 22).

" am—  mm— e p——r o U4
IgE 19G4 IgE IgE IgE
Anis 13 Anis 7 | Anis1 | Anis3

IgG IgE IgM lgA 1gG4  Ig totales

Extracto total

= Sintomas " Sintomas
digestivos alérgicos

Figura 22. Porcentaje de positividad segun los antecedentes asociados a consumo
de pescado en el grupo de los 36 individuos positivos a Anisakis.

Cuando se compararon los resultados de seropositividad con los antecedentes a
alergias alimentarias, se observo que los individuos con alergia a los mariscos
presentaron anticuerpos frente a todos los antigenos estudiados, exepto a Anis 1y
Ani s 7(figura 23).

IlgG IgE IgM IgA lgGa g IgE IgGa IgE IgE IgE
totales
Extracto total Anis13 Anis 7| Anis1 Anis3
m  Mariscos ®  Aceitunas Lacteos

Figura 23. Porcentajes de positividad segun las alergias alimentarias, en el grupo
de los 36 individuos positivos a Anisakis.
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Finalmente, se observo que de los 36 voluntarios con anticuerpos anti Anisakis,
aquellos con antecedentes alérgicos asociados a los acaros del polvo, presentaron
una mayor seropositividad en comparacion a aquellos con antecedentes a otras

alergias respiratorias (figura 24).

30
25
20

15

_,J-il‘,_l

1gG4 1gG4
totales

Extracto total Anis 13 Anis 7| Anis 1 Anis3

B Alergia respiratoria M Alergia a los acaros

Figura 24. Porcentajes de positividad segun alergia respiratoria o a acaros, en el
grupo de los 36 individuos positivos a Anisakis.

7.6.5. Seroprevalencia de anticuerpos anti- Ascaris suum por el método
ELISA

Con el fin de determinar una posible reaccion cruzada entre los nematodos Anisakis
y A. suum en los sueros analizados, se realizé un estudio de seroprevalencia para
A. suum por medio de ELISA indirecto utilizando el antigeno total procedente de
helmintos adultos. Los resultados se expresan como valores de densidades Opticas
D.O una vez restada su correspondiente fijacion inespecifica a la BSA utilizada en
el postapizado. Se consideraron positivos los valores superiores a la media de D.O
del grupo control obtenida por cada inmunoglobulina, mas tres veces la desviacién

estandar.
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De los 150 sueros analizados el 92.6% fueron positivos para Ascaris, en un 68,7%
se detectaron niveles de anticuerpos IgM, en un 61,3% se detectaron niveles de
IgG, en el 26,7% IgE, en un 6% IgG4, en el 16% niveles de IgA y, finalmente, en un

12% inmunoglobulinas totales (Ig°s) (figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de positividad de los 150 sueros en relacion a cada
anticuerpo frente a los extractos totales de Anisakis (Ak) y A. suum (As).

7.6.6. Inmunorreconocimiento por Western Blotting de proteinas del
antigeno total de Anisakis con los anticuerpos IgE, IgG e IgG4, en los

36 sueros de voluntarios positivos a Anisakis por el método de ELISA

Se realizdé un western blotting confirmatorio (WB) a los sueros que presentaron por
ELISA niveles de anticuerpos anti-Anisakis frente a alguno de los antigenos
analizados (antigeno total, Ani s 7, Ani s 3 0 Ani s 13). Los WB se realizaron con los

antigenos totales de Anisakis y A. suum con las inmunoglobulinas IgE, IgG e IgG4.

Es importante recordar para el analisis de los WB, que el alérgeno Ani s 3 es una
proteina con un peso molecular de 41 kDa con un alto grado de homologia con las
tropomiosinas de otros nematodos. Ani s 7 es considerado el alérgeno mas

importante de A. simplex, tiene un peso molecular de 139 kDa y es reconocida por
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el 100% de pacientes alérgicos y no presenta reaccion cruzada, y Ani s 13 que es
también un alérgeno mayor, tiene un peso molecular de 37 kDa siendo reconocido
por 65% de pacientes sensibilizados y hasta un 80% en pacientes con anisakiosis
gastroalérgica, no existiendo reaccion cruzada entre los epitopos de la hemoglobina
de Ascaris. Respecto a Ani s 1, es el alérgeno reconocido por individuos con
infeccion activa, en este estudio ningun individuo presentd anticuerpos por ELISA

frente a este antigeno, por lo tanto, no se realiz6 WB confirmatorio.

Al comparar los resultados de los ELISAS de los sueros positivos frente a los
alérgenos Ani s 7 (2/150), Ani s 3 (4/150) y Ani s 13 (18/150) de Anisakis con las
proteinas que reconocieron por WB frente al antigeno total del mismo parasito a
nivel de los anticuerpos IgE, 1gG e IgG4, se encontré que los dos sueros positivos
a Ani s 7 no reconocen proteinas a nivel de IgE para Anisakis a nivel de IgG ambos
sueros reconocen proteinas con pesos moleculares de 50 kDa, 150 kDa y 250 kDa,
y solo uno de los sueros reacciono6 frente a una proteina de alto peso molecular de
250 kDa a nivel de IgG4 (Tabla 13).

De los cuatro sueros positivos por ELISA para Ani s 3, se observé que solo uno
reconoce una proteina de alto peso molecular de 250 kDa a nivel de IgE, al estudiar
los anticuerpos IgG, dos sueros reconocen proteinas de 50 kDa y todos
reconocieron proteinas de 150 kDa y 250 kDa, mientras para 1gG4 el
inmunorreconocimiento fue hacia proteinas de alto peso molecular, dos sueros

reconocieron proteinas de 150 kDa y todos reconocieron a 250 kDa (Tabla 13).

Respecto a los sueros positivos por ELISA frente al alérgeno Ani s 13 de Anisakis,
solo tres sueros reconocieron proteinas a nivel de IgE, uno reconocié una proteina
de 150 kDa y los otros tres reconocieron proteinas de 250 kDa. Al estudiar los
anticuerpos de la clase IgG se observa que todos los sueros reconocen alguna
proteina entre los 37 kDa y los 250 kDa. Finalmente, a nivel de 1gG4, los sueros
reconocieron proteinas con pesos moleculares entre 50 kDa y 250 kDa,

reconociendo en su mayoria proteinas de alto peso molecular (Tabla 13).
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Tabla 13. Resultado del WB frente al antigeno total de Anisakis a nivel de IgE, 1gG

e 1gG4, de los sueros positivos por ELISA frente a los antigenos Anis 7, Anis 3y

Ani s 13 de Anisakis.

Positivos
por ELISA

Western blotting Anisakis

IgE

IgG

IgG4

25

37

50

75| 100

150

250

25

37

50

75| 100

150

250

25

37

50

75

100

150

250

Anis 7
(139 kDa)

54

121

Anis 3
(41 kDa)

70

X | X [ X [X

114

116

X | X [ X | X [ X [X

X | X | X | X [ X

Anis 13
(37 kDa)

X | X | X | X | X | X |X

12

x

21

23

36

49

56

67

68

73

78

85

X | X [ X | X

95

101

119

120

146

X | X | X [ X [ X [X [X [X | X

149

X

Reaccion cruzada entre Anisakis y Ascaris: A Los 36 sueros con anticuerpos anti -

Anisakis se le realiz6 WB a nivel de anticuerpos IgE, IgG e IgG4.

Todos los sueros reconocieron proteinas del antigeno de Ascaris y Anisakis, siendo

la reaccion mas intensa frente a Ascaris en los anticuerpos IgE e IgG, y mas intensa
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para Anisakis en IgG4. El resultado no evidencio reaccion cruzada entre Anisakis y

Ascaris.

Todos los resultados descriptivos del WB para Anisakis y Ascaris, asi como los

patrones de inmuno reconocimiento se presentan en el anexo 24.

7.7. DISCUSION

Este estudio se realizé en la ciudad de Cali, ubicada a 122 km de Buenaventura, el
principal puerto pesquero de Colombia en el Océano Pacifico y de donde se
distribuye el producto de la pesca hacia el interior del pais (160,178,179). Sin
embargo, se sabe que existe un manejo precario del producto pesquero en las
etapas de extraccién y comercializacion, con un nivel minino de procesamiento en
cubierta, lo que constituye uno de los principales problemas que enfrenta el
subsector para su desarrollo, la carencia de servicios de muelle, procesamiento y
frio, se ve reflejado en una inadecuada manipulacién del pescado fresco y
congelado (179), lo que favorece la supervivencia de agentes causantes de
enfermedades parasitarias como los nematodos anisakidos, parasitos que
requieren de organismos acuaticos para llevar a cabo su ciclo de vida, donde el
humano puede actuar como hospedero accidental al consumir las formas infectivas
a través de los peces (180). Por lo tanto, la presencia de peces capturados en
Buenaventura parasitados con nematodos anisakidos, como se afirmé en el
segundo capitulo de esta tesis, es una preocupacién emergente para la seguridad
alimentaria, ya que estos parasitos no soélo producen sintomas digestivos o
extraintestinales asociados con los habitos de consumo de pescado crudo, Si ho

también causan cuadros alérgicos (175).

En este estudio, se indag6 sobre los principales habitos alimentarios asociados con
el riesgo de anisakidosis (consumo de pescado crudo o poco cocido) en una

poblacion sana, se encontro, que el 87% de los participantes consumen pescado
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crudo o semi crudo (sushi, marinado o en salazén). Este porcentaje de consumo de
pescado es mas alto que el presentado por estudiantes universitarios de
Bucaramanga con un 74,2% (181), posiblemente, por que en la regién Pacifica
culturalmente hay un mayor consumo de pescado, y por ende puede ser una
poblacion mas expuesta a la anisakidosis. Ademas, se encontré que la poblacion
entre 26 a 45 afos de edad aumenta la frecuencia de consumo de pescado crudo
(tipos sushi) hasta cinco veces al mes, lo que pone en evidencia la acogida que ha
tenido la dieta japonesa y mediterranea en la poblacion mas joven, esto abre la
posibilidad de ocurrencia de anisakidosis en Colombia y la necesidad de investigar

al respecto para conocer su situacion real.

No obstante, la Unidad de Acuicultura y Pesca de Colombia en el 2017 para atender
la demanda interna de Colombia, importé 180 millones de toneladas de pescado de
origen asiatico, donde como se mencioné anteriormente, las enfermedades
parasitarias son endémicas y constituyen un problema de salud publica, por ende,
la importacion de estos peces hacia Colombia puede favorecer la aparicién de casos
de anisakidosis, por lo anterior, es interesante mencionar que el 53% de los
participantes de este estudio compraban el pescado en almacenes de cadenay solo
el 11% en galeria o plazas de mercado, lo que favorece el consumo de peces
importados, principalmente de origen asiatico, siendo este un producto mas

econdémico para la poblacién.

Adicionalmente, en el estudio de seroprevalencia se encontré un mayor porcentaje
de positividad en el grupo de personas que habitualmente consumian pescado y
gue compraba el pescado en almacenes de cadena, principalmente para el antigeno
Ani s 13 que corresponde a la hemoglobina parasitaria, considerada uno de los
alérgenos mayores de A. simplex y que no presenta reaccion cruzada con otros
nematodos (154). Ademas, llama la atenciéon que ocurre igual en el grupo que
preferia consumir el pescado frito y que utilizaba la congelacion como medio de

preservacion, estos resultados hacen sospechar de una posible sensibilizacién al
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alérgeno Ani s 4, este alérgeno no fue medido en este estudio, sin embargo, es una
proteina que se caracteriza por ser termo resistente y por conservar su capacidad
alergénica, en este sentido, consumir pescado adecuadamente cocinado o
congelado pero contaminado con alérgenos de Anisakis representa un riesgo para
la salud en algunos pacientes sensibilizados (110,149,182), sin embargo, esa

afirmacion es cuestionada por varios autores y se encuentra actualmente en debate.

Cuando se indago6 sobre las especies de peces de mayor consumo, se registré una
preferencia por la tilapia (Oreochromis sp.), el atun (Thunnus sp.), el salmoén (Salmo
sp.), la trucha (Oncorhynchus mykiss) y el pargo (Lutjanus sp.), aunque estas
preferencias coinciden con investigaciones realizadas en la poblacién de Medellin y
Bucaramanga (181)(183), no se puede hacer una asociacion entre estas especies
y la anisakidosis, debido a que varias de las especies son de agua dulce y solo el
pargo (Lutjanus sp.) se encuentra entre las especies muestreadas en el capitulo 1
de esta investigacion, el cual se encontré negativo para nematodos anisakidos en
este estudio. Cabe resaltar que, dado que se trata de una encuesta, no se puede
descartar un sesgo en el conocimiento sobre las especies de consumo por parte del

voluntario.

Respecto a los antecedentes clinicos de la poblacién, el 11% manifestd haber
presentado sintomas digestivos asociados al consumo de pescado, un 12%
sintomas alérgicos por la misma causa y un 2% sintomas tanto digestivos como
alérgicos, estos porcentajes son mas altos que los reportados en la poblacion de la
Universidad de Bucaramanga donde le 9,6% eran alérgicos al pescado (181).
Aungue no se puede afirmar que estos sintomas son ocasionados por nematodos
anisakidos, se sabe que en Europa y Asia muchos casos de urticaria de pacientes
gue consumen con frecuencia pescado poco cocido, han sido diagnosticados con
anisakidosis alérgica o gastroalérgica (184,185). Ademas, cuando se analizaron las
variables de los participantes que consumen los pescados en salazén y los
consumidores de mariscos, se encontré que tenian una mayor probabilidad de

padecer urticaria y que a mayor ingesta de pescado esta probabilidad aumentaba.
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En este sentido, la urticaria se ha visto presente como un sintoma en el contexto de
la Anisakiosis Gastro-alérgica (AGA), donde la respuesta inmunoldgica contra este
nematodo se parece a la inducida por otros helmintos, pero los sintomas alérgicos
son mucho mas frecuentes en GAA. Esto podria deberse a la falta de relacion co-
evolutiva entre el hospedador y el parasito (186). En GAA, las complicaciones
abdominales inducidas por el parasito no existen y la urticaria en GAA se considera
un mecanismo para expulsar rapidamente la larva de A. simplex, donde los
mastocitos sensibilizados no solo estan presentes en la piel, sino también en la

mucosa gastrointestinal (186).

Otro de los objetivos de este capitulo fue obtener la seroprevalencia especifica a A.
simplex en una poblacion de Cali, se observo que 36 de los 150 voluntarios fueron
positivos, para una prevalencia general del 24%, un porcentaje alto para una
poblacion de voluntarios sanos. Adicionalmente, al compararla con los resultados
de estudios realizados en Espafia, donde la anisakiosis (infeccion con Anisakis
simplex) es una de las nematodosis mas prevalentes, con una seroprevalencia
variable entre regiones de ese pais, oscilando entre 0,43% en Galicia a 15,7% y
22,1% en las regiones del interior y meridionales, respectivamente (177). Sin
embargo, no esta claro si estas diferencias pueden ser debido, a los métodos
utilizados, los cuales pueden tener diferentes grados de especificidad (177), al igual
que la prevalencia del 12.4% reportada para Madrid, donde el método empleado al
igual que en Galicia, fue la técnica ELISA basada en el anticuerpo monoclonal UA3,
que parece permitir el diagnéstico de casos de anisakiosis sin ningun resultado falso
positivo y que reconoce dos proteinas de peso molecular de 139 y 154 kDa de A.

simplex, como el alérgeno Ani s 7 (177).

En este estudio se descart6 la posibilidad de reaccion cruzada con el nematodo
Ascaris. El hecho de que los sueros presentaran una seropositividad del 92,6% a
Ascaris frente al 24% de Anisakis, no hace sospechar que algun resultado positivo

a Anisakis sea un falso positivo, sin embargo, no se exploré la posibilidad de
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reactividad cruzada con alérgenos no parasitarios. No obstante, si el 24% de la
seroprevalencia puede estar aumentado por la reactividad cruzada con alérgenos
no parasitarios, la prevalencia del 1,3% encontrada para el antigeno Ani s 7, sigue
siendo alta, en comparacion con Espafa, ademas, el alérgeno Ani s 7 se conoce
como una proteina que no tiene homologia con ninguna otra y que es reconocida
por el 100% de las personas que han estado en contacto con el parasito (151).
Como ya se ha mencionado anteriormente, este alérgeno es reconocido por el
anticuerpo monoclonal UA3 que ha demostrado presentar una especificadad del
100% mediante la técnica ELISA captura (176).

Respecto a los resultados frente al alérgeno Ani s 1, se encontré que ningun
voluntario fue positivo. Estos resultados son acordes a la literatura (187), teniendo
en cuenta que la respuesta de IgE a Ani s 1 se asocia principalmente con
anisakidosis géstrica, entendiendo esta como una infeccion activa por larvas de
Anisakis y que los voluntarios de este estudio estaban todos sanos y no presentaban

ninguna molestia digestiva en el momento de la toma de la muestra de sangre.

Cuando se analizan los resultados de prevalencia frente a Ani s 3, se observa una
mayor positividad en el grupo de voluntarios con antecedentes alérgicos, esto se
debe a que es una proteina termoestable que puede ser responsable de reacciones
alérgicas en individuos sensibilizados y que puede generar una reaccién cruzada
con la tropomiosina de otros invertebrados (72). Ademas, es conocida como un
alérgeno de peces, principalmente de la Tilapia (188), y del 2,7% de voluntarios que
presentaron anticuerpos frente a Ani s 3, todos afirmaron consumir Tilapia como su

primera opcion de consumo.

Sin embargo, aunque en Colombia no existen reportes de anisakiosis humana a
pesar de presentar una seroprevalencia tan alta, como la aqui presentada, hace
pensar que la diferencia con los casos reportados en Espafa se puede deber a otras

razones y que para explicarlas, se deben realizar estudios que permitan conocer el
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estado inmunoldgico de la poblacion colombiana en cada uno de los posibles
cuadros clinicos de Anisakis, y compararla con una poblacién con alergias
confirmadas a acaros y a otros alimentos, para descartar con certeza la reaccion

cruzada.

No obstante, la medida de prevencidon para el control de la anisakidosis es
relativamente sencilla, en Europa donde esta plenamente identificada, la legislacion
seflala que el pescado que vaya a consumirse crudo o poco cocinado debe
congelarse a -20°C en la totalidad del producto por minimo 24 horas (Reglamento
(CE) n° 854/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 de abril de 2004)
(25). En Colombia, estos patégenos no estan identificados y por ende no son
diagnosticados, por lo que no existe una legislacion clara al respecto. No obstante,
el Ministerio de Salud en el decreto nimero 561 del 8 de marzo de 1984 (189)
reglamento en cuanto a la captura, procesamiento, transporte y expendio de los
productos de la pesca, indica que el proceso de eviscerado de los peces puede
realizarse en cubierta, dependiendo de la disponibilidad de agua para el lavado, o
cuando el producto llegue al muelle, esta ultima opcién facilita que parasitos como
los anisakidos puedan desplazarse de las visceras a la musculatura del pez, antes

del eviscerado, lo que pone en riesgo al consumidor final.

7.8. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que el consumo de pescado crudo o0 poco
cocido en Colombia puede ser un factor de riesgo para la poblacion en la adquisicién

de larvas de anisakidos.
La técnica de ELISA frente al antigeno Ani s 7, no presenta reactividad cruzada con

otros antigenos, por lo tanto, se puede afirmar que la seroprevalencia a A. simplex

en una poblacion de Cali es de 1,3%.
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A pesar que en el capitulo uno y dos de esta tesis no se confirmd la presencia de la
especie A. simplex, el estudio inmunolégico mostré0 que sujetos cosumidores
habituales de pescado en la ciudad de Cali son seropositivos a A. simplex, por lo
que es importante realizar estudios que permitan la identificacion de larvas de A.
simplex en los peces que se consumen habitualmente en esta poblacion asociados
con estudios inmunolégicos que permitan conocer la presencia de homologia entre
las proteinas de A. simplex y las especies A. pegreffi o A. physeteris que si fueron

identificadas en esta investigacion.

7.9. RECOMENDACIONES

Se comienda estudiar la posible reaccién cruzada con alérgenos no parasitarios,
especialmente las tropomiosinas de otros organismos previamente identificadas

como alérgenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado donacion de muestras por la empresa E.AT. Asesorias
pesqueras

EMPRESA ASOCIATIVA DE TRABAJO ASESORIAS PESQUERAS
NIT 835000405 - 9

A s v —

Buenaventura, 9 de diciembre del 2015

A QUIEN CORRESPONDA

Por medio de la presente, certificamos que la empresa E.A.T Asesorias
pesqueras, realiza monitoreo mensual de las especies de peces capturadas en
pesca artesanal en la Bahia de Buenaventura, actividad realizada en
desarrolio del Programa de Observadores Pesqueros Colombia que se ejecuta
en el marco de la Alianza Estratégica suscrita entre la Autoridad Nacional de
Acuicultura y Pesca de Colombia — AUNAP - Conservacion Internacional
Colombia y la E. A. T. Asesorias Pesqueras, las muestreas colectadas son
donadas para el desarrollo del proyecto titulado “Identificacién de anisakidos
en peces de consumo del Pacifico Colombiano - Ecuatoriano y
evaluacion de la seroprevalencia en una poblacién de Colombia”, a cargo
de la estudiante del programa de doctorado en ciencias biomédicas,
JENNIFFER ALEJANDRA CASTELLANOS, de la Universidad del Valle.

