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RESUMEN

El presente trabajo de tesis doctoral pretende indagar lassiguientes hipétesis
de trabajo: los estadios larvales de Contracaecumspp. e Hysterothylacium spp.
experimentan migracion hacia la musculatura estriada en las especies de peces
estudiadas; los estadios larvales de Contracaecumspp. obtenidas de peces
naturalmente infectados provocan lesiones en el tracto digestivo de mamiferos,
provocando una respuesta inmune humoral y celular que puede caracterizarse
segun criterios hematol6gicos e histopatoldgicos. Paraponer a prueba estas hipotesis
se plante6 como objetivo general determinar el rol que cumplen las larvas de
Contracaecumspp. e Hysterothylacium spp. presentes en recursos pesqueros del
sudoeste bonaerense, en el desarrollo de la anisakidosis humana. Los objetivos
especificos del trabajo fueron: determinar el rango de hospedadores naturales de
Contracaecunspp. e Hysterothylaciumspp. en peces marinos y continentales, precisar
el status sistematico de estos estadios, evaluar la capacidad miotrépica de los
mismos en peces destinados al consumo humano vy tipificar el dafio tisular de los
estadios larvales invasores determinando el poder infectivo en mamiferos, mediante
el empleo de un modelo murino y analizando el efecto de esta parasitosis sobrelos
pardmetros hematicosen el mismo.

Para el estudio se tomaron especies de peces de importancia comercial en la
region: Cynoscionguatucum, Odontestheargentinensisy Odontesthed®onariensisDe un
total de 316 ejemplares de pecesexaminados entre los afios 20092011, 111
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correspondieron a la especieC. guatucupal05 correspondieron a Q. argentinensisy
100 aO. bonariensisSerecolectaron larvas de Contracaecunsp. e Hysterothylaciumsp.
de la cavidad celémica de dichas especies. Las mismas fueron estudiadas histologica
y morfolégicamente. Se realizaron estudios moleculares de las larvas halladas erC.
guatucupa,en los cualesse evidencio una asociacion con especies deContracaecum
gue parasitan mamiferos.

Se tomaron muestras de filete de cada especie de pez,.31685 g de C.
guatucupa,1.7549 g de O. bonariensisy 1.3271 g. de O. argentinensis,que fueron
analizados mediante digestion enzimatica. En el total de filetes analizados solo se
encontraron 4 nematodes enO. bonariensis

Para tipificar el dafo tisular de los estadios larvales encontrados y determinar
el poder infestivo en los mamiferos se inocularon, siguiendo un protocolo de
infestacion, ratones de cepa Balb/cAnN de 30 g. de pesopromedio .

Se utilizaron técnicas histolégicas de rutina y coloracion de hematoxilina -
eosina. Los resultados mostraron dos infestaciones positivas con larvas L3
pertenecientes a C. guatucupa.La histopatologia evidencié la larva fijada al tubo
digestivo, principalmente en la regién fundica del estobmago, la cual penetr6 el
epitelio de la mucosa gastrica llegando hasta la capa muscular. Se observé una
compresion total del epitelio, con pérdida de la estructura glandular y adoptando un
aspecto aplanado entorno a la larva. Un infiltrado leucocitario con presencia de
monocitos, neutroéfilos, eosinofilos y linfocitos, roded los tejidos proximos al sitio de
penetracion de la larva. En uno de los casos positivos de infestacion se observo

variacion en la composicion leucocitaria de la sangre de los ratones. Parte del



material infe stado fue fijado en glutaraldehido 2,5%, para la observacion mediante
microscopia electronica de barrido. La identificacion a nivel especifico empleando
técnicas moleculares se realizésolo para las larvas de Contracaecunsp. provenientes
de la pescadilla, C. guatucupa debido a que fue la Unica especie de parasito de las
ensayadas que produjo resultados positivos de infestacion. Los analisis de las
secuenciasgenomicas indican que éstas larvas se ubicaronen el mismo cluster junto
a C. margolisi y C.ogmorhinj ambos parésitos de mamiferos marinos.Hasta tanto se
disponga de mayor informacién a nivel genético del género Contracaecumse
concluye que las larvas que produjeron lesion en la mucosa deratones BALB /cAnN
pertenecenal complejo Contracaecunegmorhini sl.

De acuerdo con los resultados alcanzados hasta el momento, las larvas de
Contracaecum ogmorhini g infestivas para el modelo murino utilizado,
potencialmente inducir ian lesion en otros mamiferos, incluido el hombre. No
obstante la exigua prevalencia e intensidad larval registrada en la carne de los
pescados estudiados, sumado al habito de coccidon completa de los platos a base de

filetes, permiten considerar de bajo riesgo epidemiolégico a las especies estudiadas.



ABSTRACT

The aim of the present work is to test the following hypotheses: the larval
stage of Contracaecumspp. and Hysterothylacium spp. migrate towards the
musculature in the hosts fishes; the larval stage of Contracaecumspp. and
Hysterothylaciumspp. obtained of infected fishes causedinjuries in the digestive tract
of mammals, provoking humoral and cellular immune responses that can be
characterized according to hematological and histop hatological criteria. To test these
hypotheses it was considered as a general objective to determine the role of
Contracaecunspp. and Hysterothylaciumspp. present in the southwest of Buenos
Aires fishery resources in the development of human anisakidosis.