Cordialmente,

E A T Asesorias Pesqueras

Calle S N®S3 A —~ 24 Barrio La Transformacién
Tel. 2432642 - Cel. 3216168517 Buenaventura — Valle.
CORREO ELECTRONICO: emilianc zambrano@gmail.com
_estaspes@gmail.com
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Anexo 2. Permiso de colecta Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi

Avenida 4 y calle € EdF. Pinoargotty
PBX:(383)032611410

PO BOX 130803

hitp#/ subpesca gob.ec

GOSSERND HACIONAL OE SubS . “Rﬁumpiii cros Manta - Ecuador

LA AZSUBLCA TEL ETUADOR

Oficio Nro. MAGAP-SRP-2015-0714-0F

Manta, 06 deabnl de 2015

Asunto: SOLICITA EMITIR UN PERMISO DE PESCA PROVISIONAL PARA LA
EJECUCION DE PROYECTOS CON PESQUERIA DE ARRASTRE EN LA ORILLA DE
MAR CON CHICHORRO DE PLAYA. SR. YANIS CRUZ QUINTANA-
COORDINADOR DE PROYECTOS.

Senor

Dr. Yanis Cruz Quintana

Coordinador de Proyectos

UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI
En su Despacho

De mi consideracion:

En Respucsta a oficio en ¢l cual ¢l Dr. Yanis Cruz Qumtana, PhD. Coordinador de
Proyectos del Dpto. Central de Investigacion de la Universidad Laxa Eloy Alfaro de
Manabi, solicita al Viceministerio de Acvacultura y Pesca se ke extiends permisos
provisional para realizar colectar mucstras como se detalla a continuacion:

Nombre del Proyecto Método de coleccion de Muestra especies
muestras Objetivos

Edad y crecimiento de los Arrastre en la onlla de mar | Batoxdcos

batoidcos en ¢l Pacifico con chinchorro de playa

ccudtonano

Diversidad y aspectos Arrastre en la onlla de mar | Batoxdcos

biologicos de los batoxdeos con chinchorro de playa
del Pacifico ccuatoriano
Variacion espacio temporal de | Red de enmalle Langosta Pamulirus gracilis
la biologia reproductiva y
bioacumulacion de metaks en
Panulirus gracilis
Biodiversidad y estructura de | Arrastre en la onlla de mar | Peces marinos de

la comunidad de pardsitos con chinchorro de playay | importancia economica en
MEtazoarnos cn peoes marinos | en puertos pesqueros Ecuador

de importancia econdmica ¢n
Ecuador

Seconcluye:
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Avenida 4 y calie © Edf. Pinoargotty
PEX(393)032011410

PO. BOX 130503

bt suboescy gob ac

COBTIND NACIONAL OF 3 - Eo
LA RTPUSLICA DEL ECUADCA Subsecretana de Recursos Pesquerns Martta - Ecuador

Oficio Nro. MAGAP-SRP-201 5-0714-0F
Manta, 06 de abril de 2015

La Unmiversidad Laica Eloy Alfaro de Manabi ¢s una persona Juridica, con domicilio en la
ciudad de Manta, provincia de Manabi, ¢s una institucion que mantiene carrcras de
formacion profesional ¢n las drcas de Ciencias del Mar, Ciencias de la Educacion,
Turismo, Trabajo Social . Economia, Agropecuaria. Medicina, centre otras.

Entre sus fines principales consta la investigacin cientifica, la formac¥n técnica y
profesional. la creacion. difusion y desarrollo de la cultura nacional. con objetives claros
entre Jos que s¢ encuentran ¢l estudio ¥ plancamiento de soluciones para problemas de la
region como tambicn ¢l mejoramiento de la produccion de biencs y servicios en pro del
desarrollo sustentable de la provincia v del pais en general

Las Facultades ticnen la responsabilidad de  desarrollar mvestigacion cientifica. la
conscrvacion y mancjo de recursos naturales mediante la capacitacidn del personal
academico, preparacion de profesionales y difusion de Jos resultados hacia la comunidad;
a través de las carreras profesionales que puedan sportar con ¢l desarrollo del sector
Pesquero.

Es necesario que ¢l Viceministerio de Acuacultura y Pesca desarrolle temas urgentes y de
mediano plazo. como es la investigacion de campo. planes de fomento y desarrollo
pesquero, programas de capacitacion, asistencia téenica en planificacion y cjecucion de
proyectos . actualizacion de base de datos: por lo que sc hace necesario contar con
personal con nivel académico que coadyuve a complementar la labor de la Subsecretaria
de Recursos Pesqueros cn diferentes drcas que no cuente con Talento Humano
especializado.

Toda vez que el Viceministerio de Acuacultura y Pesca y la Universidad Laica Eloy
Alfaro de Manabi poscen un convenio. ¢l cual ha sido renovado por vanas ocasiones .
cn apoyo a la cooperacion mterinstitucional para ¢l mancjo de los recursos pesqueros. ¢s
procedente brindar la AUTORIZACION para colectar las muestras solicitadas bajo ¢l
siguicnic esquema:

Método de coleccion de Muestra especies Objetivos Lugar

muestras

Arrastre en la orilla de mar con | Batoideos Costas de Manabi

chinchorro de plava

Arrastre en la onilla de mar con | Batoideos Costas de Manabi

chinchorro de playa

Red de enmalle Langosta Panulirus gracilis Costas dc Manabi

Arrastre en la onlla de mar con | Peces marinos de importancia Costas de Manabi

chinchorro de playa y en pucrtos | ccondmica en Ecuador (Incluye Jaramijo,

pesqueros Jamas, Manta y
Pto. Lopez

e juwnetp s

146



Avenida 4 y calle © EdIf Pinoargolty
PBX: (393)03 2010

k. P O.BOX: 1309183
R R AT Sibsecrataria de Recursos Pesquercs Manta - Ecuador

LARZSUBLCA D& EUADOR

Oficio Nro. MAGAP-SRP-2015-0714-0F
Manta. 06 de abnil de 2015

Para lo cual deberan cumplir:

1. Informar cuando s¢ lkeven a cabo ln recokccion de las muestras, con lo finalidad de
quc un servidor pablico del Vicemmisterio de Acuacultura v Pesca acomparic cn las
mismas.

2. Las mucstras por ninglin motivo deberan recolectarse dentro de las arcas protegidas
del SNAP.

La vigencia de la AUTORIZACION para la colecta de mucstras serd hasta diciembre
del 2016, fecha en la cual terminan los proyectos de investigacion.

Atentamente,

Documento firmado electronicamente

Blgo. Victor Ezequicl Alcivar Rosado
SUBSECRETARIO DE RECURSOS PESQUEROS. ENCARGADO

Referencias
- MAGAP-SRP-2015-1 570-E

Anexos:
-SOLICTTUD

Copia:
Sefor Bidlogo
Molke Miguel Mendoza Avila
Director de Coatrol Pesquero

Cocurars g 20 s

313
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Anexo 3. POE para la caracterizacién histologica de parasitos Anisakidos

CODIGO:
PROCEDIMIENTO OPERATIVO ,
ESTANDAR PARA LA VERSION: 01
CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE
Ur&ivle\gsi”dad PARASITOS ANISAKIDOS (NEMATODA)
LesE FECHA DE VIGENCIA
Laboratorio de Histologia PAGINAS: 1 DE 26
Elaboro Reviso Aprobo
Jenniffer A. Castellanos Prof. Liliana Salazar Prof. Liliana Salazar
Fecha Fecha Fecha
10-julio-2015 11-julio-2015 13-julio-2015

Introduccién

La primera descripcion de larvas de anisakidos en peces fue a finales del siglo XIX, y a
mitad del siglo XX se dio a conocer como un problema de salud publica al ser identificado
como el agente etiolégico de la zoonosis denominada anisakidosis. El riesgo para la salud
publica lo ocasionan las larvas de tercer estadio (Ls) que se encuentran en el tejido
muscular o visceras de los peces. Por tanto, el hombre adquiere la infeccién, mediante el
consumo de pescado crudo o insuficientemente cocinado.

El cuerpo de los nematodos anisakidos es cilindrico, alargado, sin segmentacion. La
cuticula estd marcada por estriaciones finas transversales. El sistema digestivo es
completo, dispone de boca, esofago, intestino y ano. La apertura bucal dispone de varios
labios y un diente cuticular. El eséfago tiene dos porciones, una anterior muscular llamada
proventriculo y otra posterior glandular denominada ventriculo. Poseen un sistema nervioso
rudimentario con un anillo nervioso situado en el tercio anterior del parasito, el sistema
excretor se sitla debajo de la apertura bucal o a nivel del anillo nervioso segun el género.
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1. Objetivo: Dar una guia para el procedimiento histoquimico de parasitos anisakidos
(Nematoda)

Alcance: Facilitar a todo el personal del Laboratorio de Histologia de la Universidad de Valle un
protocolo de Procedimiento Operativo Estandar (POE) para el procesamiento histoldgico de
parasitos anisakidos (Nematoda).

2. Autoridad y Responsabilidad: El coordinador del laboratorio es la autoridad del
documento. La responsabilidad es de cada persona que desarrolla este POE

3. Muestra: Nematodos aislados de peces, fijados en formalina caliente al 4% (parasitos vivos)
y almacenados en alcohol 70%. Los parasitos muertos no se les realizan el paso por
formalina caliente.

4. Elementos de proteccion

Gorro

Gafas de proteccion
Tapabocas

Bata de manga larga
Guantes de Nitrilo
Zapatos cerrados

~® a0 o

5. Equipos, materiales y reactivos

5.1 . Materiales para la deshidratacion:

Equipo procesador de tejidos Leica TP1020

Alcoholl 70% (1000 ml)
Alcohol1 80% (1000 ml)
Alcohol2 80% (1000 ml)
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Alcoholl 95% (1000 ml)

Alcohol2 95% (1000 ml)

Alcohol absoluto 1 (1000 ml)
Alcohol absoluto 2 (1000 ml)
Xilol1 100% (1000 ml)

Xilol2 100% (1000 ml)

Parafina 1 Histoplast PE (1000 ml)
Canastillas para tejido

Tabla para seccionar el tejido
Cuchillas para seccionar el tejido
Léapiz para rotular canastilla

5.2 . Materiales paralainclusién en parafina

Equipo de inclusibn Thermo Scientific Shandon Histocentre 3 (Integra tanque de
parafina, tanque de tejido, y zona de enfriamiento)

Parafina Histoplast. (Hasta 5000 ml en el tanque)
Molde metalico para inclusién

Pinzas metalicas para manipulacién de tejido
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5.3 Materiales para corte en micrétomo

Micrétomo Leica RM2135

Bafio maria Boekel Philadelphia PA

Cuchilla biplana para micrétomo de rotacion

Portaobjetos
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Cajilla metalica portamuestras

Horno a 37 °C Thelco

2 Pinceles

Lapiz de punta de diamante
Agua destilada

Gelatina

Se debe contar con buena iluminacién en el sitio donde se realizan los cortes.

5.4 . Materiales para la coloracion de Hematoxilina y Eosina

Campana de extraccion de gases

Crondémetro temporizador
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Canastilla metdlica portamuestras

1 coplin

80 ml de xilol

80 ml de alcohol 100%

80 ml de alcohol 95%

80 ml de alcohol 80%

80 ml de alcohol 70%

Agua (fluyendo en contenedor de agua)
80 ml de hematoxilina de Harris filtrada
Contenedor grande (1500 ml para enjuague de tejidos con agua)
Agua (fluyendo en contenedor de agua)
80 ml de eosina

Agua (fluyendo en contenedor de agua)
80ml de alcohol 100%

80 ml de alcohol 100%

80 ml de xilol

80 ml de xilol

: : : hd
. 3 s B
} 5 s % .
1 3 ¥ ‘

PR AT S
TEEE ek

Contenedor para residuos de hematoxilina.

5.5 . Materiales para el montaje final
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Base con pafio absorbente para realizar proceso
Varilla de vidrio para la aplicaciéon del medio de montaje

Base con pafio Cubreobietos
absorbente

Medio de montaje
Consul-Mount

Medio para montaje Consul-Mount

Placas con cortes inmersas en el tltimo Xilol de la coloracion realizada.
Cubreobjetos
Cuchilla para limpiar exceso de medio de montaje (cuando esté seco)

6. Procedimientos

En todos los casos se debe usar la indumentaria y equipos de bioseguridad adecuada. Para
todos los procedimientos se debe solicitar instruccién a las encargadas del laboratorio
Nhora Holguin o Martha Ceballos acerca del uso, encendido y apagado de cada uno de

los equipos.

6.1. Procedimiento para la deshidratacion:

Se debe tener en cuenta evitar dejar la tapa del carrusel arriba mucho tiempo destapados para
gue no se liberen vapores en el laboratorio.
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La muestra (parasitos nematodos) se deben colocar en canastillas y estas en la cesta
portamuestra del procesador de tejidos. Esta cesta portamuestra debe descender en el vaso 1
(alcohol 70%).

Tapa de carrusel
Tapa para
contenedor de
reactivos
| —————— Dispositivo de
Contenedor de soporte de cesta
vidrio con soporte

Cesta
portamuestras
estandar

Estacion de
parafina

Soporte para
contenedores, con
marcas de nivel

Entalladura para
conexion de
cable de stacion

de llenado de parafina
Plataforma para
contenedores de Panel de

reactivos mandos

Se programa los tiempos en que la muestra esta en cada vaso

TIEMPO .
VASO . VASO TIEMPO (Min)
(Min)
1- Alcohol 70% 30 8- Xilol 1 60
2- Alcohol 80% 30
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3- Alcohol 80% 30 9- Xilol 2 60

4- Alcohol 95% 30 10- Parafina overnight
5- Alcohol 95% 30

6- Alcohol 100% 60

7- Alcohol 100% 60

La programacion del tiempo en el Vaso 1, se puede realizar de tal manera que la muestra salga
a inclusién en horas laborales o a una hora deseada.

NOTA: Paratiempos cortos de deshidratacidon-aclaramiento-infiltracién, el procesador se
debe activar con anterioridad para que la parafina se caliente y derrita.

PROGRAMACION DE LOS TIEMPOS EN EL PROCESADOR DE TEJIDOS LEICA TP1020

Para poner en marcha el procesador de tejidos, se programa el tiempo que estara la muestra
en cada uno de los vasos desde el panel de control.

Botdn de movimiento de
la cesta portamuestra

Boton de observacion

Botdn de correr
programa
Botdn de
pausa/continuar ;
Botdn de giro Boton de
] del carrusel parada

de tiempo

Botdn de bloqueo
de teclado
PROG H m

Llo1r v onso

A

Wg:{ PROG

PAUSE

Boton vacio

(no disponible

Botdn de

=0 t L1V

programacion

Botdn para bajar tapa
de carrusel

Display de

Boton para subir tapa ]

visualizacion de carrusel

Botones de cambio de —
} Botones de modificacion de
parametro (Flechas) —

\calor de pardmetro (- +)
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Se presiona el botén para que la tapa del carrusel ascienda y se puedan introducir las
canastillas con las muestras en el vaso 1y evitar que se sequen.

e Cuando las muestras estén en el vaso 1, presionar el boton para que la tapa del
carrusel descienda.

e Se presiona para que se active la funcién de programacion. El display se activa el

H Llo1 v 0 h50 Ej Ii
nimero de programa.(P3 PROG . Con las teclas se escoge
el numero del programa. Para efectos del desarrollo de este POE se escoge el numero
3.

—— — , . . —-—
e Con las teclas |j se salta de un pardmetro a otro en el display. Presionar

H: o1 v g hoo
para que el cursor del display salte a la linea superior. (P3P ROG

e Presionar la para gue el cursor se posicione en el display en el parametro Vaso #.
—_—
H i ¢ 0 hoo

P3 PROG

e Presionar hasta que el cursor este en el tiempo indicando las horas
HH Llo1 v S0 hoo

P3 PROG

. Los tiempos que se pueden programar varian entre 00h
05 hasta 99h 59. Si se desea que la hora en que termine el proceso sea por ejemplo al
otro dia en horas habiles, entonces se programa el tiempo en el vaso 1 para que la
muestra quede en ese vaso el tiempo necesario y la terminacién del proceso de
infiltracién en la parafina coincida con la hora deseada.

. + - .
e Se presiona las teclas B para modificar el valor del nimero de horas en el vaso

1. Se presiona de nuevo para que el cursor permita modificar los minutos en el vaso
1.
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- . +
e Con latecla se regresa al numero del vaso. Se presiona para pasar al vaso

H ez v o hoo

o|P3 PROG

e Presionar hasta que el cursor este en el tiempo indicando las horas
H Loz v @ hoo

P32 PROG e

. Se modifica este tiempo y lo mismo se realiza con los

minutos.

e [Estos pasos se realizan para cada uno de los vasos (en total 12) en el procesador de
tejidos. Si se desea saltar un Vaso, colocar tiempo 00h 00.

e Cuando todos los vasos han sido programados, se presiona para visualizar el
B Llo1 vac 2 hoo

P3 TOTAL 1d400h1 2

. Para salir dg este

tiempo total de duraciéon del proceso

parametro se presiona de nuevo el mismo boton .

e Paraterminar el proceso de programacion, se presiona.

| =
e Para poner en marcha un programa, se presiona y con los botones se

. START P
escoge el programa deseado. Luego se presiona de nuevo para que inicie el
proceso de deshidratacién-aclaramiento-infiltracion.

“.”

e En el display se debe observar titilar de manera simultanea la letra “h” y “” en los
FH Ll§1 vac 0. h57

tiempos programado y hora local [P 4 0 9: 23] Lalinea superior indica el
tiempo restante de la muestra en el vaso mostrado, y la linea inferior muestra la hora
local.

¢ Finalmente se presiona para bloguear el programa que se esta corriendo y evitar
cambios si se presiona cualquier otro botén por accidente. Para desbloquear botones,

presionar de nuevo

Cuando se termine el tiempo de infiltracion de la parafina, el procesador hace sonar una alarma.
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NOTA: Estar atento a la hora de finalizacion del proceso de deshidratacion e infiltracién
del tejido en parafina. Si se deja éste mucho tiempo después de terminar, el tejido se
quemay se pierde.

Inmediatamente termine la infiltracion, se retiran los tejidos de la cesta portamuestray se
colocan en el tanque de tejidos del centro de inclusién.

Al final, la cesta portamuestra se lava con agua caliente y detergente en polvo para
eliminar residuos de parafina.

6.2. Procedimiento paralainclusién en parafina

En el proceso de inclusion, la muestra se embebe en parafina en un molde metélico. En este
proceso se hace uso de la central de inclusion.

Para iniciar el proceso, la muestra debe estar en el tanque de tejido a una temperatura de 56°C,
para que la parafina se adhiera bien al tejido y no se formen dos fases por estar el tejido frio y
endurecido. De igual forma, los moldes deben estar a 56°C. Ademas, es OBLIGATORIO que el
tanque de parafina se active a una temperatura de 56°C 24 horas antes de iniciar el proceso.
Adicionalmente, las pinzas deben estar en la zona caliente (56°C) para que al manipular la
muestra no se solidifique la parafina en la zona de agarre.

También se requiere que la placa fria se active desde el panel de control y se active presionando
un botdn en la parte trasera del dispositivo

Botones para
activar placa fria
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Se toma molde del almacén de moldes y se coloca en la zona de inclusion bajo el dispensador
de parafina. Se abre la valvula de seguridad del dispensador de parafina, y se presiona el pedal
situado en frente del molde, o se presiona el botén de caucho con el pie para que se deposite
una capa delgada de parafina en el molde.

/ >

Se toma el tejido del tanque de tejido y se traslada al molde con una pinza que esta a una
temperatura de 60°C para que no se solidifique el espécimen en contacto con ésta.

"L
k»_:—

El espécimen se deposita en el molde con la capa de parafina. Se agrega parafina hasta que
sobrepase el tejido y se acomoda en la posicién deseada. Este molde con el espécimen se
coloca en la zona fria para que solidifique la parafina y mantenga en posicion el tejido. Luego
se llena con parafina hasta el borde.

Solidificacién

narafina en el fonda
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La canastilla sin la tapa, se coloca encima del molde metélico y se sumerge en la parafina
colocando el lado con bisel en la misma direccidn de la parte superior del tejido. Se le agrega
un poco mas de parafina hasta que llene esta canastilla.

Se llenamolde y

Parte superior ;
P canastilla con parafina

del espécimen

Bisel haciala
parte superior del
espécimen

Posteriormente el bloque en el molde con la parafina aln liquida se traslada a la placa fria.

<

‘

Los bloques se retiran de la placa fria cuando solidifiquen, y los bordes que contengan exceso
de parafina se limpian con cuchilla. Los bloques ya incluidos se pueden almacenar por mucho
tiempo en un lugar fresco.

NOTA: Al finalizar el proceso, se apaga el centro de inclusién desde el panel de control:
Se apaga la zona caliente, la zona fria, la placa fria el tanque de parafina el depésito de
moldes y tanque tejidos. Si al dia siguiente se va a realizar inclusién, solo se deja el
tanque de parafina encendido.

Panel de control

6.3 Procedimiento para corte en micrétomo
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El proceso de corte se realiza en el micrétomo de rotacion

ﬁ Cuidado en la manipulacién de la cuchilla, puede sufrir corte en los dedos; No
dejarlas tiradas sin proteccion.

Palanca para

rotacion de
avance y corte

Palanca para
retroceso de

Perilla de
ajuste de

Palanca Bloqueo de
movimiento N N 4 rotacion
portacuchilla f il :

ado-lado

Palanca
movimiento

portacuchilla
— ®adelante-atras

Antes de iniciar el proceso de corte, a los bloques se perfilan formando un trapecio, con la
parte mas angosta hacia la zona biselada del bloque.
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Al bafio Maria se le agrega agua y se enciende con 1 hora de anterioridad al inicio del
proceso de corte. Se deja calentar el agua a aproximadamente 80 °C y se le agregan 2 gr
de gelatina. Se homogeniza la solucion. Cuando este homogénea, la temperatura se baja
aproximadamente a 55°C.

Se prepara la cuchilla para micrétomo: se limpia con xilol para eliminar restos de parafina y
luego con alcohol al 70%. Se debe procurar utilizar la misma cuchilla para los mismos tipos
de tejidos. No usar cuchillas utilizadas para cortes de muestras vegetales o muestras
muy duras en cortes de muestras animales o blandas

Se afloja la palanca de ajuste de cuchilla, se presiona la placa de aluminio y se desliza la
cuchilla hacia el centro y se aprieta de nuevo la palanca de ajuste de cuchilla. Se coloca el
sequro para evitar cortes en la mano.

Guia donde se
introduce la cuchilla

Palanca paraajuste
de angulo de
cuchilla

Zona donde se realiza
presion para deslizar
cuchilla

Antes de realizar el corte, los bloques se colocan en frio para que el tejido se corte con
mayor facilidad.

La palanca del portabloques, se presiona con fuerza y se coloca el bloque con el lado con
bisel hacia arriba.
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Direccién dela fuerza en -
la palanca del portabloque _ Bloque debe quedar bien
' asegurado en el lado biselado

Mediante la perilla de ajuste, se selecciona el espesor que tendra los cortes. Este puede
variarse en el proceso de corte. Por ejemplo, para realizar tincién con Hematoxilina—Eosina
el grosor del corte se realizara a 4 ym, mientras que para Nissl se realizara a 8 um.

1

o

Se verifica que el angulo de corte este entre 0 y 10. Si no, colocarlo en entre estos valores.
Esto evita que la cuchilla se incruste en el bloque por estar demasiado inclinada, o que, por
el contrario, no corte debido a un angulo de inclinacion muy pequefio, estando la cuchilla
muy paralela a la cara del blogue (Garcia del Moral 1993).

Antes de iniciar, se retira el seguro de rotacion del micrétomo. Luego, se desbasta el bloque
haciendo girar en sentido de las manecillas del reloj la palanca de avance y corte.
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Seguro desactivado . .
Seguro activado

Si se requiere colocar la muestra de manera frontal, se aflojan levemente las palancas de ajuste
vertical y horizontal del portabloques y los tornillos que giran hasta la posicién deseada. Tener
cuidado con cortarse los dedos. Coloque el sequro para evitar cortes en la mano

Palanca-seguro de
ajuste vertical del
bloque

Tormillo de ajuste
vertical del bloque

Se realizan los cortes y se toman con un pincel cuyas cerdas estén himedas para mayor
adherencia, y con otro se suelta del filo de la cuchilla previa activacién del bloqueo de
rotacion. Tener cuidado con cortarse los dedos. Entre serie de cortes se puede aplicar

frio al bloque para que el corte sea mas facil de realizar
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Los cortes realizados se colocan en bafio Maria (temperatura aproximada 55°C) para que
estiren.

Cortesen
bafio Maria

Posteriormente se toma elportaobjeto (cromoaluminados o no), se sumerge en el bafio, y
se coloca cuidadosamente sobre este sacando el portaobjeto lentamente del agua.

Las placas ubicadas verticalmente se colocan en un pafio para que absorba exceso de
agua. Posteriormente el portaobjeto se rotula con el I4piz de punta de diamante y se coloca
en canastilla metalica portamuestra.
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Cuando se cambia de muestra para la realizacion de cortes, el portabloques se mueve hacia
atrds mediante la palanca de retroceso, y se inicia de nuevo el proceso de corte de la nueva
muestra.

Sentido de giro
para retroceso del
bloque

%

Al terminar los cortes, la canastilla se lleva a horno a 37°C y se deja minimo 24 horas para que
los cortes se adhieran al portaobjeto.

e

167



NOTA: Al finalizar el proceso de corte, se debe limpiar el micrétomo, retirar la cuchilla, apagar
el bafio Maria y dejar todo en orden.

Problemas en el proceso de corte

Dificultades que provienen de mala fijacion

e Por fijacién incompleta, los bloques blandos al cortarse pueden quebrarse.

e Las lineas en los cortes pueden deberse a la dureza en el tejido, por lo que se
debe cambiar la zona de la cuchilla con la que se corta y revisar el bloque.

e Cortes alternativamente gruesos y finos. Esto por fijacién prolongada en
fijadores como Zenker o Bouin.

Dificultades que provienen de defectuosa deshidratacién, aclaracién o inclusién

e Si el tejido ha sido insuficientemente deshidratado, el aclarador se vuelve
lechoso. El aclaramiento y la impregnacion con parafina no puede completarse,
resultando un bloque blando. Si esto ocurre se puede remediar volviendo a tratar
el tejido con alcohol absoluto.

o El aclaramiento insuficiente hace que el tejido aparezca opaco o nebuloso,
haciendo muy dificil el corte. Si el tejido ya ha sido incluido en bloques, estos
deben ser regresados al bafio de parafina hasta que se fundan completamente
y pueda regresarse al aclarador para continuar el proceso.

e La impregnacion insuficiente puede producir un bloque "himedo" que tiende a
desmoronarse. La impregnacién prolongada endurece demasiado el tejido y lo
encoge mas.

Dificultades que provienen del tejido

e Para tejidos grasos es mejor hacer cortes mas delgados con el bisturi (2 mm).

e Hay ciertos tejidos que suelen endurecerse mucho como el cervix. Se obtienen
mejores resultados si se reemplaza los agentes deshidratantes y aclaradores
por tetrahidrofurano.

Dificultades que provienen de la cuchilla
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e Sila cuchilla no se fija bien al micrétomo, puede saltar, especialmente al cortar
tejidos duros.

¢ Sila cuchilla se ladea demasiado, se raspa mas de lo que se corta y puede ser
imposible obtener un corte.

e Se producen cortes de grosor irregular por mal ajuste del sujetador del bloque.

e Una cuchilla roma no puede producir buenos cortes. Las denticiones o pequefias
melladuras en el filo de la cuchilla rayan o raspan los cortes en la direccion del
movimiento. Si la cuchilla no esta bien afilada puede ser dificil obtener "cintas"
de tejido.

e Un borde romo produce distorsion y compresion del corte y aumenta cualquier
tendencia a formacion de pliegues.

Dificultades que provienen de las condiciones en el corte

e Silas cortes salen muy arrugadas, es porque la parafina estd muy blanda para
el grosor seleccionado, entonces se debe bajar la temperatura ambiental o el
blogue se debe enfriar.

6.4 Procedimiento para la coloracion de H&E

Para realizar_el proceso _de coloracién, es indispensable contar con todos los
elementos de biosequridad personal, y tener cuidado en la manipulacién de la bateria
debido a la alta toxicidad de algunas de sus soluciones, especialmente la solucién de
hematoxilina. También se requiere que el proceso se realice en campana de
extraccion de gases.

En cada paso de la coloracion, las placas deben permanecer un tiempo determinado en cada
una de los liguidos indicados. Ser riguroso con estos tiempos.

PASO TIEMPO PASO TIEMPO
1- Xilol (1) 5 min 11- Carbonato de litio 1tip
2- Xilol (2) 5 min 12- Agua 1 x 3 min
3- Alcohol 95% 2 min 13- Eosina 1 min
4- Alcohol 80% 2 min 14- Alcohol 70% 1tip
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5- Alcohol 70% 1 min 15- Alcohol 80% 1 min

6- Agua corriente 1tip 16- Alcohol 90% 1 min

30 segundos
(continua en

. paso 12) 17- Alcohol absoluto .
7- Hematoxilina 1 5 min
1 min
1.5 min
18- Alcohol absoluto
8- Agua (corriente) 15 min 5 5 min
9- Alcohol acido 1tip 19- Xilol 1 5 min
10- Agua 1 x 3 min 20- Xilol 2 5 min

El término “tip” se refiere a sumergir y sacar de manera inmediata las muestras de la
solucién.

Entre paso y paso del procedimiento, se debe absorber el exceso de solucion del contenedor
del que ha salido con papel absorbente para evitar al maximo la contaminacion del liquido del
siguiente paso.

En el paso 8, en que se sumergen las muestras en agua corriente; el agua con residuos de
hematoxilina se deposita en contenedor de residuos de hematoxilina, por ser esta una solucion
muy contaminante.

Los cortes deben permanecer sumergidos en Xilol hasta que se realice el montaje con
cubreobjeto.

Al terminar el proceso, cada una de las soluciones se debe devolver a su contenedor de vidrio
con ayuda de embudo, evitando al maximo el derrame de los mismos.

NOTA: Después de realizar la coloracion, lavar con aguay jabén todos los contenedores
metalicos, dejar todo en orden (en su respectivo sitio) y apagar campana de extraccion
de gases.

6.5 Procedimiento para el montaje final

Se debe usar la indumentaria y equipos de bioseguridad adecuada, teniendo en cuenta
gue el medio de montaje se diluye con xilol. Evitar exposicidon prolongada a estos
vapores. Sacar una placa por vez del xilol, y cerrar el contenedor hasta la proxima placa.
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Los cortes sumergidos en xilol, se extraen uno por uno para realizar el montaje del cubreobjetos.
Primero se prepara la base con toalla absorbente, los cubreobjetos, el medio de montaje Consul
mount.

Base con paiio Cubreobietos
absorbente

Medio de montaje
Consul mount

Se colocan uno o dos cubreobjetos en la base dependiendo del area que abarca en el
portaobjetos. Con la varilla de vidrio donde esta contenido el medio de montaje, se agrega una
gota a un lado del cubreobjetos formando una linea. Se debe colocar la varilla de vidrio dentro
del frasco y taparlo, para evitar que seque el Consul-Mount. Si Hay medio de montaje muy
espeso en la varilla, diluir con un poco de xilol.

Se extrae el portaobjetos con corte, y el exceso de xilol se le agrega al medio de montaje del
cubreobjetos. El lado mas largo se alinea con el lado en que se agreg6 el medio de montaje en
el cubreobjetos y lentamente se va inclinando hasta que el cubreobjetos se adhirera al
portaobjetos.

Movimiento del
portaobjetos sobre
el cubreobjetos
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Se voltea la lamina porta objeto para que el cubre objeto o laminilla quede en la parte superior,
y se realiza presion firme y suavemente para extraer excesos de medio de montaje.

Cada placa se deja secar al aire libre al menos 24 horas para que el Consul-Mount solidifique
completamente. Cuando la placa esta seca, se limpia con cuchilla para eliminar excesos del
medio de montaje.

Posteriormente se limpia con papel servilleta y se observa al microscopio.

7. Resultados

Después de terminado el tiempo en la infiltracion, se tienen las muestras cubiertas de parafina.
Se recomienda realizar de manera seguida el proceso de inclusién. Si no, dejar enfriar y calentar
de nuevo a la temperatura de fusién de la parafina (aproximadamente 60°C) cuando se vaya a
incluir.

Al final del proceso de inclusién se obtiene un bloque de parafina con la muestra que tiene como
soporte la canastilla usada en el proceso de deshidratacion e infiltracion, la cual posteriormente
se coloca en el micrétomo para realizarlos respectivos cortes.

El resultado de este procedimiento son los cortes montados en la placa portaobjetos y que
pasados 24 horas estan listos para realizar algiin proceso de tincién deseado.

La hematoxilina tifie azul violeta los nucleos y partes del citoplasma con abundancia de reticulo
endoplasmatico rugoso. La eosina tifie el citoplasma y colageno color rosa.
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Anexo 4. Aval del Comité de Etica Animal de la Universidad del Valle

.M.CLL& BE Al contestar por favor cite estos d
SANTIACO DE CALI Radicado Ne.: 201541 mmmm
EARTAMENTO ADKMINISTHA] Fecha: 07-12-2015

“0E CESTION MEDIO AMBIENTE THD: 4133.0.5,2.205.01 9092
Alad. Padre: 201541330011 6062

Doctor

FERNANDO CASTRO

Comité de Etica Humana y Animal

Facultad de Salud

Universidad del Valle (Sede San Fermando)

Calle 4 B # 36-00 Edificio 100 - primer piso del Decanato oficina 117
Tel: 5185670/ 77

Cali

|JI1I'|"E §.|I,'IQU dfz'l“E"e
had i
fagekat de Gaed

. 06 FEB. 1 B

Asunto: Respuesta a Radicado No. 2015-41330-011606-2

En respuesta a su solicitud de evaluacion del proyecto de investigacion titulado
“IDENTIFICACION DE ANISAKIDOS EN PEGES DE CONSUMO DEL PACIFICO
COLOMBIANC - ECUATORIANO Y EVALUACION DE LA SEROPREVALENCIA EN
UNA POBLACION DE COLOMBIA" (035-015), presentado por la investigadora
JENNIFFER ALEJANDRA CASTELLANOS GARZON para su proyecto de tesis doctoral
en la Escusla de Ciencias Basicas de la Universidad del Valle.

Una vez revisado el procedimiento a llevarse a cabo para obtener las muestras y
detarminar la presencia de larvas de nematodos de la familia Anisakidae en peces de
consumo del Pacifico Colombiano — Ecuatoriano, v de anficuerpos anti-anisakidos en
una poblacion de Colombia, el usc de especimenss de la fauna silvestre acudtica
marina que seran usados no requiere de permiso para recoleccion, ya que &slos seran
obtenidos en las plazas de mercado en cada sitio de muestreo.

Este proyecto de investigacion so!p realizara la revision parasitologica de los peces
obtenidos, por lo tanto, no se aplica ninguin protocolo de sacrificio, ni requiere de
permiso de recoleccidn de especimenas por parte de la Autoridad MNacional de Licencias
Ambientales.

Como parte del proyecto de investigacién involucra seres humanos, el comité de ética
en humanos se encargard especificamente de evaluar esta parte, y adjuntard su
concepto.

Edificio Fuenie de Versalles Avenida 5A MNorte N® 20M-08

Conmutadar: 5 24 05 80
www.cali.gov.co
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ALCALDEA DE
SANTIAGO DE CALI

DEPAATAMENTD! ADMINISTRATIVE
DE GESTION MEDC AMBIENTE

El proyecto contiene un procedimiento experimental adecuado en lo relacionade con
especimenes, por lo tanto, cuenta con el concepto favorable del Departamento
Administrativo de Gestidn del Medio Ambiente - DAGMA,

Atentamente,

2y ¢

DIEGO CARVAJAL TRUJILLO
Difector (E.) DAGMA

Copia a: Expediente.

Elabord: Zool. Javier Cafias Angel Flom y Fauna Sivestre — Contratista profesianal - DAGMA.
Revimd: Biol. Marbel Castillo Chanire = Flara y Fauna Sty - Contralista Profesional - DAGMA
Aprobic Ing. Janemh P Alegria G - Profasional Universitarig — Corirol y Calidad Ambiental = DAGMA

Edificio Fuente de Versalles Avenida 54 Norte N 20M-08
Conmutador: 5 24 05 B0
www.call.gov.co
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Anexo 5. Folleto informativo

¢ Eres consumidor habitual de comida de mar?
Sushi — Salmon - Seviche — Camarones — Pargo — Atun — Cazuela

> (Or,.h 9”‘;\?3 4
>

¢ Sabias que estos alimentos pueden estar contaminados con parasitos?....
¢NO?

Uno de estos parasitos pueden ser Anisakidos y te pueden enfermar, causando:
alergia - urticaria - dolor abdominal, entre otros.

itz <@\ :
‘};2 7o S ’\)S\" f} .

¢Quieres conocer sobre estos parasitos y si has estado en contacto con
ellos?

Te invitamos a hacer parte de una investigacion !!!

Te esperamos en la secretaria del Departamento de Morfologia (1er piso del edificio
116, Univalle — San Fernando), o comunicate con Jenniffer Castellanos 3168233891
yeyealca@hotmail.com

Te daremos toda la informacion y si quieres puedes ser voluntario!!!

176




Anexo 6. Permiso para uso de la encuesta disefiada para el estudio de Puentes et
al., (2008)

R

UNIVERS LA OO SPLL TE RS
MADEID

Departamento de Parasitologia

Facultad de Farmacia

Maria del Carmen Cuéllar del Hoyo, Catedratica de Parasitologia de la Universidad Complutense de
Madrid, autoriza la utilizacion del cuestionario para la recogida de datos que abajo figura con el fin de
su inclusidn en el proyecto de investigacion que se presenta. “ldentificacion de anisakidos en peces de
consumo del Pacifico Colombiano — Ecuatoriano y evaluacion de |a seroprevalencia en una poblacion
de Colombia”™

Madrid a 1 de septiembre de 2015

Los datos a recoger de donantes o de una muestra de la poblacidn son:
Edad, sexo,

Alergia alimentaria o respiratoria conocida. En caso de 51, detallar
Alergia a dcaros del polvo?

Otra enfermedad:

Parasitosis previa (en especial nematodos?):

Enfermedad infecciosa cranica:

Historia de urticaria aguda o crénica.

Cuestionario ingesta de pescado:

Alguna vez sintomas con pescado o con marisco? Digestivos? Cutaneos [ alérgicos)?
Raciones de pescado por semana (o por mes)

Qué tipo de pescado, azul? blanco?

Forma de cocinade? Frito, hervido, empanado? vapor? horno?

Come pescado enlatado [conserva)? Con qué frecuencia?

Come pescado crudo? En salazén, ahumado? Alguna especialidad local? Con qué frecuencia?
Pescado crudo en restaurante japonés? Con qué frecuencia?

Especies de pescado mas frecuentemente consumido:

Frecuencia de ingesta de marisco

Que marisco come con mas frecuencia?

Fdo. Maria del Carmen Cuéllar del Hoyo

il
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Anexo 7. Encuesta para donantes voluntarios del proyecto: Prevalencia de
anticuerpos anti- Anisakis en una poblacion de Colombia

ENCUESTA PARA DONANTES VOLUNTARIOS

IDENTIFICACION

1. Fecha (dd/mm/aa) / /

2. Teléfono fijo o celular: I T T I O I O

3. Lapersona entrevistada es: 1) Hombre | 2) Mujer |
4. Nacionalidad: 1) Colombiana ___ 2) Otra___, Cual?

5. Fechade nacimiento (dd/mm/aa): / /

6. Edad:

Cuestionario ingesta de pescado:

7. ¢Cuéntas veces consume usted pescado al mes?

8. ¢Come usted pescado enlatado?

Si No ¢;Con qué frecuencia (al mes)? Qué tipo de pescado?

9. ¢Come pescado en restaurantes?

Si___ No ¢, Con qué frecuencia (al mes)?

10. ¢En el restaurante como prefiere comerlo? (Varias opciones)

1) Frito 2) Sudado 3) Al vapor 4) Al horno
5) Apanado 6) Crudo 7) Otro Cual?

11. ¢Come usted pescado crudo por €j: en sushi, o seviche?
Si No ¢ Con qué frecuencia (al mes)?
12. ;Come usted pescado en salazén, ahumado, marinado?

Si___No ¢, Con qué frecuencia (al mes)?
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si_

13. ¢ Qué especies de pescado consume con mas frecuencia? (menciones 3)

1) 2) 3)

14. ;Come usted alguna especie de marisco?

Si___ No ¢, Con qué frecuencia (al mes)?

15. ;Qué especies de mariscos consume con mas frecuencia? (menciones 3)

1) 2) 3)

16. ¢Usted o en su casa, de qué forma prepara el pescado? (Varias opciones)

1) Frito 2) Sudado 3) Al vapor 4) Al horno
5) Apanado 6) No lo cocina 7) Otro Cual?

17. ¢ En su familia que miembros prefieren comer el pescado?
1) Nifos 2) Adolecentes 3) Hombres 4) Mujeres
5) Adultos 6) Todos

18. ¢(En donde compra pescado o mariscos?

1) Almacenes de cadena 2) Plaza de mercado o galeria 3) Ambos

4)No compra (Si no compra, pase a la pregunta 21)
19. ;Cuando compra pescada, en donde lo guarda? (Varias opciones)

1) Congelador ¢ Por cuanto tiempo?

2) Refrigerador__ ¢ Por cuanto tiempo?
3) Recipientes

4) No lo almacena _
5) Otra __ ¢Lual?

20. ¢ Cuénto tiempo se demora para llegar a su casa desde el sitio donde compra el
pescado? (una sola opcién)

1) Menos de una hora

2) Entre 1y 2 horas

3) Medio dia o un dia

4) Mas de un dia

5) No sabe/No responde

21. ¢ Alguna vez ha presentado sintomas por consumo de pescado 0 mariscos?

No Si la respuesta, es Si, mencione cuales:
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1) Digestivos 2) Cutaneos 3) Alérgicos 4) Otro , ¢,CUal?
Cuestionario general:

22. ¢Es usted alérgico a algin alimento?

Si__ No Cual?

23. ¢Sufre usted de alguna alergia respiratoria?

Si__ No Cual?

24. ¢ Es usted alérgico a 4caros del polvo?

Si__ No_

25. ¢ Sufre usted de otra enfermedad?

Si__ No Cual?

26. ¢ Ha sido usted diagnosticado con alguna parasitosis (en especial nematodos)?

Si No Cual? Hace cuanto tiempo?

No sabe o no responde
27. ¢Sufre usted de alguna enfermedad infecciosa crénica?