The following specific purposes were added: to determine the range of
natural hosts of Contracaecumspp. and Hysterothylacium spp. in marine and
continental fishes, to confirm the systematic status of these stages to evaluate the
myotropic behavior of the helminths in fish used ashuman food and to assessthe
tissue damage of the larval stagesinvading the mucosa of the digestive tract and to
analyzesthe effect of this parasitosis on hematological parameters.

Some fish species of commercial importance in the region Cynoscion
guatucupa, Odontestheargentinensis and Odontesthé®nariensiswere considered to
the study.

A total of 316 fish individuals were analyzed between 2009and 2011, 111

corresponded to C. guatucupa 105 specimens to O. argentinensisand 100 to O.



bonariensisContracaecunspp. and Hysterothylaciumspp. larvae were collected from
the visceral cavity of these fishes. They were studied histologically and

morphologically. Fillet samples of each host were prepared and 3.31685 grs were
taken from C. guatucupa 1.7549 grs. From O. bonariensisand 1.3271 grs from O.
argentinensisfurther analyzed by enzymatic digestion. Only four larval nematodes
were found from all of the flesh examined.

To assessthe tissue damage and determine the infective power of the larval
nematodes, they were inoculated per ossin mammals, following a protocol of
infestation, using a strain of BALB / cAnN mice about 30 grs.in mean weight. There
were performed histological sections stained with hematoxylin -eosin. The results
showed two positive infestations with Contracaecumsp. L3 from C. guatucupa
Histopathology showed the larvae attached to the gastrointestinal tract, mainly in
the fundic region of the stomach, penetrating the gastric mucosal epithelium and
reaching the muscle layer. A total compression of the epithelium was observed, with
loss of glandular structure and adopting a flattened appearance around the larva. A
leukocyte infiltration with monocytes, neutrophils, eosinophils and lymphocytes
surrounding the penetration site next larval tissues was observed. In the positive
cases itwas noted a variation in the blood leukocyte counts. Part of the infected
material, fixed in glutaraldehide 25 %, was prepared for the observation under
scanning electron microscopy. The identification at the specific level employing
molecular technics was performed only on larvae of Contracaecunsp. proceeding
from the stripped weakfish, Cynoscionguatucupa because ofthese were the only that

brought positive results in the experimental infections. The comparative analysis of



the genomic sequences shove that these parasites cluster near the marine mammals
parasites C. margolisi and C. ogmorhini Until more in formation to the genetic
composition of Contracaecuncould be available, the larvae which provoking injuries
in the mucosal tissue of BALB /c AnN mice belong to the taxonomical complex
Contracaecunogmorhini s.1.

According to the results reached up to the moment using a murine model, the
infective C. ogmorhini s.I.L3, could potentially induce damage to other mammals,
including man . Nevertheless the exiguous prevalenceand larval intensity found in
the flesh, along with the habit of well done cooking food based on filet, allow

consideraslow epidemiological risk the anisakid species studied.



Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones sugeridas por los

jurados

Firma del director:



INTRODUCCION GENERAL

En muchos paises del mundo, el pescado y en general los productos de la
pesca ocupan un lugar primordial en la alimentacion humana como aporte de
proteina animal.

El bajo contenido de grasas de muchas especies de peces demersales y los
efectos beneficiosos sbre afecciones -cardiovasculares de los acidos grasos
poliinsaturados que se encuentran en las especies de peces grasos pelagicos,
constituyen dos aspectos importantes para convertirlos en un alimento de eleccién
como aporte de proteinas saludables. Ademas es un alimento insustituible en la
nutricion humana. Sin embargo, las malas practicas de higiene de los alimentos
suponen un riesgo de contraer enfermedades. La presencia de parasitos en el
pescado es un fendmeno generalizado e imposible de eliminar de hs poblaciones de
peces silvestres, porque los factores ecolégicos que determinan las infecciones
parasitarias escapan del control humano.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) constituyen un
importante problema de salud a nivel mundial. S on provocadas por el consumo de
agua o de alimentos contaminados con microorganismos o parasitos, o bien por las
sustancias toxicas que aquellos producen. La preparacion y manipulacién de los
alimentos son factores claveen el desarrollo de las ETA, por lo que la actitud de los

consumidores resulta muy importante para prevenirlas.



Por otra parte, la Subsecretaria de Control Sanitario (Ministerio de Salud de la
Provincia de Buenos Aires) considera que las alergias alimentarias son patologias
emergentes. Seestima que un 40 a 60% de los shocks anafilacticos son causados por
alimentos y de ellos, el 30% se relacima con el consumo de pescado

La anisakidosis humana es una enfermedad producida por larvas de
nematodes de la familia Anisakidae, que se localizan en la cavidad corporal o en el
sistema muscular de peces teledsteos y/o moluscos cefalépodos. Son ingeridos
accidentalmente por el hombre cuando consume pescado infectado crudo o poco
cocido (de la Torre Molina et al., 2000,Rello et al.. 2009.