Si___ No Cual? No sabe o0 no responde

28. ¢Ha sido diagnosticado con urticaria aguda o crénica?
Si No No sabe o0 no responde
Si la respuesta, es Si, mencione:

Aguda Cronica

Nombre del encuestador:
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Anexo 8. Consentimiento informado
||

Thule sl proyecto: IDENTIFICACKON DE ANISAKIDOD: EWN PECES DE CON3SUMO DEL

PACIFICO COLOMBIAND — ECUATORIAND ¥ EVALUACIKON DE LA SEROPREVALENCIA EN
UH4 POBLACION DE COLOMBLA. w10

COMSENTIMIENTC INFORMADO

Introduccion:

Los anisakidos son nematodos parasios de organismos acusticos. Sus hospederos
detinitves Son MamMrenss mannos, pere S1Scisn Soasionalments 5l Romore, CUSNI0 CONSUmES
pescado parasitado credo o mal cocido ocasionando |3 anisskidosis. Ests parasiosis pusds
producir wrticaria, angicedema (acumulacion de liguido en pigl v mucosas), anisakidosis
gastromntesting, SIEngISs, ¥ Snatil=s | Bt iy eSB3acion HEne Como sbpetng: Lateminsr B
presencis de larvas de nematodos de la familis Anisakidse =n peces de consumo del Facico
Colombiane — Ecustorianoe, yde anticusnpos anti-anisakidos =n una poblacion de Colombia v
25 2| prmer S5tudo propussto £n SnISSKE0S pErs NUSSIrs rSgion.

Procedimientos: Usied ha sido invitado 3 participar en esta investigacion, se espera que
participen un total de 130 individuos. Si usted decide participar en este estudio, se le
sohcitars gue responds UnEs preguniss sobrs su hisiona medica vy habios ahmenticios ¥ 52
k= tomaran 10 ml de sangre. La recoleccionds 3 mussirals reslizars wna persona calificada

v autorizada. Responder la encussta v la toma de la muesstra, no le tomara mas de 20
minutos.

La muestra de sangre sera utilizada para reslizar prusbas de investigacion en un laboratorio
para determinar si esta o ha estado =n contacio con parasios anisakidos.

Si decide participar, debe tener en cuenta la siguiente informacion:

Riespos:
—EIELatnmanE I35 MUssiras e sangre en 2l antebrazo pusden CIUSAr dokor, ¥ 2N C3505
raros desmayo o infeccion en el sitic d= |a puncion. El rniesgo de infeccion sara
minimizads con &l uso de sleohol antiséptico, jeringas estériles v tecnicas de
recolecoion d2 mussiras de torma estenl.
- Durantz el sangrado =5 posible gue s= filtre la sangre en 13 pigl o 52 forms un
hematoma (maoreton) debido s posibles difcultzdes en encontrarls vena. Ls toma de
I3 muesira s=ra suspendida InMedistamants ¥ &l nesgo de dolor S2r3 MINMESSD
aplicando presion en =l sitie del sangrado por unos pocos minutes despuss de la
recoleccion de la musstra.
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Thule dal proyecto: IDENTIFICACKON DE ANIRAKIDOD: EWM PECE: DE CONZUMO DEL
PACIFICD COLOMBIAND — ECUATORIAND ¥ EVALUACIKON DE L&A SEROPREVALENCLA EM
UNA POBLACIKON DE COLOMBLA. wh1.0

Beneficios: Ust=d sera infomado dz los resultados obtenidos yen caso de ser positive s2r3
orientado pars que procsds 5 control con su servicio de ssled. Los resultados de ests
INVESTIZSCIoN SSr3n de benshicio general pars Ia socedad.

Participacion voluntria; Mo existira ningun tipo de penalidad siusted decide no participar
&N &l estudo. Usted pusde retirarse del 5o CUando ofes CONVEMNIENE, ¥ &513 JeCISIon no
k2 causara ningun tipo d2 penalidad. Para su participacion no debe pagar dinsro slguno, ni
recibird remunsracion skyuna.

Confidencialidad: Tods s informacion suministrads por usted serd guardads bajo los
principios de confidencislidsd v solo tendran scceso 3 ella personsl sutorizsdo por 2l
proyecio

Informacion de contacto: Sitiens cualguier pregunta o duda por favor comuniguese con
Jenniffar Alejandra Casisllanos sl telefono movil 316 B22 3851, Caroling Pustovrh 5l 5185622
o Liana =alazsr al 21800l Fara contactar membros del Comibe de Ehca pusde
comunicarse 3l telefono 5185677 en la Universidad del Valle en Cali.

L3 investigadora, Jenniffer Alejandra Castellanos ywo slguisn gus lla asigne en su lugar
tratari de contestar todss sus preguntss. Siustedtisns slguna preguntao duds en cuslguisr
momento, o si usted necesits reponar 3l dafo relacionsdo con |3 investigacion wsted pusds
comunicarse de inmediste 3l Comite de Etica.

Almacenamiento de Muestras de Sangre: Su muesstra no ssr3 vendids o usads

dirsctamente para la elsboracion de productos comercisles. Tampooo para prushbss
JENSNCES hUManas.

Despuss gue todss |as prusbss s hayan reslzsdo, solictamoes su sutorizscion pars gusrdsr
cuskywer sobrante de sWero para ser usado en esiudios de inveshgacion futura Usted pueds
cambisr su decision n cuslguisr momento v notificarla al personal del estudio. Su decision
Foernca del uso de su musstra no sfectars su participscion en otros estedios.

Por favor indigus su decision acercar del permiso de uso future de sus musstras en
investigacion agui abajo;

.|
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Thule dal proyscto: IDENTIFICACKON DE ANIZAKIDS EN PECES DE CON3SUMO DEL
FACIFICO COLOMBLANGD — BCUATORIAND ¥ EVALUACKIN DE L& SEROPREVALEWCLA EN
UNA POBLACION DE COLOMBLA. wa 10

Si acepto gue s& guarde mi sangre restante identificads, por un pericdo indafinido
g2 Hemps para estumos Tutures Como 58 Jescnbe 3mba”

Mo scepto gue 52 Use mi MUSstrs restante de sangre pars estedios futuros de
investigacion. Destruys I3 musstra gue no vaya 3 usar 3l finsl de este estudio.

*Aun =n el caso d= sceptar 2l wso de su sangre para investigacionss fuluras no relacionadas
con este estudio, reguerira de la aprobacion de un nusvo protocols por parte del Comite de
Etica.

Con su firma Usted cerifica que ha leido o alguien le ha leido el presente formato de
consentimientoinformado; gue ke han sido reswehss todas sus preguniss satisfactoriaments
W Que 3CEpta voIUNtaNameants paricipar &n & estudio ttusdo: ldenthicacion de anisakidos

en peces de consumo del Pacifico Colombiano - Ecuatoriano y evaluacion de la
seroprevalencia en una poblacion de Colombia

Mota: 5i lo deses, usted pusds solicitar copia del presente conssntimiento informado.

Lugar v fecha

MNombre dal voluntsrio Firma o huslla digital
Mombre del testign | Firma
Nombre del testigo 1| Firma

g
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Anexo 9. Aval del Comité de Etica Humana de la Universidad el Valle

Comité Institucional de Revision de Etica Humana & £
Facultad de Salud .70

ACTA DE APROBACION N° 015 - 015

Proyecto: " “IDENTIFICACION DE ANISAKIDOS EN PECES DE CONSUMO DEL
PACIFICO COLOMBIANO — ECUATORIANO Y EVALUACION DE LA
 SEROPREVALENCIA EN UNA POBLACION DE COLOMBIA®

Sometido por- vﬁst CRUZ;QUINTANA /JENNIFFER ALEJANDRA
STE!

o

Cadigo Interno: Fecha en que fue sometido: = 13 ] l IOJ | 2015 |
£l Consgjo de la Facultad de Salud de |a Universidad del Valle. ha establecido el Comité Institucional de
Revision de Etica Humana (CIREH), el cual estd regido por In Resolucion 008430 del 4 de octubre de
1993 del Ministerio de Salud de Colombin por la cual se establecen las noemas cientificas, técnicas y

administrativas para la investigacion en salud; los principios e s Asambles Médica Mundial expuestos
en su Declaracidn de Helsinki de 1964, ultima revision en 2002; v ¢! Cadigo de Regulaciones Federles,
tiulo 435, parte 46, para la proteccion de sujetos humanos, del Departamento de Salud y Servicios
Humanos ¢ los Institulos Nacionales de Salud de los Estados Unidos 2000.

Este Comité certifica que:
1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyvecto:
| X Resumen del proyecto [ X | Protocolo de investigacion
X Formato de consentimiento informado [ X | Instrumento de recoleccion de datos
Folleto del investigador (si aplica) ['X ] Canas de Ias instituciones participantes

Resuhados de evaluacidn por otros comités (si aplica)

(5

El presente proyecto lue evaluado y aprobado por ¢l Comite:

3. Segin las categorias de riesgo cstablecidas en el articulo 11 de la Resolucion N° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud, el presente estudia tiene la siguiente Clasificacion de Riesgo:

(] sivrussco [EXE] Rusco Misivo [ Riesco MAYOR DEL MINIO

4. Que las medidas que estin siendo tomadas para proteger i los sujetos humanos son adecuadas,

5. La forma de obtener ¢l consentimiento informado de los participantes en ¢l estudio es adecuada.

6. [ste proyecto sera revisado nuevamente en la proxima reunion pienaria del Comité, sin embargo. el
Comité puede ser convocade a soliciiud de algln miembre del Comilé o de las directivas
institucionales para revisar cualquier asunto refacionado con los derechos y el bicnestar de los sujeios
involucrades en este estudio.

7. Informari inmedintamente a las directivas institucionales;

a.  Todo desacato de Jos investigadores a las solicitudes del Comité.
b,  Cualquier suspension o terminacion de fa aprobacion por parte del Comite.
8 Informari inmediatamente a las directivas institucionales tada informacion que reciba acerca de:

a.  Lesiones a sujetos humanos,

Calle 48 36 -00 edficio Decanato  Teléfono: 5185677 email’ eticasalud@correounivalle edu.co
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Comité Institucional de Revisin de Etica Humana @&
Facultad de Salug ;7"

Problemas imprevistos que involucren fiesgos para los swjelos uoolms personas,

b.  Cualquier cnmbio o modificncion a esie proyecio ue oo hayn sido revisade y aprobado por el
Comiré.

% El presente proyecto ha sido aprobade por un periode de | afo a partir de |a focha de aprobacicn.
Los proyecios de durscion mMayor & un afo, deberdn sor someridos muevamente con todos los
documentos para revisidn actuilizados,

10, El investigador princigal deberd informer al Comigs:

8 Cualquier combio que se proponga introducie en esie proyeeto. Lstos cambios no podrin
inicimrse sin la revision ¥ aprobacitn del Comips EXCEpLe cuando sean necesarios parn eliminar
peligros inminentes para lng sujelos.

b, Cualquier problema imprevista que involuere rigsios pam fos SUjetas U eirns,

€ Cualquier evenio adverso serio dentro de las primeras 24 hons de acurvide, al secretariofa) yal
presidente { Anaxa 1),

d. Cualquier conocimienio MuEvD respecto al estudio, que pueda afciar fa lasa riesgobenelicio
P los sujetos participances

e cualquier decisidn tomady par orros comilés de dtjen.

La terminacidn premutira o suspension del proyecto explicanda I ruan para esto,

g El investigador principal deberd presentar un informee al final del ano de eprobacion, Los

proyecies de duraciin mavor o un afg, deberin ser someridos fuevamenle con todos los

documentos para revision actualizados.

Firma; ‘g\-f @ e L Fecha: 9 11 05
Nombre. MARIA FLORENGIA 'U'Eléﬁ

MARTINEZ
Capneidad representativa; FRESIDENTA Teltfuno: 5185677

CERTIFICACION DE La FACULTAD DE SALUD DE La UNIVERSIDAD DEL VALLE

Por medio de In presente, cemifica que la Facultad de Salud de Iy Unbvarsidad del Valic aprueba el
proyeele amiba mencionade y respetn los principios, politicas v procedimientos de ks Declarcian de
Helsinki de ln Asamblea Médica Mundial, de In Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud v de 1a
reglamentacion vipznze en in vestigackin d

1 dayl del Valle,
| m
-
Firma:

Nombre: HERNANC). PIMIENTA
Capacidd representmivi: ViceDecang pe LAFACULTAD DE BALUD  Teldfono: 5185680

Fecha: 24 1l 2015

Calle 48 36 -00 edilicip Decanain Telédono, 5185877 email. eticasalud@eorreounvalle edy oo
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Anexo 10. Autorizacion de la Universidad del Valle para la toma de las muestras

alad el

200.0263 075-2015
Santiago de Cali 15 de septiembre de 2015

Senores

Comité Institucional de Revision de Ctica Humana
Facullad de Salud

Universidad del Valle

Cardial saludo,

Enrespuesta a la sohctud hecha por la profesora Maria Coroling Pustovrh, me
inlermar que el Deparlamento de Morfologia auteriza ¢l use del espacio para
toma de muestras del Laborstono de Citogenética con el fin de llevar a cabo la
Loma de muestras de sangre humana del proyecto de tesis “Identificacion de
anisakidos en peces de consumo del pacifico Colombiano - Ecuatoriano
y evaluacion de la seroprevalencia en una poblacion de Colombia " a
carge de la estudignte de Doctarado en Ciencias Blomedicas Jenniffer Alejandra
Castellanas y la prolesional en Bacleriologia Yhoiss Munoz , bajo la codireccion
de o prolesora Maria Caroling Pustoveh, adscritas al grupo de invesligacion
Teblami, Para dicho procedimiento se dql)(:re'l tener en cuenta todas las normas
de bosegundad y el aval del Comild de Etca.

Alentamente,

r o -~

Qun Bw/ et 7é .
FYRAIN BURITICA RAMIREZ

Jefe Departamento de Morfologia

Lot b dde Vvl
LR

Calle SENG Wb

URTRTAITH RFUSTR (9 | I IR He

bas (5991 S Eaemd

Pty et aonealle woin cn

Cal Coloitig
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Anexo 11. Autorizacion del Ministerio de Salud para salida de muestras bioldgicas
de Colombia

TODOS PORUN
) MINSALUD NUEVO PAIS

PAD IQEIAD (EULAL AN

LU

Al contestar por favor cite estos datos:
Radicado No.: 201624000292261

Fecha: 26-02-2016

Pagina1de1

8cgola D.C,

Doctor

EDGAR VARELA BARRIOS

Reclor y Representante Legal

UNIVERSIDAD DEL VALLE

CALLE 4B N° 36-00 Departamento de Morfologia
Calil Valle del Cauca

ASUNTO: Solicitud 2utorizacion salida de musstras biclogicas con fines de investigacion Radicado 201642300208692
Respetado Doctor Varela,

En atencion al radicado del asunto, en el cual solicita autorizacidn para la safda del Pais de muestras biokbgicas
{suerc) para deteccion de anticuerpos anfi anisakidos por ELISA en el marco del proyecto de investigacion:
“IDENTIFICACION DE ANISAKIDOS EN PECES DE CONSUMO DEL PACIFICO COLOMBIANO ~ECUATORIANO
Y EVALUACION DE SEROPREVALENCIA EN UNA POBLACION DE COLOMBIA™, me permito informare ko
siguiente:

Una vez revisada la informacion suministrada, se encuenira que el Grupo de Tejidos Blandes y Mineralizados {Codigo:
COL0074759), se encuentra registrado en la bage ScienTl, y CUMPLE a cabalidad con los lineamientos trazados poe
este Miniglerio para el proceso de autorizacion,

Por lo anterior y teniendo en cuenta el cumplimiento de los requisitos definidos en la Resolucién 8430 de 1993 y el
anticulo 5 de la Resolucion 3823 de 1997, se expide AUTORIZACION PARA LA SALIDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
DE ORIGEN HUMANO, hacia:

e Facultad de Farmacia- Dpto de Parasitologia -Universidad Complutense de Madnd
Plaza de Ramon y Cajal sin, 28040
Madnid, Esparia

Elatoed: acortesm &
Fus esctiricy O okesn Docunemb TRAMITESCESTRAS A0C0G CASINESTIGACICMUNKERSIDAD CEL YALLEaTre  Z01GUsteern 2N6'corceptn de
Isecrabiadsd dace

Carrera 13 No.32-76 - Codige Postal 110311, Bogota D.C

- Linea aratuitz' 018000352525 Fax: (57-1)3305050 - wwawv minsalud . gov co

_______

Teletono
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Anexo 12. Autorizacion del Ministerio de Sanidad de Espafia para el ingreso de
muestras bioldgicas procedentes de Colombia

SECRETARIA GENERAL UE
SANDAD Y CONSUMO

»Ey
5 MINISTERIO
cC SALUD
%é SPnb savicossocus piccon oML te,
g IGUALDA
5:— MNISTEN0 DE SAMIDAD, SERVICIOS
0 SOCIMLES E
M REGISTRO GENERAL

Vista la solicitud de FACULTAD DE FARMACIA-DPTO DE
PARASITOLOGIA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID, con domicilio en
Plaza de Ramoén y Cajal s/n, 28040 Madrid, Espana,

Considerando que el contenido del paquete es material bioldgico “2 PAQUETES
CONTENIENDO 150 UNIPADES DE SUERO HUMANO” con origen Universidad del
Valle, Sede San Fernando, Cali, COLOMBIA. Esti bien empaquetado y no hay riesgo de
derrame. No cs corrosivo ni radiactivo. Las mucstras scrén utilizados exclusivamente con la
finalidad de investigacion en biomedicina y que al finalizar la investigacion, dicho material
serd destruido. ;

Esta Direccion General de Salud Pablica Calidad e innovaci,

RESUELVE:

Autorizar la ENTRADA c¢n Espafa de la cifada muestra para ¢l fin declarado
comprometiéndose el solicitante a la destruccion, una vez finalizado su uso, de manera segura
y conforme a lo dispuesto cn la legislacidn vigente.

De ests Resolucion, que se tmaslada a la persona solicitante, s¢ da también
conocimiento a los Servicios Periféricos del Aeropuerto de MADRID para su aplicacion.

Madrid, a 27 de encro de 2016

LA DIRECTORA GENERAL DE SALUD PUBLICA, CALIDAD E INNOVACION,
PDF EL SUBDIRECTOR GENERAL DE SANIDAD EXTERIOR

| FYFRADO, I8 7

1 19071 MACRD
WWW IS % . § TH 915962052
agspimersies | FAXC 915964405
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Anexo 13. Flujograma para la toma de muestras

Diagrama de flujo: Toma de muestras

Proyecto: Identificacioén de anisakidos en peces de consumo del Pacifico Colombiano — Ecuatoriano y evaluacion de la seroprevalencia en una

poblacion de Colombia

Objetivo 3: Determinar la seroprevalencia de anticuerpos IgE anti-anisakidos en una poblacién de Colombia

Invitacién a ser
voluntario
U. V — San Fernando

Danants

Recepcién de
voluntarios

[ Exclusion

] [ Exclusion ] [ Exclusion J [ Exclusion ]

No No

Exclusion

Hemolizada o
insuficiente

C°ﬂf,§,",”;:.',‘;"‘° Formato de Toma de
relacion muestra
; ion d
Reporte de Procesamiento Envio de sueros a U. Al se 1 de Transporte de
resultados muestras: Elisa | Complutenss de  [—  de suero en ¥ Susto porie=——  muestras al
Madrid alicuotas centrifugacion laboratorio

Descarte de
células
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Anexo 14. Procedimiento Operativo Estandar para la toma, transporte,
almacenamiento y descarte de muestras de sangre

CODIGO INTERNO: 153-
015

PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA,

TRANSPORTE, ALMACENAMIENTO Y VERSION: 01

. . DESCARTE DE MUESTRAS DE SANGRE
Universidad

del Valle

Proyecto: lIdentificacion de anisakidos en peces de consumo del Pacifico

colombiano — ecuatoriano y evaluacion de la seroprevalencia en una poblacion de PAGINAS: 1 DE 5

Colombia
Elaboro Reviso Aprobo
Jenniffer Alejandra Castellanos Carolina Pustovrh, PhD Comité de Etica Humana
— U. del Valle
Fecha Fecha Fecha
03-ago 2015 10- ago- 2015 13-Oct-15

Introduccién

Para un adecuado proceso de las actividades de investigacién, se deben establecer protocolos
que permitan la adecuada ejecucién de los mismos. La elaboracion de un protocolo para la
toma, manipulacion, transporte y descarte de las muestras de sangre permite que el personal
involucrado realice un debido procedimiento, optimizando el tiempo, los recursos y garantizando
la bioseguridad del personal de trabajo y de los sujetos voluntarios.

1. Objetivo: Dar una guia completa para la toma, transporte, almacenamiento y descarte de
muestras de sangre

2. Alcance. Facilitar al personal involucrado en la toma de muestras del proyecto de
anisakidos un protocolo para la debida colecta y manipulacion de muestras de sangre
humana.

3. Autoridad y Responsabilidad: Los coordinadores del proyecto y del laboratorio son la
autoridad del documento. La responsabilidad es de cada persona que desarrolla este POE.

190




4. Muestra: Cualquier muestra de sangre humana que ingrese al proyecto.

5. Elementos de proteccion

g. Gorro
h. Gafas de proteccién
i. Tapabocas

i

j. Bata de manga larga
k. Guantes de Nitrilo.

. Zapatos cerrados

6. Insumos, materiales y equipos:
Insumos:
Algodén
Alcohol
Guardian 1.5 litros
Curas redondas
Guantes latex
Bolsas rojas
Materiales:
Tubo seco vacutainer (tapa roja)
Aguja vacutainer
Torniquete
Gradilla
Nevera plastica para transporte de muestras
Caja para almacenar viales
Tubos eppendorf
Puntas para micropipetas
Equipos:
Centrifuga
Congelador -20°C

Micropipetas
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7. Procedimiento

7.1 Toma de la muestra

La toma de la muestra debe ser realizada por una persona debidamente capacitada y
autorizada, la persona encargada de la toma de las muestras debe contar con todos los
elementos de proteccion personal (guantes, tapabocas, bata manga larga)

Todas las muestras deben estar debidamente marcadas, identificadas y relacionadas en el
formato de registro y control.

Preparacion del area y material para toma de muestras

wN e

Verificar que el area de toma de muestra esté limpia, ordenada y con buena lluminacién.
Se debe disponer de una silla con respaldo para toma de muestras.

Contar con materiales para la toma de muestra de sangre (ver punto 6 de este
documento)

Toma de datos del voluntario

Presentarse ante el voluntario de manera amable y tranquila.

Indicar en caso necesario que se siente en la silla de toma de muestra, para recibir
informacién sobre el proyecto, lectura y firma del consentimiento informado.

Aplicar la encuesta general para los voluntarios que participen en el estudio

Una vez se completen los documentos anteriormente mencionados proceda a la toma
de la muestra

Obtenciéon de las Muestras

o

OCeNO®

Verifique la identidad del voluntario. Preguntar su nombre.

Explique en qué consiste el procedimiento

Verifique la condicién del voluntario, que no esté en ayuno. Si el paciente esta en ayuno,
solicitele que consuma algun alimento y regrese para la toma de la muestra.
Asegurese de tener todo el material para la toma de muestras al alcance, verificando las
condiciones y fechas de vencimiento.

Hacer las anotaciones que sean necesarias en el espacio “Observaciones” del formato
de relacion.

Seleccione y rotule el tubo para la toma de la muestra

Ubique al voluntario en el sitio adecuado para la toma de la muestra

Lavase las manos antes de tomar la muestra (puede hacerlo al inicio del procedimiento).
Realizar la toma de la muestra por venopuncion.
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e Observe la vena de ambos brazos del voluntario y seleccione la mas apropiada
para la venopuncion por visualizacién y palpacion

e Coléquese los guantes

Cologue el torniquete por encima del sitio que se va a punzar para favorecer la

visualizacion de la vena

¢ Desinfecte el area de para la toma de muestra con algoddn y alcohol

e Localice la vena por inspeccion y pidale al voluntario que abra y cierre la mano

e Ubique la aguja

e Punzar la vena en direccion contraria al flujo sanguineo

e Retire el torniquete cuando la sangre empiece a brotar y coloque el tubo
vacutainer

e Retire el tubo cuando esté lleno

e Retire la aguja y deséchela en el guardian

e Coloque un algodén seco en el lugar de la puncién y presione suavemente

e Coloque la cura

e Retirese los guantes, deseche el material usado y lavese las manos

10. Identifique si se presentan alguna molestia 0 complicacion asociadas con la toma de la
muestra y siga el procedimiento.

11. Revise que la muestra esta completa y la posibilidad de obtener nueva muestra en caso
necesario.

12. Después de obtener la muestra, verifique que el voluntario haya tenido un procedimiento
satisfactorio, que no exista riesgo asociado a la toma de la muestra como sangrado o
desmayo.

13. Finalmente agradezca al voluntario su participacion en el estudio, hagale entrega del
refrigerio y acomparnielo al sitio de salida

7.2 Transporte de la muestra

Por ser muestras de sangre, estas seran manipuladas como muestras de riesgo biologico y se
deben tener en cuenta las siguientes indicaciones:

e Revise que el recipiente que contiene la muestra esté bien cerrado y rotulado con el
cédigo asignado.

e Todos los tubos se deben colocar se forma vertical en gradillas

e Los tubos deben ser transportados al laboratorio en un contenedor plastico (nevera
hermética). Este contenedor debe ser identificado como “infeccioso” e indicar el lugar
de destino (Laboratorio de histologia de la Universidad del Valle).

¢ |dentifique las personas involucradas en el manejo y transporte de las muestras para
garantizar una entrega segura.

7.3 Separaciéon y almacenamiento de la muestra

Los tubos tapa roja (suero), se deben centrifugar 10 minutos a 2000 r.p.m, y separar el suero lo
antes posible del paquete de células. Se debe conservar a -20°C. Se deben guardar 3 viales de
suero por voluntarios, de 1.5 ml cada uno, en tubos eppendorf, cada vial se guarda debidamente
etiquetado en la caja correspondiente y se registra la ubicacion de la caja en la bitacora del
proyecto.
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Las muestras seran guardadas en el laboratorio asignado en el Departamento de Morfologia de
la Faculta de Salud de la Universidad del Valle hasta su traslado por una empresa autorizada a
la Universidad Complutense de Madrid para su procesamiento.

7.4 Descarte

Los restos de sangre seran tratados durante 30 min con hipoclorito de sodio al 0,5% y
luego eliminados en bolsas de residuos patdgenos en recipientes cerrados que no se
derramen. Los tubos deben conservar su tapa hermética. Las bolsas seran entregadas
a la ruta hospitalaria que pasa por el laboratorio de histologia de la U. del Valle.

Las agujas vacutainer se deben descartar en guardianes, estos se deben llenarse como
méaximo al 80% de su capacidad y ser eliminados en bolsas de residuos patégenos luego
de su desinfeccién. Finalmente, seran entregados a la ruto hospitalaria

Las muestras de suero para determinaciones basadas en la técnica de ELISA, pueden
ser inactivadas con concentraciones finales de 0,2% de Sodio Dodecil Sulfato (SDS) /
0,1% de Tween 20 y tratamiento por calor a 600 C 15 min.

8. Referencias bibliogréficas

Manual de Toma Manejo y Envio de Muestras, El Salvador, edicién 2006.

Manual de bioseguridad. Universidad del Valle, 2015.

Manual de procedimiento para la toma de muestras biologicas. Organizacion
Panamericana de la Salud. PAHO 2006.

Recomendaciones para la toma segura y manipulacion apropiada de muestras
potencialmente infecciosas con agentes altamente patdégenos. OPS/OMS, 2014
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Anexo 15. Formato de relacién para la toma de muestras

FORMATO DE RELACION

Proyecto: Identificacion de anisakidos en peces de consumo del Pacifico Colombiano — Ecuatoriano y evaluacion de la seroprevalencia en

una poblacion de Colombia

Objetivo 3: Determinar la seroprevalencia de anticuerpos IgE anti-anisakidos en una poblacion de Colombia

No.

‘| (ddimm/aa) | voluntario | Si No Si |No| Si [No

Fecha |Codigo del|Consentimiento|EncuestaMuestra

Observaciones Entrega Recibe
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Anexo 16. Obtencion de Antigenos de Anisakis

Obtencion de Antigeno total larvario

Obtencién de larvas de Anisakis: Las larvas (L3) de Anisakis, fueron extraidas a
partir de musculo y visceras de bacaladillas (Micromesistius poutassou) (Figura 1).
Se identificaron bajo microscopio, fueron lavadas tres veces con solucion salina
estéril y almacenadas a -20°C hasta su uso (Figura 2).

Figura 1. Obtencion de larvas de Anisakis. A. Bacaladilla (Micromesistius
poutassou). B y C. Larvas de nematodos anisakidos en viscerad de M. poutassou.
D. Larvas de anisakidos en higado de M. poutassou.

Figura 2. Larvas de Anisakis. A. Larvas de Anisakis obtenidas del pez Bacaladilla
(M. poutassou). B y C. Limpieza de larvas en solucién salina estéril. Dy E.
Almacenamiento de larvas.
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Obtencion del antigeno total larvario de Anisakis: Las larvas fueron lavadas con
solucién salina estéril y homogenizadas manualmente, posteriormente fueron
sonicadas (10s/pulso) 6 pulsos a 70% de potencia. EI homogenizado se dejé para
extraccion en PBS durante toda una noche a 4°C. El homogenizado se dispenso en
7 volumenes de PBS y 3 volumenes de n-hexano para delipidar mediante agitacion
energética y decantacion de la fase superior, se centrifugé a 10.000 g durante 30
minutos a 4°C y en sobrenadante fue recogido como antigeno crudo. Se realizo el
dializado con PBS en membrana de dialisis (Medicell International). Posteriormente
se realizo la valoracion de las proteinas, se guardaron en alicuotas y congeladas
hasta su uso (Figura 3y 4).

._‘

Figura 3. Obtencion de antigeno total larvario A. Larvas de Anisakis obtenidas del
pez Bacaladilla (M. poutassou). B y C. Macerado manual con solucién salina
esteril. D. Almacenamiento de antigeno crudo.

Figura 4. Obtencion de antigeno total larvario A. Sonicacion de larvas de Anisakis.
B. Homogenizado de larvas y C. Dializado con PBS en membrana de dialisis para
obtencién de proteinas.
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Valoracion de proteinas por el método de BRADFORD: Se prepard una curva patron
de BSA en PBS a partir de una concentracion de 1mg/ml mediante diluciones de la
misma. Se afiadi6 200 ul de reactivo de Bradford (BIO-RAD Cat.500-0006) por cada
800ul de muestra (patrones y problema), como se indica en la tabla 1, y se dejé
actuar por 5 minutos a temperatura ambiente. La lectura se realiz6 a 595 nm de
absorbancia. Finalmente se interpolo la concentraciéon de los problemas con la curva
patréon. Las muestras se procesaron por duplicado.

Tabla 1. Diluciones de la curva patron para la valoracién de proteinas del antigeno
total de Anisakis por el método Bradford.

Numero de cubeta 1 2 3 4 5 6 Blanco Extracto proteico
a valorar
BSA en PBS 2ul 4l 8ul 12u 16 20 pi 0 pl 5 ul de Ag
(Solucién Patran)
PBS 798 796 792 788 784 780 800 ul 795 ul
pl pl pl pl pl pl
Reactivo Bradford 200 200 200 200 200 200 200 pl 200 pl

pl pul pul pl pl pl

Obtencion del antigeno recombinate Ani s 3 (tropomiosina)

Cortesia del Servicio de Parasitologia. Instituto de Salud Carlos Ill. Centro
Nacional de Microbiologia. Madrid. Espafa.

Se amplificé el gen correspondiente a la proteina tropomiosina de A. simplex
utilizando los cDNAs y los cebadores 5 RACE TROPOM AS 63.3°C
(ATGGATGCTATCAAGAAAAAGATGCAGGC)y 3 RACE TROPOM AS 63.9°C
(TCAATATCCGGAAAGTTCTTGGAAGGTTTG). Para la secuenciacién se usaron
los cebadores D y SP6. La subclonacién del gen se llevé a cabo en el vector
PGEXT4T3 utilizando como molde la secuencia TROPO-2-27 y los cebadores 5
BamH1 T (GAGAGAGAGGATCCATGGATGCTATCAAGAAAAAGATGCA) y 3 Salt
| TROPO.

La secuenciacion del inserto TROPO-2/27-1 se realiz6 a una concentracion de 2.49
ng/ul en el vector pGEXTA4TS3 utilizando los primers pGEXT F y pGEXT R, se
confirmd la secuencia en el Genbank y se hizo la transferencia a células BL21.
Posteriormente, se realiz6 la induccién de la proteina TROPO-2/27-1 pGEXT4T3
con 0.1mM de IPTG a 16°C. La purificacion de la proteina se hizo por BCA y la
valoracion de la concentracion de la proteina purificada se hizo por BCA: 15 ug/ml.
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Obtencion de antigeno purificado Ani s 13 (Hemoglobina)

A partir de bacaladillas (M. poutassou) parasitadas se obtuvieron larvas (L3) de A.
simplex en una cantidad de aproximadamente 1 g, se lavaron y se trituraron con
mortero en 15 ml de PBS a 4°C. Tras una centrifugacion de 15 min a 6700 g a 4 °C,
el sobrenadante se esterilizO mediante un filtro de 0,22 um. Al dia siguiente se
centrifugd a 175000 g durante 6 h. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado rojo
se empaco en 15 ml de agua apirégena toda la noche. Al dia siguiente se realizo
una centrifugacion a 63000 g durante 30 min y se recogio el sobrenadante rosado
descartando el precipitado blanco. Ese sobrenadante rosado fue centrifugado a
175000 g durante 6 hy el precipitado rojo se resuspendioé en tampén de carga (Tris
25mM, NaCl 50mM, pH 7,5). Esta solucién se introdujo en una columna
BioRadaPolyPrep cargada con DEAE-Sephacel (GE healthcare). En la
cromatografia de intercambio i6nico se recogio la fraccién que absorbia a 415 nm
eluida con el tampdén (Tris 25mM, NaCl 150mM, pH 7,5). Se repitid la
ultracentrifugacion a 175000 g durante 6 h y se resuspendié con 1 ml de tampon
(Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A continuacion, se valor6é por el método de
Bradford obteniendo 2,2 mg de hemoglobina.

199



Anexo 17. Método ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos anti-
Anisakis frente antigeno total larvario

Mediante esta técnica se determiné en los sueros de los voluntarios la presencia de
anticuerpos especificos tipo IgE, IgG, IgA, IgM, 1gG4 e Ig totales (Ig's) anti- Anisakis.

Para la determinacién de anticuerpos por el método Elisa de toda la investigacion,
se utiliz6 como control y registro un formato de mapa (Figura 1). Las placas fueron
tapizadas la mitad con el antigeno de interés y la otra mitad fueron controles (Figura
2).

—_— — —_— — — —
*H.*_*_HA*,. ‘

T O TTmo o m)

Figura 1. Tapizado de placas de ELISA para determinacion de anticuerpos frente
a antigenos de Anisakis.

200



Formato de mapa para la prueba de ELISA

Proyecto: ldentificacion de anisakidos en peces del Pacifico colombiano ecuatoriano y evaluacion de la
seroprevalencia en una poblacion de Colombial

MAPA PARA LA PRUEBA DE ELISA

Fecha: Placa No:
Antigeno:

Muestras: Dilucion:
Realizado por:

Las placas de 96 pocillos (Corning incorporated- Costar 9017. EIA/RIA plate
polystyrene) se sensibilizaron mediante la adicién de 100 pl/pocillo de antigeno total
de Anisakis diluido en tampén carbonato 0,1M a pH 9,6 a una concentracién de 10
pg/ml. Tras incubacién toda la noche a 4°C, se lavaron los pocillos tres veces con
PBS-Tween 20 al 0,05% (PBS-Tween) y posteriormente se bloquearon mediante la
adicion de 200 pl/pocillo de BSA al 0,1% en PBS, durante 1 h a 37°C. Tras lavar
tres veces con PBS-Tween, se afiadieron 100 pl por duplicado de las muestras de
sueros humanos a una dilucion 1/100 en PBS-Tween con BSA al 0,1% (PBSTween-
BSA) para la determinacion de IgG, IgA, IgM, IgG4 e Ig totales. Se incubaron 2 h a
37°C. Una vez lavadas las placas, se incubaron 1 h a 37°C con 100 ul/pocillo de
inmunoglobulinas anti-lg’s, IgG, IgM, IgA (Goat anti- human. HRP Conjugate.
Biosource Internacional) o IgG4 (Mouse anti-human. Fc-HRP. SouthernBiotech) a
la diluciéon 1/10.000, 1/8.000, 1/8.000, 1/3.000 y 1/1000 respectivamente en PBS-
Tween-BSA. Después de afiadir el sustrato (tampon citrato fosfato 0,1 M a pH 5 con
H202 al 0,04% y Ofenileno diamina al 0,04%) la reaccion se paré con 50 ul/pocillo
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de acido sulfurico 3N y las placas se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Biotek
ELx808). En el caso de la IgE, los sueros se incubaron toda la noche a 4°C, se
probaron a la dilucién 1/2, revelandose mediante la incubacion durante 2 h de AcMc
de raton especificos para IgE humana (Hibridoma E21A11. Ingenasa) seguida de 1
h de incubacion con anti-IgG1 de ratdbn marcada con peroxidasa (Life technologies).
Los resultados se expresaron como valores de densidad optica (D.O.) de los sueros
problemas una vez restada su correspondiente fijacion inespecifica a la BSA
utilizada en el postapizado. Se consideraron positivos los valores superiores a la
D.O. media del grupo control para cada inmunoglobulina méas tres veces la
desviacion estandar. El grupo control estaba conformado por sueros de pacientes
negativos a Anisakis y sin diagndstico de urticaria.

Método ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos IgE anti-
Anisakis frente antigeno recombinate Ani s 3 (Tropomiosina)

Las placas de 96 pocillos (Corning incorporated-Costar 9017. EIA/RIA plate
polystyrene) se sensibilizaron mediante la adicién de 100 ul/pocillo de antigeno Ani
s 3 diluido en tampdn carbonato 0,1M a pH 9,6 a una concentracion de 5 pg/ml. Tras
incubacion de toda la noche a 4°C, se lavaron los pocillos tres veces con PBS-
Tween 20 al 0,05% (PBS-Tween) y se bloquearon mediante la adicién de 200
pl/pocillo de BSA al 0,1% en PBS, durante 1 h a 37°C. Tras lavar tres veces con
PBS-Tween, se afnadieron 100 pl por duplicado de las muestras de sueros humanos
a una dilucién 1/2 en PBS-Tween con BSA al 0,1% (PBS Tween- BSA) para la
determinacién de IgE. Se incubaron toda la noche a 4°C, tras lavar las placas, se
incubaron durante 2 h con AcMc de raton especificos para IgE humana (Hibridoma
E21A11. Ingenasa) seguida de 1 h de incubacion con anti-lgG1 de raton marcada
con peroxidasa (Life technologies) a una dilucion 1/1000 en PBS-Tween-BSA.
Después de afiadir el sustrato (tampén citrato fosfato 0,1 M a pH 5 con H202 al
0,04% y Ofenileno diamina al 0,04%) la reaccion se paré con 50 pl/pocillo de acido
sulftrico 3N y las placas se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Biotek ELx808).
Los resultados se expresaron como valores de D.O. de los sueros problemas una
vez restada su correspondiente fijacion inespecifica a la BSA utilizada en el
postapizado. Se consideraron positivos los valores superiores a la D.O. media del
grupo control mas tres veces la desviacion estandar. El grupo control estaba
conformado por sueros de pacientes negativos a Anisakis y sin diagnostico de
urticaria.
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Método ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos IgE e 1IgG4
frente antigeno recombinate Ani s 13 (Hemoglobina)

Las placas de 96 pocillos (Corning incorporated- Costar 9017. EIA/RIA plate
polystyrene) se sensibilizaron mediante la adicion de 100 ul/pocillo de antigeno Ani
s 13 diluido en tampdn carbonato 0,1M a pH 9,6 a una concentracion de 5 pg/ml.
Tras incubacién de toda la noche a 4°C, se lavaron los pocillos tres veces con PBS-
Tween 20 al 0,05% (PBS-Tween) y los pocillos se bloquearon mediante la adicién
de 200 pl/pocillo de BSA al 0,1% en PBS, durante 1 h a 37°C. Tras lavar tres veces
con PBS-Tween, se anadieron 100 pl por duplicado de las muestras de sueros
humanos a una dilucién 1/100 en PBS-Tween con BSA al 0,1% (PBS Tween- BSA)
para la determinacion de IgG4. Se incubaron 2 h a 37°C. Una vez lavadas las placas,
se incubaron 1 h a 37°C con 100 ul/pocillo de inmunoglobulinas anti- IgG4 (Mouse
anti-human. Fc-HRP. SouthernBiotech) a la dilucion 1/1000 en PBS-Tween-BSA.
Después de afiadir el sustrato (tampén citrato fosfato 0,1 M a pH 5 con H202 al
0,04% y Ofenileno diamina al 0,04%) la reaccién se par6 con 50 pyl/pocillo de acido
sulfarico 3N y las placas se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Biotek ELx808).
En el caso de la IgE, los sueros se probaron a la dilucion 1/2, se incubaron toda la
noche a 4°C, tras los lavados, se revelaron mediante la incubacion durante 2 h de
AcMc de raton especificos para IgE humana seguida de 1 h de incubacién con anti-
IgG1 de raton marcada con peroxidasa (Life technologies). Los resultados se
expresaron como valores de D.O. de los sueros problemas una vez restada su
correspondiente fijacion inespecifica a la BSA utilizada en el postapizado. Se
consideraron positivos los valores superiores a la D.O. media del grupo control para
cada inmunoglobulina méas tres veces la desviacion estandar. El grupo control
estaba conformado por sueros de pacientes negativos a Anisakis y sin diagnéstico
de urticaria.

Método de Elisa para la determinacién de anticuerpos IgE con el test Trisakis
170 para los alérgenos recombinantes rAnis 1 O t-Anis 7

Se utilizo el kit Trisakis 170, cortesia del grupo de investigacién del Dr. Florencio
Ubeira de la Universidad Santiago de Compostela, Espafia.

El test es un ELISA indirecto de doble anticuerpo en fase sélida para la
determinacién cualitativa de anticuerpos de tipo IgE contra Anisakis en sueros
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humanos. Se usaron placas de micro titulacion de 96 pocillos tapizados con los
alérgenos recombinantes rAni s 1 o t-Ani s 7 para unir anticuerpos IgE anti- Anisakis
especificos. Ani s 7 es actualmente el alérgeno de excrecion - secrecidbn mas
importante de Anisakis y es el unico reconocido por el 100% de los pacientes. El
test se realizo en tres pasos principales: 1) los sueros fueron incubados sin diluir,
cada muestra se coloco en 3 pocillos consecutivos tapizados con rAni s 1, t-Ani s 7
y el control negativo, 2) se incubo con un conjugado monoclonal (primer anticuerpo)
anti-lgE humano marcado con isotiocianato de fluoresceina (FICT), y 3) se incubo
con un conjugado policlonal (segundo anticuerpo) anti-FICT marcado con
peroxidasa de rabano (HRP). Finalmente, se afiadié el cromogeno o-fenilendiamina
dihidrocloruro (OPD) para revelar los anticuerpos IgE unidos. La intensidad del color
de dicho producto (amarillo/naranja) fue proporcional a la cantidad de anticuerpos
IgE especificos contra Anisakis presentes en suero. Los resultados se expresaron
en valores de O.D, la lectura se realiz6 en un lector de placas (Biotek ELx808) a 490
nm.

Para considerar el ensayo valido, las absorbancias del control positivo tenian que
cumplir con los siguientes criterios: en el pocillo del rAni s 1 absorbancia menor que
0,2 y en el pocillo del t-Ani s 7 absorbancia igual o mayor que 1,3 y en el pocillo del
control negativo una absorbancia menor que 0,1.

Los resultados de cada suero se calcularon restando el valor de su respectivo
control negativo a las densidades 6pticas obtenidas para el alérgeno rAni s 1y t-Ani
s 7. Las muestras fueron consideradas positivas cuando la absorbancia calculada
fue mayor que los puntos de corte del rAni s 1 y t-Ani s 7, siendo 0,09 y 0,05
respectivamente (146,151,190).
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Anexo 18. Determinacion de anticuerpos anti- Ascaris suum frente al antigeno
total

Obtencion del antigeno total de Ascaris:

Se obtuvo A. suum a partir de cerdos de matadero. Los nhematodos fueron lavados
con solucion salina estéril y homogenizadas manualmente, posteriormente se
sonico (10s/pulso) 6 pulsos a 70% de potencia. EI homogenizado se dejo para
extraccion en PBS durante toda una noche a 4°C.

El homogenizado se dispenso en 7 volimenes de PBS y 3 volimenes de n-hexano

para delipidar mediante agitacion energética y decantacion de la fase superior, se
centrifugo a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C y en sobrenadante fue recogido
como antigeno crudo. Se realizé el dializado con PBS en membrana de dialisis
(Medicell International). Posteriormente se realizé la valoracion de las proteinas por
el método de Bradford.Las muestras se guardaron en alicuotas y fueron congeladas
hasta su uso.

Método ELISA indirecto para la determinacién de anticuerpos anti- Ascaris suum
frente antigeno total larvario:

Las placas de 96 pocillos (Corning incorporated- Costar 9017. EIA/RIA plate
polystyrene) se sensibilizaron mediante la adicién de 100 pl/pocillo de antigeno total
de A. suum diluido en tampdn carbonato 0,1M a pH 9,6 a una concentracion de 10
pg/ml. Tras incubacién de toda la noche a 4°C, se lavaron los pocillos tres veces
con PBS-Tween 20 al 0,05% (PBS-Tween) y los pocillos se bloquearon mediante la
adicién de 200 pl/pocillo de BSA al 0,1% en PBS, durante 1 h a 37°C. Tras lavar
tres veces con PBS-Tween, se afiadieron 100 pl por duplicado de las muestras de
sueros humanos a una diluciéon 1/100 en PBS-Tween con BSA al 0,1% (PBSTween-
BSA) para la determinacion de 1gG, IgA, IgM, IgG4 e Ig totales. Se incubaron 2 h a
37°C.

Una vez lavadas las placas, se incubaron 1 h a 37°C con 100 ul/pocillo de
inmunoglobulinas anti-lg’s, IgG, IgM, IgA (Goat anti- human. HRP Conjugate.
Biosource Internacional) o IgG4 (Mouse anti-human. Fc-HRP. SouthernBiotech) a
la diluciéon 1/10.000, 1/8.000, 1/8.000, 1/3.000 y 1/1000 respectivamente en PBS-
Tween-BSA. Después de anadir el sustrato (tampon citrato fosfato 0,1 M a pH 5 con
H202 al 0,04% y Ofenileno diamina al 0,04%) la reaccion se par6 con 50 pl/pocillo
de &cido sulfurico 3N y las placas se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Biotek
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ELx808). En el caso de la IgE, los sueros se incubaron toda la noche a 4°C, se
probaron a la dilucion 1/2, revelandose mediante la incubacion durante 2 h de AcMc
de raton especificos para IgE humana (Hibridoma E21A11. Ingenasa) seguida de 1
h de incubacion con anti-lgG1 de ratdbn marcada con peroxidasa (Life technologies).
Los resultados se expresaron como valores de densidad oOptica (D.O.) de los sueros
problemas una vez restada su correspondiente fijacion inespecifica a la BSA
utilizada en el postapizado. Se consideraron positivos los valores superiores a la
D.O. media del grupo control para cada inmunoglobulina mas tres veces la
desviacion estandar.
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Anexo 19. Western Blotting para la determinacion de las proteinas especificas
gue son reconocidas por sueros con anticuerpos anti —Anisakis

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12.5% y se carg6 el gel con antigeno total
en pocillo unico con 400ug, el gel se corri6 a 100V hasta visualizar la salida del
antigeno en la base de los cristales. Posteriormente se realiz6 la transferencia de
proteinas a nitrocelulosa durante 1h a 100V. Se bloque6 con leche descremada 5%
en PBS (1X) durante una noche a 4°C, seguido se lavo y corto la nitrocelulosa en
tiras. Se aplico el suero en cada surco 800ul de suero diluido 1:25 para IgG e IgG4
y dilucion 1:10 para IgE y se incubaron a 4°C toda la noche. Una vez lavadas las
tiras se aplic6 el conjugado IgG en dilucién 1:4000 durante 2h o IgG4 1:500 por 2h
o IgE 1:500 durante 3h mas 2h con IgG1 de ratdn en dilucion 1:500, la incubacion
de realiz6 en agitacién y a temperatura ambiente. Se revelé con la adicion de DAB
(3.3-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate en 50ml de PBS y 5ul de H202)
(Sigma D5637-5G), protegido de la luz durante 20 min. Se frend la reaccion
eliminando la solucion de revelado y adicionando agua destilada.
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Anexo 20. Valores de D.O. de cada inmunoglobulina frente al antigeno total
larvario de Anisakis para cada suero analizado.

Se marcan en negrilla los sueros positivos segun el punto de corte.

No. Suero I9G IgE IgA IgM Ig's 9G4
1 0,389 0,022 1,523 1,304 0,252 0,008
2 0,460 0,023 0,662 0,736 0,201 0,024
3 0,381 0,007 0,652 1,690 0,335 0,007
4 0,320 0,018 0,542 1,455 0,230 0,011
5 0,273 0,013 0,458 1,606 0,154 0,003
6 0,303 0,019 0,504 1,355 0,227 0,029
7 0,241 0,011 0,268 0,663 0,094 0,029
8 0,405 0,009 0,427 1,685 0,370 0,000
9 0,392 0,000 0,328 0,951 0,232 0,007
10 0,336 0,006 0,361 1,172 0,207 0,022
11 0,144 0,000 0,280 0,805 0,148 0,007
12 0,275 0,016 1,041 1,248 0,260 0,017
13 0,263 0,004 0,453 1,134 0,214 0,006
14 0,208 0,014 0,809 1,146 0,257 0,010
15 0,243 0,020 0,411 0,873 0,189 0,027
16 0,167 0,016 0,735 1,888 0,400 0,034
17 0,698 0,022 0,500 0,603 0,231 0,028
18 0,950 0,027 1,095 1,839 0,577 0,028
19 0,259 0,014 0,512 0,911 0,191 0,009
20 0,187 0,016 0,492 1,315 0,222 0,018
21 0,188 0,026 0,203 0,638 0,162 0,040
22 0,230 0,036 0,413 0,609 0,149 0,015
23 0,353 0,038 0,338 1,012 0,115 0,015
24 0,689 0,020 1,027 1,221 0,379 0,016
25 0,439 0,000 1,309 1,675 0,289 0,004
26 0,499 0,017 0,712 0,930 0,226 0,006
27 0,653 0,007 0,630 1,094 0,266 0,014
28 0,275 0,011 0,414 0,926 0,131 0,025
29 0,232 0,012 0,728 1,298 0,237 0,013
30 0,694 0,022 0,629 0,434 0,224 0,031
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31 0,354 0,000 0,389 1,292 0,213 0,029
32 0,382 0,011 1,023 1,813 0,350 0,027
33 0,152 0,000 0,396 1,244 0,216 0,038
34 0,720 0,024 0,986 1,794 0,452 0,021
35 0,940 0,031 0,672 1,267 0,490 0,023
36 0,502 0,032 0,521 1,475 0,376 0,020
37 0,109 0,012 0,520 1,034 0,229 0,028
38 0,271 0,037 0,689 1,156 0,254 0,005
39 0,249 0,028 0,416 1,171 0,237 0,013
40 0,225 0,024 0,609 1,278 0,276 0,012
41 0,208 0,018 0,627 1,401 0,317 0,014
42 0,416 0,013 0,446 0,814 0,266 0,010
43 0,511 0,018 0,643 1,040 0,336 0,032
44 0,483 0,021 0,582 0,536 0,195 0,016
45 0,195 0,006 0,456 1,116 0,185 0,000
46 0,274 0,034 0,599 1,478 0,344 0,019
a7 0,212 0,013 0,660 1,594 0,330 0,079
48 0,214 0,032 0,637 1,330 0,287 0,019
49 0,212 0,011 0,682 0,932 0,206 0,050
50 0,506 0,008 1,467 1,142 0,261 0,029
51 0,135 0,000 0,545 0,928 0,322 0,029
52 0,176 0,000 0,642 0,977 0,258 0,023
53 0,278 0,006 0,694 0,016 0,402 0,013
54 0,416 0,007 1,008 1,157 0,244 0,048
55 0,237 0,031 0,567 1,289 0,294 0,052
56 0,292 0,016 0,825 0,936 0,236 0,094
57 0,295 0,000 0,548 2,087 0,530 0,000
58 0,227 0,037 0,342 0,395 0,217 0,019
59 0,380 0,011 1,201 0,665 0,269 0,000
60 0,156 0,018 0,481 1,103 0,264 0,000
61 0,638 0,020 1,581 1,058 0,225 0,000
62 0,206 0,023 0,531 0,922 0,277 0,001
63 0,092 0,037 0,277 0,911 0,270 0,003
64 0,514 0,010 1,014 1,268 0,386 0,001
65 0,298 0,018 1,045 1,222 0,259 0,004
66 0,067 0,038 0,260 0,687 0,448 0,031
67 0,276 0,012 1,100 0,867 0,411 0,017
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68 0,202 0,037 0,839 0,704 0,294 0,000
69 0,120 0,006 0,448 0,798 0,325 0,000
70 0,704 0,024 1,994 1,555 0,520 0,034
71 0,312 0,014 1,135 0,520 0,389 0,014
72 0,078 0,009 0,462 0,493 0,373 0,003
73 0,183 0,013 0,678 1,070 0,427 0,012
74 0,236 0,009 0,782 1,105 0,530 0,010
75 0,301 0,009 0,931 1,691 0,617 0,006
76 0,136 0,000 0,611 0,844 0,333 0,018
77 0,292 0,015 1,387 0,403 0,521 0,016
78 0,443 0,005 1,613 1,352 0,573 0,000
79 0,164 0,043 0,658 0,674 0,580 0,000
80 0,303 0,015 1,117 1,366 0,466 0,002
81 0,211 0,084 0,857 0,510 0,250 0,000
82 0,103 0,010 0,237 0,965 0,208 0,014
83 0,129 0,033 0,509 0,444 0,149 0,018
84 0,118 0,035 0,590 1,100 0,325 0,010
85 0,218 0,026 0,718 1,204 0,457 0,012
86 0,137 0,030 0,351 0,762 0,327 0,000
87 0,128 0,022 0,732 0,723 0,270 0,008
88 0,203 0,010 0,802 1,481 0,589 0,014
89 0,241 0,004 0,728 0,582 0,217 0,018
90 0,185 0,000 0,457 1,687 0,671 0,016
91 0,156 0,013 0,489 1,200 0,454 0,017
92 0,177 0,021 0,464 0,759 0,249 0,029
93 0,165 0,000 0,426 0,843 0,462 0,001
94 0,188 0,000 0,517 0,823 0,332 0,013
95 0,134 0,057 0,383 1,061 0,388 0,011
96 0,291 0,006 0,878 1,295 0,495 0,021
97 0,097 0,010 0,402 1,179 0,520 0,028
98 0,184 0,023 0,467 0,557 0,304 0,004
99 0,162 0,011 0,547 0,820 0,253 0,000
100 0,132 0,028 0,408 0,967 0,434 0,008
101 0,142 0,053 0,349 0,871 0,325 0,022
102 0,154 0,007 0,584 0,779 0,289 0,020
103 0,167 0,014 0,557 1,020 0,486 0,000
104 0,169 0,027 0,442 1,330 0,666 0,010
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105 0,103 0,018 0,197 0,915 0,385 0,015
106 0,195 0,045 0,485 0,483 0,745 0,005
107 0,278 0,068 0,965 1,303 0,510 0,012
108 0,320 0,047 0,813 1,169 0,636 0,014
109 0,317 0,002 1,017 0,933 0,431 0,004
110 0,136 0,003 0,462 1,083 0,457 0,018
111 0,498 0,000 1,105 0,552 0,379 0,014
112 0,140 0,000 0,381 0,835 0,357 0,028
113 0,084 0,010 0,206 0,744 0,068 0,019
114 0,386 0,010 0,981 0,764 0,266 0,023
115 0,244 0,047 0,304 0,779 0,371 0,011
116 0,264 0,003 0,714 1,130 0,375 0,016
117 0,234 0,018 0,481 0,149 0,368 0,012
118 0,245 0,014 0,519 1,183 0,375 0,011
119 0,308 0,151 0,983 1,178 0,433 0,014
120 0,172 0,000 0,491 0,704 0,227 0,107
121 0,286 0,010 0,741 1,388 0,597 0,016
122 0,301 0,011 0,914 1,425 0,564 0,016
123 0,669 0,013 1,598 1,678 1,039 0,019
124 0,276 0,012 0,714 1,079 0,647 0,016
125 0,146 0,004 0,389 0,672 0,286 0,015
126 0,169 0,015 0,377 0,784 0,346 0,009
127 0,238 0,073 0,567 0,710 0,382 0,048
128 0,141 0,047 0,414 0,801 0,276 0,020
129 0,353 0,026 0,882 1,393 0,717 0,021
130 0,166 0,021 0,432 0,471 0,190 0,017
131 0,272 0,037 0,651 0,929 0,323 0,010
132 0,214 0,017 0,576 1,071 0,405 0,009
133 0,277 0,000 0,549 1,601 0,466 0,020
134 0,064 0,012 0,103 0,653 0,254 0,026
135 0,383 0,000 0,796 1,443 0,929 0,068
136 0,353 0,000 0,929 0,889 0,300 0,000
137 0,230 0,000 0,505 1,613 0,517 0,000
138 0,197 0,001 0,381 1,502 0,516 0,010
139 0,144 0,000 0,267 0,744 0,193 0,026
140 0,192 0,016 0,395 1,302 0,479 0,000
141 0,397 0,004 0,952 1,104 0,318 0,000
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142 0,264 0,004 0,625 1,016 0,374 0,000
143 0,258 0,002 0,621 1,222 0,408 0,001
144 0,311 0,005 0,809 0,962 0,338 0,013
145 0,236 0,016 0,569 1,380 0,508 0,037
146 0,121 0,018 0,271 1,152 0,388 0,066
147 0,459 0,028 0,998 1,556 0,746 0,033
148 0,235 0,016 0,512 0,962 0,489 0,019
149 0,121 0,000 0,309 1,100 0,338 0,020
150 0,298 0,044 0,751 1,559 0,780 0,017
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Anexo 21. Valores de D.O. de IgE frente al antigeno Ani s 3 de Anisakis para cada
suero analizado

Se marcan en negrilla los sueros positivos segun el punto de corte.

No | IgE —Anis 3 |No | IgE —Anis 3 |No | IgE —Anis 3 | No | IgE —Anis 3 | No | IgE —Anis 3
1 0,006 31 0,004 61 0,000 91 0,000 121 0,021
2 0,453 32 0,000 62 0,000 92 0,013 122 0,016
3 0,000 33 0,007 63 0,000 93 0,005 123 0,013
4 0,000 34 0,000 64 0,007 94 0,000 124 0,000
5 0,075 35 0,000 65 0,000 95 0,000 125 0,000
6 0,000 36 0,000 66 0,000 96 0,000 126 0,003
7 0,014 37 0,000 67 0,000 97 0,000 127 0,006
8 0,009 38 0,000 68 0,017 98 0,000 128 0,000
9 0,03 39 0,000 69 0,02 99 0,000 129 0,001
10 0,038 40 0,000 70 0,108 100 0,000 130 0,01
11 0,012 41 0,000 71 0,012 101 0,061 131 0,000
12 0,048 42 0,000 72 0,015 102 0,005 132 0,000
13 0,000 43 0,000 73 0,000 103 0,000 133 0,000
14 0,000 44 0,000 74 0,000 104 0,000 134 0,000
15 0,000 45 0,015 75 0,008 105 0,000 135 0,007
16 0,001 46 0,033 76 0,000 106 0,000 136 0,000
17 0,023 47 0,013 77 0,000 107 0,005 137 0,000
18 0,000 48 0,000 78 0,006 108 0,006 138 0,003
19 0,000 49 0,000 79 0,022 109 0,000 139 0,005
20 0,001 50 0,008 80 0,000 110 0,013 140 0,000
21 0,004 51 0,000 81 0,033 111 0,000 141 0,000
22 0,000 52 0,001 82 0,000 112 0,004 142 0,000
23 0,024 53 0,000 83 0,011 113 0,000 143 0,000
24 0,000 54 0,000 84 0,037 114 0,189 144 0,000
25 0,000 55 0,012 85 0,032 115 0,000 145 0,000
26 0,003 56 0,017 86 0,007 116 0,116 146 0,008
27 0,012 57 0,000 87 0,051 117 0,000 147 0,013
28 0,000 58 0,000 88 0,059 118 0,000 148 0,000
29 0,000 59 0,000 89 0,000 119 0,005 149 0,000

30 0,003 60 0,000 90 0,000 120 0,019 150 0,000
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Anexo 22. Valores de D.O de IgE e 1gG4 frente al antigeno Ani s 13 de Anisakis
para cada suero analizado

Se marcan en negrilla los sueros positivos segun el punto de corte.

G A;‘és Anis13 | |Anis13/Anis 13| |Anis 13|Anis 13
ok IgG4 IgE | 1gG4 IgE | IgG4
1] 0,001 | 0,030 |51]| 0,006 | 0,035 |101| 0,001 | 0,091
210,000 | 0025 |52| 0000 | 0014 |102| 0,021 | 0,022
3| 0,000 | 0,039 |53| 0004 | 0027 |103| 0,000 | 0,011
4| 0000 | 0020 |54 0000 | 0022 |104| 0,013 | 0,018
5| 0,004 | 0024 |55| 0000 | 0017 |105| 0,000 | 0,010
6 | 0,008 | 0,016 |56 | 0000 | 0,041 |106| 0,001 | 0,011
7 1 0,011 | 0032 |57| 0011 | 0,020 |107| 0,000 | 0,012
8 | 0,006 | 0,019 |58 | 0000 | 0014 |108| 0,000 | 0,006
9 | 0,000 | 0,023 |59 0022 | 0011 |109| 0,000 | 0,011
10| 0,000 | 0,013 |60 | 0,011 | 0,005 |110| 0,000 | 0,024
11| 0,006 | 0,023 |61 ]| 0,010 | 0,017 |111| 0,016 | 0,019
12| 0,016 | 0,043 |62 0,007 | 0,023 |112| 0,000 | 0,020
13| 0,006 | 0,010 |63 0,023 | 0,003 |113| 0,061 | 0,017
14| 0,009 | 0,011 |64 | 0027 | 0012 |114| 0,011 | 0,014
15| 0,008 | 0,010 |65]| 0,020 | 0,022 |115| 0,007 | 0,008
16| 0,000 | 0,012 |66 | 0,033 | 0,022 |116| 0,004 | 0,017
17| 0,001 | 0,017 |67 0,000 | 0,039 |117| 0,001 | 0,007
18| 0,004 | 0,019 |68 0,113 | 0,046 |118| 0,002 | 0,014
19| 0,000 | 0,015 |69 | 0,011 | 0,036 |119| 0,327 | 0,019
20| 0,000 | 0,016 | 70| 0002 | 0021 |120| 0,000 | 0,045
21| 0,023 | 0,042 | 71| 0010 | 0,029 |121| 0,005 | 0,009
22| 0,005 | 0,018 | 72| 0004 | 0,000 |122| 0,002 | 0,002
23| 0,040 | 0,056 | 73| 0000 | 0,041 |123| 0,000 | 0,025
24| 0,019 | 0,018 | 74| 0000 | 0003 |124| 0,022 | 0,007
25| 0,008 | 0,010 | 75| 0000 | 0014 |125| 0,001 | 0,000
26| 0,007 | 0,024 | 76| 0009 | 0031 |126| 0,000 | 0,006
27| 0,000 | 0,022 | 77| 0004 | 0007 |127| 0,002 | 0,010
28| 0,000 | 0,021 | 78| 0002 | 0,100 |128| 0,006 | 0,000
20| 0,002 | 0,021 |79 | 0026 | 0032 |129| 0,011 | 0,000
30| 0017 | 0022 |80| 0006 | 0024 |130| 0,003 | 0,005
31| 0,008 | 0,014 |81 | 0008 | 0019 |131| 0,003 | 0,003
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32| 0,000 0,034 82 | 0,012 0,007 |132| 0,001 0,004
33| 0,000 0,020 83 | 0,003 0,032 |133| 0,000 0,000
34| 0,004 0,030 84 | 0,010 0,018 [134| 0,010 0,014
35| 0,020 0,016 85| 0,010 0,052 |135| 0,000 0,014
36| 0,039 0,019 86 | 0,006 0,026 |136| 0,025 0,007
37| 0,027 0,015 87 | 0,002 0,017 |137| 0,010 0,013
38| 0,025 0,006 88 | 0,004 0,017 |138| 0,000 0,003
39| 0,000 0,004 89 | 0,035 0,009 [139| 0,013 0,000
40| 0,004 0,016 90 | 0,000 0,010 [140| 0,001 0,000
41| 0,024 0,018 91 | 0,004 0,003 |141| 0,000 0,004
42| 0,014 0,013 92 | 0,007 0,015 |142| 0,001 0,000
43| 0,033 0,027 93 | 0,005 0,013 |143| 0,002 0,034
44 | 0,003 0,018 94 | 0,003 0,009 |144| 0,011 0,017
45| 0,000 0,011 95| 0,088 0,023 |145| 0,010 0,006
46 | 0,000 0,019 96 | 0,001 0,012 |146| 0,065 0,016
47| 0,000 0,028 97 | 0,024 0,001 |147| 0,018 0,016
48| 0,009 0,013 98 | 0,028 0,006 |148| 0,008 0,006
49| 0,009 0,042 99 | 0,014 0,023 |149| 0,010 0,041
50| 0,018 0,012 |100| 0,004 0,025 |150| 0,021 0,030
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Anexo 23. Valores de D.O. de IgE frente a los antigenos Anis 1y Anis 7 de
Anisakis para cada suero analizado (test Trisakis)

Se marcan en negrilla los sueros positivos segun el punto de corte.

No |Anis1|Anis 7| No |[Anis1|Anis7|No |Anis1|Anis?

0,000 | 0,000 | 51 | 0,000 | 0,000 [101| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 52 | 0,000 | 0,000 [102| 0,005 | 0,000
0,000 | 0,000 | 53 | 0,000 | 0,000 |103| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 54 | 0,000 | 0,064 |104| 0,000 | 0,000
0,002 | 0,000 | 55| 0,000 | 0,000 |105| 0,000 | 0,002
0,000 | 0,000 | 56 | 0,000 | 0,000 [106| 0,000 | 0,000
0,002 | 0,000 | 57 | 0,000 | 0,000 [107| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 58 | 0,000 | 0,014 |108| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 59 | 0,000 | 0,000 |109| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 60 | 0,000 | 0,000 [110| 0,000 | 0,000
0,007 | 0,021 | 61 | 0,000 | 0,000 [111| 0,000 | 0,000
0,003 | 0,002 | 62 | 0,000 | 0,000 |112| 0,000 | 0,000
0,020 | 0,037 | 63 | 0,007 | 0,000 |{113| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 64 | 0,008 | 0,000 |114| 0,005 | 0,000
0,000 | 0,000 | 65| 0,000 | 0,000 [115| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 66 | 0,000 | 0,000 [116| 0,001 | 0,000
0,000 | 0,000 | 67 | 0,000 | 0,000 |117| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 68 | 0,000 | 0,000 |118| 0,000 | 0,001
0,000 | 0,000 | 69 | 0,002 | 0,003 |119| 0,003 | 0,000
0,007 | 0,000 | 70 | 0,000 | 0,000 [120| 0,000 | 0,000
0,035 | 0,040 | 712 | 0,000 | 0,000 [121| 0,045 | 0,055
0,000 | 0,000 | 72 | 0,000 | 0,000 |122| 0,000 | 0,043
0,003 | 0,000 | 73 | 0,004 | 0,001 |123| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 74 | 0,000 | 0,006 |124| 0,000 | 0,000
0,003 | 0,001 | 75| 0,000 | 0,000 [125| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 76 | 0,002 | 0,000 [126| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,001 | 77 | 0,009 | 0,000 |127| 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 78 | 0,000 | 0,000 |128| 0,002 | 0,000
0,001 | 0,002 | 79 | 0,036 | 0,000 |129| 0,001 | 0,008
0,002 | 0,001 | 80 | 0,000 | 0,000 [130| 0,000 | 0,000
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0,001
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0,000

0,000
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0,000

0,000

32

0,000

0,002
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0,000

0,000

33
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0,000

83

0,001

0,001
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0,000

0,000

34

0,000

0,000

84

0,002

0,000

134
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35

0,008

0,008

85

0,000

0,001

135

0,001

0,000

36

0,000

0,000

86

0,000

0,000

136

0,000

0,000

37

0,000

0,000

87

0,012

0,000
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0,000

0,000

38

0,002

0,001

88

0,001

0,002
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0,002

0,000

39

0,000

0,000

89

0,003

0,003

139

0,006

0,005

40

0,000

0,002

90

0,000

0,000

140

0,000

0,000

41

0,006

0,004

91

0,001

0,000

141

0,000

0,000

42

0,001

0,000

92

0,000

0,000

142

0,002

0,000

43

0,002

0,000

93

0,000

0,000

143

0,002

0,001

44

0,000

0,000

94

0,000

0,000

144

0,000

0,000

45

0,000

0,000

95

0,027

0,010
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0,000

0,000

46

0,004

0,001

96

0,000

0,000

146

0,017

0,000

47

0,000

0,000

97

0,000

0,000

147

0,000

0,000

48

0,000

0,000

98

0,000

0,000

148

0,000

0,000

49

0,000

0,000

99

0,000

0,000

149

0,010

0,007

50

0,000

0,005

100

0,000

0,000

150

0,000

0,000
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Anexo 24. Inmunorreconocimiento por Western Blotting de proteinas del antigeno
total de Anisakis y el antigeno total de Ascaris con los anticuerpos IgE, IgG e 1gG4,
en los 36 sueros de voluntarios positivos a Anisakis por el metodo de Elisa

Se realiz6 western blotting (WB) a los sueros que presentaron por ELISA niveles de
anticuerpos anti-Anisakis frente a alguno de los antigenos analizados (antigeno
total, Ani s 7, Ani s 3 0 Ani s 13) con el fin de conocer las proteinas especificas
contra las cuales el suero del voluntario presentaba anticuerpos, es decir era
seropositivo. Los WB se realizaron con los antigenos totales de Anisakis y A. suum

con las inmunoglobulinas IgE, 1gG e 1gG4.

e REACCION CON ANTIGENO DE Anisakis

En el 3% (1/36) de los sueros ensayados hubo inmunorreconocimiento de proteinas
de bajo peso molecular de 50 kDa, mientras un 6% (2/36) y 11% (4/36) reconocieron
proteinas de alto peso molecular entre 150 kDa y 250 kDa, respectivamente, a nivel
de IgE. Con la IgG, los sueros reconocieron proteinas de bajo peso molecular de 37
kDa, 50 kDa y 75 kDa, con porcentajes de 8% (3/36), 58% (21/36) y 11% (4/36)
respectivamente, mientras que el 22% (8/36), reconocieron proteinas de alto peso
molecular de 100 kDa y un 61% (22/36) proteinas de 150 kDa y 250 kDa.

Al investigar la reaccion de la 1IgG4, un 6% (2/36) y 3% (1/36) reconocieron proteinas
de 50 kDa y 75 kDa, tan solo el 3% (1/36) reconocié proteinas con un peso de 100
kDa y hubo un aumento en el inmunorreconocimiento del 25% (9/36) y 67% (24/36)

para proteinas de alto peso molecular de 150 kDa y 250 kDa, respectivamente.

En la figura 1 se presentan los porcentajes de inmunorreconocimiento de IgE, IgG
e 1gG4 frente al antigeno total de Anisakis y en la tabla 1 el peso molecular de las

bandas que fueron reconocidas por cada uno de los sueros.
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Figura 1. Porcentajes de inmunorreconocimiento de proteinas de bajo y alto peso
molecular a nivel de IgE, IgG e IgG4 frente al antigeno total de Anisakis, en los 36

sueros positivos a Anisakis por el método de ELISA.

Tabla 1. Peso molecular de las proteinas que fueron reconocidas por cada uno de
los sueros a nivel de IgE, IgG e IgG4 frente al antigeno total de Anisakis.

Western blotting Anisakis
ID IgE lgG lgG4
25|37 |50|75|100|150(250(25|37|50|75|100|150|250|25|37|50|75|100|150 |250
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Al comparar los sueros con anticuerpos anti — Anisakis con el resultado de WB, se
encontré que los dos sueros positivos a Ani s 7 no reconocen proteinas a nivel de
IgE para Anisakis, a nivel de IgG ambos sueros reconocen proteinas con pesos
moleculares de 50 kDa, 150 kDa y 250 kDa, y solo uno de los sueros reacciono
frente a una proteina de alto peso molecular de 250 kDa a nivel de 1gG4 (Tabla 2).

De los cuatro sueros positivos por ELISA para Ani s 3, se observé que solo uno
reconoce una proteina de alto peso molecular de 250 kDa a nivel de IgE, al estudiar
los anticuerpos 1gG, dos sueros reconocen proteinas de 50 kDa y todos
reconocieron proteinas 150 kDa y 250 kDa, mientras para IgG4 el
inmunorreconocimiento fue hacia proteinas de alto peso molecular, dos sueros
reconocieron proteinas de 150 kDa y todos los sueros reconocieron una banda a
250 kDa (Tabla 2).
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Respecto a los sueros positivos por ELISA frente al alérgeno Ani s 13 de Anisakis,

solo tres sueros reconocieron proteinas a nivel de IgE, uno reconoci6 una proteina

de 150 kDa y los otros tres reconocieron proteinas de 250 kDa. Al estudiar los

anticuerpos de la clase IgG se observa gque todos los sueros reconocen alguna

proteina entre los 37 kDa y los 250 kDa. Finalmente, a nivel de 1gG4, los sueros

reconocieron proteinas con pesos moleculares entre 50 kDa y 250 kDa,

reconociendo en su mayoria proteinas de alto peso molecular (Tabla 2).

Tabla 2. Resultado del WB frente al antigeno total de Anisakis a nivel de IgE, IgG e
IgG4, de los sueros positivos por ELISA frente a los antigenos Anis 7, Ani s 3y Ani
S 13 de Anisakis.

Positivos
por ELISA

Western blotting Anisakis

IgE

I9G

9G4

25

37

50

751100

150

250

25

37

50

75100

150

250

25

37

50

75

100

150

250

Anis7
(139 kDa)

54

121

Ani s 3
(41 kDa)

70

X [X [X X
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116

X [X X |X X |X

X [X X |X |X
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(37 kDa)

X X X | X [ X [X [X
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x
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e REACCION CON ANTIGENO DE Ascaris

En el 6% (2/36) de los sueros ensayados hubo inmunorreconocimiento de proteinas
de bajo peso molecular de 37 kDa y un 3% (1/36) reconocio6 proteinas de 50 kDa,
mientras el 39% (14/36) y 44% (16/36) reconocieron proteinas de alto peso
molecular entre 150 kDa y 250 kDa, respectivamente para IgE. Para IgG, los sueros
reconocieron proteinas de bajo peso molecular de 25 kDa, 37 kDa, 50 kDa y 75 kDa,
con porcentajes de 14% (5/36), 78% (28/36), 50% (18/36) y 50% (18/36)
respectivamente. Mientras que el 53% (19/36), reconocieron proteinas de alto peso
molecular de 100 kDa, un 50% (18/36) proteinas de 150 kDa y el 58% (21/36)
proteinas de 250 kDa.

Al investigar la reaccion de la 1gG4, pocos sueros reaccionaron, el 3% (1/36)
reconocieron proteinas de bajo peso molecular de 37 kDa y el 6% (2/36) reconocio
proteinas de alto peso molecular de 250 kDa. En la figura 2 se presentan los
porcentajes de inmunorreconocimiento de IgE, 1gG e IgG4 frente al antigeno total
de Ascaris y en la tabla 3 el peso molecular de las proteinas que fueron reconocidas

por cada uno de los sueros.
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Figura 2. Porcentajes de inmunorreconocimiento de proteinas de bajo y alto peso

molecular a nivel de IgE, 1gG e IgG4 frente al antigeno total de Ascaris, en los 36

sueros positivos a Anisakis por el método de ELISA.

Tabla 3. Peso molecular de las proteinas que fueron reconocidas por cada uno de

los sueros a nivel de IgE, IgG e IgG4 frente al antigeno total de Ascaris.

Western blotting Ascaris
ID IgE IgG lgG4
25|37 |50(75|100|150(250(25|37|50|75|100|150|250|25|37|50(|75|100|150 |250

Tl - - - - - - x I x I x x| x [ x |- -1-1-1-1-1-+-
Sx -l Ex e x I x - x I x I x e - - - ]
- - - - - - e x I x  x x| x [ x |- -]-1-]-1]-]-+-
o - - - - - x - x -
20 oo - - x| - - x x| - x| - - - - - -
23 - x - x e - e
36 | - |- - -] - x| - I x x| x x| - x x| ---]-]-1|-1]-+-
AT e - x x - e x  x ee--]
A e e e e  x  ee e
SOl o - - e e e x - x - -
SA L - - - x aIx L x  e x  x ee e ee-
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O - - - - - x x| - I x -- - - - -]
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o] oo oo o7
106 .| - | -] - - - X | x| x| -]-]X X - i R e - - -
4l o - - - e x e x x| - e x - -
116 | - | - | - | - X - - x| - x| - X X | -1 -1-1- - - -
119 _ | o | - | - - X X | x| x| x| x| X - - i - - -
wol [ P T Tt oo e oo T
wa] Lo e b Lo T
123) - -] - X X | - | x| x| x| X - R e - - X
135 _ | - | - | - - X - - x x| x| x - - i - - -
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e REACCION CRUZADA ENTRE Anisakis y Ascaris

Los 36 sueros positivos a Anisakis por ELISA frente a alguno de los antigenos
estudiados (antigeno total, Anis 7, Ani s 3 0 Ani s 13) se enfrentaron a los antigenos
totales de Anisakis y Ascaris en WB para el inmunorreconocimiento de proteinas a

nivel de anticuerpos IgE, IgG e 1gG4.

Todos los sueros reconocieron proteinas del antigeno de Ascaris y Anisakis, siendo
la reaccion mas intensa frente a Ascaris en los anticuerpos IgE e 1gG, y mas intensa

para Anisakis en 1gG4.
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DETERMINACION DE IgE: Cuando se enfrentan los 36 sueros de voluntarios

positivos a Anisakis por ELISA al antigeno total de Anisakis en WB, observamos
que el 19% (7/36) de los sueros reconocen alguna proteina a nivel de IgE, de los
siete sueros uno fue positivo por ELISA frente a Ani s 3, cuatro sueros fueron

positivos a Ani s 13 y dos sueros reaccionaron frente al antigeno total.

El suero positivo por ELISA frente a Ani s 3 reconocio una proteina de 250 kDa,
siendo el Unico suero de los cuatro positivos por ELISA a Ani s 3 que reconoce
alguna proteina de Anisakis a nivel de IgE. De los cuatro sueros que fueron positivos
por ELISA frente a Ani s 13, tres de ellos reconocieron una proteina a 250 kDa y un
solo suero una proteina a 150 kDa. Ninguno de los sueros positivos por ELISA a Ani

s 7 produjo inmunorreconocimiento de proteinas. Tabla 4.

Frente al antigeno total de Ascaris, el nimero de sueros en los que hubo
inmunorreconocimiento a nivel de IgE fue mayor. De los cuatros sueros positivos
por ELISA frente Ani s 3, todos reconocieron alguna proteina de Ascaris, uno de
ellos reconocié una proteina de 37 kDa y los otros tres reconocieron proteinas de
alto peso molecular, uno reconocié una proteina a 150 kDa y tres sueros
reconocieron proteinas a 250 kDa. Con respecto a los sueros positivos por ELISA a
Ani s 13, todos los sueros reconocieron alguna proteina de Ascaris de alto peso
molecular entre 150 kDa y 250 kDa. Ninguno de los sueros positivos por ELISA a

Ani s 7 produjo inmunorreconocimiento de proteinas de Ascaris. Tabla 4.

Tabla 4. Inmunorreconocimiento a nivel de IgE frente a los antigenos totales de
Anisakis y Ascaris por WB, de los sueros que fueron positivos a los alérgenos Ani s
3y Ani s 13 de Anisakis por el método de ELISA.

Western blotting

Positivos D Anisakis - IgE Ascaris - IgE
por ELISA
25|37|50|75|100|150|250|25|37|50|75|100|150 | 250
A 2 |- -1-1-1- = X | -|Ix|-1-1- - X
nis
(41 kDa) Of-J-1-1-]- = S S Sl S S S =
24 | - | - | - | - - I -
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8| - - -]-1-1-1x
os [ [ -]-1-
129 - | -] - Px
146| - | - | -
149| - | - | -

Ani s 13
(37 kDa)

X X |X |[X | X |X [X

X [ X [X |X

DETERMINACION DE lgG: Todos los sueros que fueron positivos por ELISA frente
a los antigenos Ani s 7 (2/150), Ani s 3 (4/150) y Ani s 13 (18/150) de Anisakis,

reconocieron proteinas de Anisakis y Ascaris a nivel de IgG.

Cuando se enfrentaron los 36 sueros de voluntarios positivos a Anisakis por ELISA
al antigeno total de Anisakis en WB, observamos que el 3% (1/36) reconocio una
proteina de 37 kDa, en el 44% (16/36) de los sueros se produjo
inmunorreconocimiento de proteinas de 50 kDa, un 14% (5/36) reconocio6 proteinas
entre los 75y 10 kDa, mientras el 52% (19/36) de los sueros reconocieron proteinas
de alto peso molecular entre 150 kDa y 250 kDa. Tabla 5.

Frente al antigeno total de Ascaris, el nimero de sueros en los que hubo
inmunorreconocimiento fue mayor. El 5% (2/36) de los sueros reconocieron
proteinas de 25 kDa, un 50% (18/36) reconocié proteinas de 37 kDa, y la mayoria

de los sueros mostro bandas entre los 50 kDa y los 250 kDa. Tabla 5.

Tabla 5. Inmunorreconocimiento a nivel de IgG frente a los antigenos totales de
Anisakis y Ascaris por WB, de los sueros que fueron positivos a los alérgenos Ani s
7, Ani s 3y Ani s 13 de Anisakis por el método de ELISA.

Western blotting

Positivos — - -
por ELISA | P Anisakis - 1IgG Ascaris - IgG

25[37]50 75 100] 150|250 | 25|37 50| 75| 100 150 | 250
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Anis7 [94] -] -
(139 kDa) | 121
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DETERMINACION DE IgG4: Se observéo un mayor inmunorreconocimiento de

proteinas a nivel de IgG4 para Anisakis que para Ascaris donde solo el 5% (2/36)

de los sueros reconocieron alguna proteina. Tabla 6.

Cuando se enfrentan los 36 sueros de voluntarios positivos a Anisakis por ELISA al
antigeno total de Anisakis en WB, observamos que el 44% (16/36) de los sueros
reconocen proteinas de 250 kDa, el 19% (7/36) reconocieron proteinas con peso
molecular de 150 kDa y el 5% (2/36) reconocié proteinas de bajo peso molecular
entre 50 kDa y 75 kDa. Los cuatro sueros positivos por ELISA frente Ani s 3
reconocieron proteinas de alto peso molecular de 250 kDa y dos de ellas
adicionalmente reconocieron proteinas de 150 kDa. De los 18 sueros positivos por
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ELISA frente a Ani s 13, doce de ellos reconocieron proteinas de Anisakis, todos
reconocieron proteinas de alto peso molecular de 250 kDa, adicionalmente, uno de
los sueros reconocié dos bandas de 50 kDa y 75 kDa, otro suero reconocio bandas
de 50 kDa, 100 kDa y 150 kDa, y tres sueros mas reconocieron proteinas de 150
kDa.

Frente al antigeno total de Ascaris, el nimero de sueros en los que hubo
inmunorreconocimiento fue menor, en solo en 5% (2/36) de los sueros hubo
inmunorreconocimiento, un suero reconocié una proteina de bajo peso molecular
de 37 kDa, suero que a su vez fue positivo por ELISA frente a Ani s 3, el segundo
suero reconocio una proteina de 250 kDa, este suero fue positivo por ELISA frente
a Ani s 13. Tabla 6.

Tabla 6. Inmunorreconocimiento a nivel de 1gG4 frente a los antigenos totales de
Anisakis y Ascaris por WB, de los sueros que fueron positivos a los alérgenos Ani s
3y Ani s 13 de Anisakis por el método de ELISA.

Western blotting

Positivos — - -
por ELISA ID Anisakis - IlgG4 Ascaris 1gG4

25|37|50|75|100|150|250|25|37|50|75|100 150|250
2 | - -] - - - -

Anis3 [ 70| - | - | -]-] - | x
(41 kDa) |114

116 - | - | - | - - -
12 | - | - | - | - - -
20| - | - | - | - - -
68 | - | - x|x]| - [ x
3. .- [«
s - [-1-1- 1«

X

Anis13 (85| - |- |- | -] -
(37 kDa) 95

101 - | - | - | - - -
119 - | - | - | - | - -
1200 - | - [ x| - | x X
146 - | - | - | - | - -
149 - | - | - | - | - -

X [X |IX X X [X [X |[X |X |X |[X [X [X |X |[X |[X
1
1
1
1
1
1
1
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PATRONES DE INMUNORRECONOCIMIENTO

e PATRONES DE INMUNORRECONOCIMIENTO A NIVEL DE IgE, 1gG e
lgG4 FRENTE AL ANTIGENO DE Anisakis, DE LOS 36 SUEROS
POSITIVOS Anisakis POR EL METODO DE ELISA.

kDa 150 149147 146135123106 10185 73 67 61 56 55 50 49 47 36 23 21 12 3 1 120 119 68 78 95 54 121 2 70 114 116
250 = ven kDa
150 =— 250 —
100 — 150 —
75 = 100 =—
75 =
S5 50 —
37 — 37 —
25 = 25 —
20 — 20 —
15 = 15 =
10~
10 =—

Figura 3. Patrones de reconocimiento a nivel de IgE frente al antigeno total de
Anisakis, de los sueros positivos a Anisakis por ELISA.

kDa 150 149 147 146 135 123106 101 85 73 67 61 56 55 50 49 47 36 23 2112 3 1 kDa 120 119 68 78 95 54 121 2 70 114 116
e el L=l 1T il atatzlislaisininicininings 250 _
10 = 150 —
]gg : 100 ==
75 — 75 —
50 =— -
37 -
37—
25 -
25 —
20 =-—
20 —
15 =
15 —
10 =—
10 —

Figura 4. Patrones de reconocimiento a nivel de IgG frente al antigeno total de
Anisakis, de los sueros positivos a Anisakis por ELISA.
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Figura 5. Patrones de reconocimiento a nivel de IgG4 frente al antigeno total de
Anisakis, de los sueros positivos a Anisakis por ELISA.

PATRONES DE INMUNORRECONOCIMIENTO A NIVEL DE IgE, 1gG e
IlgG4 FRENTE AL ANTIGENO DE Ascaris, DE LOS 36 SUEROS
POSITIVOS A Anisakis POR EL METODO ELISA

kDa
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150 =
100 —
75 —

50 —
37 =—

25 =—

20 =—

14 6 1 95 85 78 3 70 68 67 615 55 54 50 9 7 36 23 21 12 3 2 1
1141054019 137088, 61 61565550 %049 47. .36 150 149 147 146 135 123 121120 119116

kDa

250
150
100

75

50

37

25

20

Figura 6. Patrones de reconocimiento a nivel de IgE frente al antigeno total de
Ascaris, de los sueros positivos a Anisakis por ELISA.
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kDa 150 149 147 146135 123121120 118116 114106101 85 85 78 73 70 68 67 61 56 kDa 55 54 50 49 47 36 232112 3 2 1
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150 =— 150 =—
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15 =— 15
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Figura 7. Patrones de reconocimiento a nivel de IgG frente al antigeno total de
Ascaris, de los sueros positivos a Anisakis por ELISA.

kDa 116 114 106 10195 85 78 73 70 68 67 61 56 55 54 5049 47 36 23 21 12 3 2 1 kDa 150 149 147 146 135 123 121 120 119
250 — 250
150 — 150 —
100 — 100 =
75 — 75 ==
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37 — 37 —
25 =— 25 =
20 —
20 =—
15 — 15 —
10 =—
10 =—

Figura 8. Patrones de reconocimiento a nivel de 1gG4 frente al antigeno total de
Ascaris, de los sueros positivos a Anisakis por ELISA.

e PATRONES DE INMUNORRECONOCIMIENTO A NIVEL DE IgE, 1gG e
IlgG4 FRENTE A LOS ANTIGENOS AK: Anisakis y AS: Ascaris DE LOS

SUEROS POSITIVOS A Ani s 3 (TROPOMIOSINA) POR EL METODO DE
ELISA.
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Figura 9. Patrones de reconocimiento a nivel de IgE, 1gG e IgG4 frente al antigeno
total de Anisakis (Ak), de los sueros positivos por ELISA frente a Ani s 3. Marcador
TM311 anti-tropomiosina

kDa TM311 2 70 114 1186 2 70 114 118 2 70 114 116
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Figura 10. Patrones de reconocimiento a nivel de IgE, 1gG e 1gG4 frente al antigeno
total de Ascaris (As), de los sueros positivos por ELISA frente a Ani s 3. Marcador
TM311 anti-tropomiosina
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e PATRONES DE INMUNORRECONOCIMIENTO A NIVEL DE IgE, IgG e
IlgG4 FRENTE AL ANTIGENO TOTAL DE Anisakis, DE LOS SUEROS
POSITIVOS A Ani s 13 (HEMOGLOBINA) POR EL METODO DE ELISA.

4E8g-Hb 23 36 68 95 119146 3 12 21 23 49 56 67 68 73 78 85 101 120 149
kDa

250 —
150 —
100 —
7% =
50 —

37 —

JL
T T
Positivoa IgE frentea Anis 13 Positivo a lgG4 frente a Ani s 13 por ELISA
por ELISA

Figura 11. Patrones de reconocimiento a nivel de IgE frente al antigeno total de
Anisakis, de los sueros positivos a IgE o IgG4 por ELISA frente a Ani s 13. Marcador
AcMc 4E8g de hemoglobina.
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Figura 12. Patrones de reconocimiento a nivel de IgG frente al antigeno total de
Anisakis, de los sueros positivos por ELISA frente a Ani s 13. Marcador AcMc 4E8g
de hemoglobina.

4E8g
kDa Hb 23 3 B8 95 119 146 3 12 21 23 49 56 67 68 73 78 85 101 120 148
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Positivo a IgE frente a Ani s 13 Positivo a 1gG4 frente a Ani s 13 por ELISA
por ELISA

Figura 13. Patrones de reconocimiento a nivel de IgG4 frente al antigeno total de
Anisakis, de los sueros positivos por ELISA frente a Ani s 13. Marcador AcMc 4E8g
de hemoglobina.

e PATRONES DE INMUNORRECONOCIMIENTO A NIVEL DE IgE, 1gG e
IlgG4 FRENTE AL ANTIGENO TOTAL DE Ascaris, DE LOS SUEROS
POSITIVOS A Ani s 13 (HEMOGLOBINA) POR EL METODO DE ELISA.
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Figura 14. Patrones de reconocimiento a nivel de IgE frente al antigeno total de
Ascaris, de los sueros positivos a IgE o IgG4 por ELISA frente a Ani s 13. Marcador
AcMc 4E8g de hemoglobina.
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Figura 15. Patrones de reconocimiento a nivel de IgG frente al antigeno total de
Ascaris, de los sueros positivos a IgE o IgG4 por ELISA frente a Ani s 13. Marcador
AcMc 4E8g de hemoglobina.
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Anexo 25. Analisis descriptivo de la encuesta

De los 150 participantes, 84 eran mujeres (M) (56%) y 66 hombres (H) (44%), con
edades entre los 18 y 67 afos, y 18 y 61, respectivamente.

Consumo de pescado mensual

Rango de X Consumo pescado al

n (%) edad mes
Mujeres 84 (56) 18 - 67 4
Hombres 66 (44) 18 -61 4
Total 150 4

Consumo de pescado (Hombre y mujeres)

Edad n % Promedio mensual de consumo
de pescado

De 18 a 25 102 | 68 4
26 a 35 26 | 17 5
36 a 45 5 3 5
46 a 55 12 | 8 4
56 a 67 5 3 2
Total 150 | 100 4

Mujeres consumidoras de pescado

Edad n % Promedio mensual de consumo
De 18 a 25 57 | 68 4
26 a 35 14 17 4
36 a 45 4 5 5
46 a 55 5 6 3
56 a 67 4 5 4
Total 84 | 100 4
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Hombres consumidores de pescado
Edad n | % | Promedio mensual de consumo
Del1l8a25 |45| 68 4
26 a 45 13| 20 5
46 a 67 8 | 12 4
Total 66 | 100 4

Consumo de pescado enlatado

Consumo de pescado enlatado

X al , Sardinas Atiny
0, 0
Encuestados n % mes Atun (%) (%) sardinas (%)
H (66) 58 | 88 3 78 0 22
M (84) 72 | 86 3 67 6 28
Total (150) 130 | 87 3 62 3 22
Mujeres que consumen pescado enlatado, por rango de edad.
Mujeres 0 A, Sardinas Atiny
(n=72) n | % |Xalmes | Atun (%) (%) sardinas (%)
De18a25 |49 |68 2 65 4 31
26a 35 13 | 18 3 54 15 31
36a45 4 | 6 3 75 0 25
46 a 55 4 | 6 3 100 0 0
56 a 67 2|3 2 100 0 0
Hombres que consumen pescado enlatado, por rango de edad.
Hombres . Sardinas Atuny
% | X al A % )
(n=58) : ° almes tan (%) (%) sardinas (%)
De18a25 |40 |69 3 73 0 28
26 a 45 11|19 3 91 0 9
46 a 67 7 |12 15 86 0 14

Consumo de pescado en restaurante

Consumo de pescado en restaurante
Encuestados n % X=mes
H (n=66) 43 65 1
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M (n=84) 67 | 80 2
150 110 | 73 2

Forma de consumo preferida en restaurante

Preparacién preferida en restaurantes (%)
n=110
Frito 65
Sudado 37
Al vapor 16
Al horno 24
Apanado 36
Crudo 19
Otro 3

Forma de consumo preferida en restaurante por hombres y mujeres

Preparacién preferida en Preparacion preferida en
restaurantes (%) restaurantes (%)
Hombres n=43 Mujeres n= 67

Frito 60 Frito 67
Sudado 37 Sudado 37
Al vapor 16 Al vapor 16
Al horno 19 Al horno 27
Apanado 35 Apanado 37

Crudo 21 Crudo 18
Otro 0 Otro 4

Forma de consumo preferida en restaurante distribuido por rango de edad

Preparacién de preferencia en restaurante (%)
pr';(;r;‘:;fn 18a25 | 26a45 | 46a67
Frito 42 14 9
Sudado 18 11 9
Al vapor 11 2 4
Al horno 17 4 3

Apanado 28 7 1
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Crudo 8 10 7
Otro 2 1 0
Formade Hombres Mujeres
preparacion 18a25 | 26 a45 | 46a67 | 18a25 | 26 a45 | 46 a67
Frito (%) 30 14 16 49 13 4
Sudado (%) 16 12 12 19 10 7
Al vapor (%) 12 0 5 10 3 3
Al horno (%) 14 2 2 19 4 3
Apanado (%) 26 7 2 30 7 0
Crudo (%) 9 9 19 7 10 0
Otro (%) 0 0 0 3 1 0
Hombres n=43; Mujeres n=67

Consumo de sushi, salazon y marinado: De 150 participantes, 133 (87%)
consumian pescado crudo

Consumo pescado No consumen
n % X consumo mes
crudo (%)
Sushi y seviche 79 53 1 71
Salazon,.ahumado, 55 37 5 95
marinado
Consumo de pescado crudo
Hombres (66) Mujeres (84)
Consumo X
pescado crudo n| % X consumo No n | % | consumo No
mes consumen consumen
mes
Sushi y seviche | 33| 50 1 33 46 g 1 38
Salazon,.ahumado, 22| 15 5 44 33 3 1 51
marinado 9

Consumo de pescado crudo por rango de edad.

crudo

Consumo pescado

Hombres (%)

Mujeres (%)

18a25\ 26 a 45 ] 46 a 67

18 a 25 \ 26 a 45 \ 46 a 67
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Sushi y seviche (H,

n=33)

n=33: M, n=55) 67 24 9 61 26 13
Salaz6n, ahumado,
marinado (H, n=22; M, 59 18 23 76 24 0

Especies de pescado que se consumen con frecuencia

Las cinco especies de peces de preferencia para el consumo fueron tilapia
(Oreochromis sp.) con un 31%, el atun (Thunnus sp.) con el 26%, salmon (Salmo
sp.) con el 17%, trucha (Oncorhynchus mykiss) con un 10 % y pargo (Lutjanus sp.)

con el 3%.

Consumo de mariscos

Respecto a los mariscos, los participantes preferian consumir camarén en un 55%

y langostino en un 4%.

Consumo de mariscos

Encuestados | n | o | CONSUMO
X=mes
150 102 | 68 2
No consumen 48 | 32

Consumo de mariscos
Edad Hombres (%) Mujeres (%)
18 a 25 70 64
26 a 45 15 18
46 a 67 15 18
Consumo de mariscos
Encuestados n % Consumo
X=mes
H (66) 46 70 2
M (84) 56 | 67 2
150 102 | 68

Forma de preparacion preferida en el hogar
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En la opcidn otro, las respuestas fueron sancocho y asado

Preparacién preferida en casa
150 encuestados n %
Frito 105 70
Sudado 85 57
Apanado 44 29
Al horno 26 17
Al vapor 23 15
Crudo 10 7
Otro 11 7

Preparacién preferida en casa Preparacion preferida en casa
Hombres n= 66 n % Mujeres n= 84 n %
Frito 45 68 Frito 60 |71
Sudado 38 58 Sudado 47 | 56
Apanado 19 29 Apanado 25 | 30
Al vapor 13 20 Al horno 16 | 19
Al horno 10 15 Al vapor 10 | 12
Crudo 7 11 Crudo 3 4
Otro 6 9 Otro 5 6

Preparacién de preferenciaen casaHy M (%)

18a25 | 26a45 | 46a67

Frito 49 13 7
Sudado 39 15 2
Al vapor 12 2 1
Al horno 12 2 3
Apanado 22 5 2
Crudo 5 1 1
Otro 3 3 2

Integrantes de la familia que consumen
pescado
De 150 encuestados (%)
Todos 47
Adultos 32
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Mujeres 17
Hombres 13
Adolescentes 3
Nifios 2

Lugar de compra, tiempo de desplazamiento, almacenamiento

Lugar donde compra el pescada Tiempo que demora del lugar de compra ala
casa
150 encuestados (%) 150 encuestados (%)
Almacenes de cadena 53 Menos de 1 hora 67
Plaza de mercado o galeria 11 Entre 1y 2 horas 21
Ambos 29 Medio dia o un dia 1
No compra 5 Mas de 1 dia 2
Otro (pesca) 4 No sabe/No responde 5
Tiempo de . .
. . Tiempo de almacenamiento en
Almacenamiento almacenamiento en . -
. refrigeracion
congelacidn
150 encuestados (%) 1-5dias 22 Horas 11
Congelador 89 1 -3 semanas 39 2 -3 dias 47
Refrigerador 13 1 -5 meses 14 4 -5 dias 11
No lo almacena | 2 No sabe/ No responde | 25 1y 2 semanas 26
No sabe/ No responde 5

Antecedentes clinicos

Personas que han presentado alguna sintomatologia asociada al consumo de

pescado 0 mariscos

Sintomas asociados al , ,
Sintomas asociados al consumo de
consumo de pescado o .
: pescado o mariscos
mariscos
n=150 (%) H (66) M(84) %
Di i . .
|ge,st|vos 11 Digestivos H 9
Cutaneos 7 M 12
Alérgicos 5 H 5
9 Cutaneos
Otros 0 M 10
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Ninguno

| 83 |

Personas encuestadas con antecedentes alérgicos a algun tipo de alimento (n

=150)
Alergia a algun alimento
(%)
Si 11
No 89

. H 2
Alérgicos
M 8
Ninguno H 88
M 79

5

Alimento

S

Mariscos

N
~

Lacteos

=
w

Gluten

Aceituna

Maracuya

Carne cerdo

Enlatados

Canela

Atun

Maiz enlatado

No especifica

RRRRPRRRPRRR RN

(el lNerl Nl el NerlNer) N eor) N ep)

Personas encuestadas con antecedentes de alergia respiratoria (n =150)

Alergia respiratoria (%) Alergia a acaros (%)

Si 27 Si
No 73 No

47
53

Si: Asma - Rinitis

Personas encuestas con antecedentes de otra enfermedad (n=150)

Otra enfermedad (%) Alergia al sol
Si 16 Anemia
No 84 Dermatitis
Desorden hormonal
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Escoliosis
Falla cardiaca
Fibroadenoides
Gastritis
Hipoglicemia
Migrafia
Tumor benigno de parotida
Xeroftalmia

Persona encuestada que habian sido diagndésticadas (Dx) con alguna parasitosis
(n=150)

Personas encuestadas con diagndéstico (Dx) de alguna enfermedad cronica o de

urticaria (n=150)

Diagnostico Hace cuanto tiempo
Dx parasitosis (%) Amebas 2 afos
Si 9 Amebas 8 meses
No 78 Amebas 1 afio
No sabe/ No responde | 13 Amebas 20 afios
Ascaris 20 afios
Ascaris 40 afios
Blastocystis hominis 3 meses
No recuerda 8 afios
No recuerda 1 afio
No recuerda No recuerda
No recuerda No recuerda
No recuerda No recuerda
No recuerda 2 afios
No recuerda 4 afios

Dx enfermedad infecciosa crénica (%)

Dx de urticaria (%)

Si

2

Si 4

No

96

No 93
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No sabe/ No No sabe/ No
responde 2 responde 3
Si: Faringitis Si: Aguda

Virus de Epstein-Barr
Tuberculosis
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Anexo 26. Becas y financiacion

Beca Colciencias para Doctorados en Colombia (Convocatoria 567),
Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
Colciencias — Diciembre del 2012

Beca académica, para asistir al 1l Taller de Epidemiologia Molecular de
Parasitos y Dengue. Federacion Latino América de Parasitologia. Otorgada
por el Instituto Nacional de Salud de Publica del Ecuador y el comité
organizador del FLAP, octubre 2013

Beca Alianza del Pacifico para estancia en la Universidad Austral de Chile,
2014

Beca de Movilidad de la Asociacion Iberoamericana de Postgrado, AUIP,
para realizar una estancia académica en la Unidad de Parasitologia de la
Universidad Complutense de Madrid, 2015

Beca académica, Convocatoria CPBiol. Consejo Profesional de Biologia de
Colombia 2015

Beca Alianza del Pacifico y de la Agencia de Cooperacion Internacional del
Chile, para realizar Pasantia Doctoral en la Unidad de Parasitologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Enero 2016
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Anexo 27. Premios y Reconocimientos

- Reconocimiento en calidad de destacada ex becaria colombiana del
Programa de Formacion y Becas de la Agencia de Cooperacion Internacional
de Chile AGCI, Embajada de Chile, 2017
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Anexo 28. Divulgacion de resultados

XX Congreso de la Sociedad Espafiola de Parasitologia y XV Meeting del
European Veterinary Parasitology College. Tenerife, Espafa. 2017. Pdster:
Castellanos JA., Ubeira FM., Pustovrh C., Cruz-Quintana Y., Daschner A.,
Cuellar C. Sensitisation of IgE to Anisakis simplex parasite in a healthy
population in Colombia.

XXVIII Congreso Colombiano de Investigacion Médica (CECIM) Neurologia
e Infectologia. Villa de Leyva, 2017. Ponencia: Tangua AR., Castellanos JA.,
Salazar L. Primer reporte de Anisakis sp. en el pez rdbalo (Centropomus
armatus) capturado y comercializado en Buenaventura, Colombia. Este
trabajo fue presentado por el estudiante del semillero de investigacion y
obtuvo el sexto puesto en la categoria trabajo de investigacion.

XXVIII Congreso Colombiano de Investigacion Médica (CECIM) Neurologia
e Infectologia. Villa de Leyva, 2017. Propuesta de investigacion: Falla-Zufiiga
LF., Castellanos JA., Pustovrh C. Alérgeno termoestable Ani s 4 en peces
de consumo humano. Este trabajo fue presentado por el estudiante del
semillero de investigacion.

XVII Simposio de Investigacion en Salud: Autocuidado y Cuidado Humano,
Universidad del Valle. 2015. Ponencia: Castellanos JA., Tangua AR.,
Salazar L. Identificacion morfol6gica de parésitos anisakidos aislados de
peces de consumo.
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Anexo 29. Publicaciones cientificas

Castellanos JA., Santana-Pifieros AM., Mercado R., Pefia S., Pustovrh C., Cruz-
Quintana Y. Presence of anisakid larvae in commercial fishes landed in the Pacific
coast of Ecuador and Colombia Revista de la Asociacion Colombiana de Infectologia
— Infectio. In press 2018. (Articulo publicado en revista categoria B publindex; Q3
Scimago).

Castellanos JA., Tangua AR., Salazar L. First reporting of Anisakis sp. in the armed
snook fish (Centropomus armatus) caught and commercialized in Buenaventura,
Colombia. Revista de la Asociacion Colombiana de Infectologia — Infectio 2018;
22(3): 136-140. (Articulo publicado en revista categoria B publindex; Q3 Scimago).

Castellanos JA., Tangua AR., Salazar L. Anisakidae nematodes isolated from the
flathead grey mullet fish (Mugil cephalus) of Buenaventura, Colombia. 2017.
International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife 6:265-70. (Articulo
publicado en revista categoria Al publindex; Q1 Scimago).

Rodriguez-Pérez EG, Escandon-Vargas K, Castellanos JA. An unusual imported

case of diphyllobothriosis in Mexico. Brazilian Journal of Infectious Diseases. 2017;
21 (3) 355-6. (Articulo publicado en revista categoria A2 publindex; Q2 Scimago).
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