El primer caso de anisakidosis humana se describié en Holanda (Staub, 1955)
publicado detalladamente méas tarde por Van Thiel (1962). Desde entonces se
documentaron casos en todo el mundo. En Japon, donde se diagnostican mas 2.000
casos anudes de anisakidosis (Lymbery & Cheah, 2007), seencontraron larvas de
estos parasitos en mas del00 especies de peces que los japoneses acostumbran
comer crudos. El consumo de pescadopor persona por dia en e pais es de 239
gramos (Audicana et al., 2002). La cocina tradicional nipona incluye platos como el
sashimi y sushi, cuyo consumo popularizado mantiene moderados valores de
incidencia de la infeccion. Otros platos con alto riesgo de contraer la infeccién son el
bagoong filipino ; en Alemania, el arenque salado o ahumado; el graviax
escandinavo, el lomi-lomi Hawaiano; el ceviche en pueblosdel Pacifico de América
del Sur, asi como en Espafa el boqueron en vinagre (Sakanar& McKerrow , 1989,

Audicana & Kennedy, 2008).



Desde entonces, los registrosde casos de anisakidosis humana son muy
numerosos en paises como China y Corea. En Europa seresentaron numerosos
casos en Holanda, EspafafFrancia, Reino Unido, Alemania e Italia (Van Thiel, 1962,
Watt et al., 1979, Boureeet al., 1995,Rosaleset al., 1999, Plathet al., 2001, Pelegriniet
al., 2005, Audicana& Kennedy, 2008 Na et al., 2013

En Espafa, ArenalVera et al., (1991) publicaon el primer caso de esta
enfermedad, en tanto Lépez Pefas et al, (2000) describieron 13 casos mas.
Actualmente se registraron 66 casos de parasitacion por Anisakis sp. sin
sintomatologia alérgica (EFSA, 2010. Sin embargo, el nimero de casos referidos en
este pais es menor que el esperado en un paigue seposiciona en el segundo lugar
de mayor consumo de pescado por habitante del mundo (Dominguez Ortega et al.,
2000). En la regién Vascael consumo de pescado por persona por dia es de 90 g. y
en el resto de Espafia es de 85 g. (Audicanat al., 2002). En Portugal elconsumo de
pescado por dia por persona es similar a Espafia (90 g.) pero hasta el afio 2003 rse
habian registrado casos de infestacion humana porAnisakis sp. ElI motivo principal
de la falta de casos se debe a que en este pais no es comun el consumo de pado
crudo (Silva &Eiras, 2003).

El primer caso de anisakidosis en Francia ocurrié en el afio 1969pero en 1995
Bouree et al., reportaron 25 casos clinicos con dolor abdominal agudo y casos
cronicos con diagnéstico serolégico positivo. Las larvas estuvieron localizadas en el

estdbmago e intestino.
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Plath et al., (2001) citaron en Alemania que en el afio 1988 se reportaron 8
cascs de anisakidosis en los quelas larvas de Anisakisfueron encontradas y extraidas
de la mucosa géstrica.

Shamsi & Butcher (2011) confirmaron el primer caso de anisakidosis en
Australia producido por una larva de Contracaecunsp. en una mujer de 41 afiosEn
su informe se relata que la paciente ingresda la guardia hospitalaria por un dolor
intenso gastrointestinal, vomitos y diarrea. Luego de tres semanas, con sintmas
cada vez mas severos, liber6 unalarva con la materia fecal y asi los sintomas
desapareciera.

Hasta el presente se considera una afeccion endémica en Espafia al igual que
en paises americanoscomo Canada, Alaska, México y EEUU. En EEUU los primeros
casos ocurrieron en | a d®cada del 070,
se estima que han habido mas de 50 casos confirmados (Deardorff et al., 1986,
Sakanari & McKerrow , 1989, Deardorff et al., 1991, Audicana et al., 2002, Jofre
Morales et al., 2008).

Una revision realizada en el afio 1993revel6 11.629 casos deanisakidosis en
Ameérica Latina (Quijada et al., 2005, Rosa da Cruzet al., 2010). La infeccibn humana
por esos nematodes fue descritaen Peru, Brasily Chile. En Peru se considera una
enfermedad emergente con9 casos reportados(Cabrera & Trillo -Altamirano, 2004).
En Brasil se demostré la presencia de estos nematodes y existen5 casos
documentados hasta 2010 (Rosa da Cruzt al., 2010).En Chile se describieron casos
desde 1976 (Sapunaret al., 1976) y hastael momento se reportaron 28 registros

clinicos de anisakidosis, 4 de ellos en pacientes pediatricos, A mayoria de ellos
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provocados por Pseudoterranovadecipiens afectando la mucosa gastrica (Jofre
Morales et al., 2008).

En Argentina, a pesar de que existen numerosos recursos pesqueros que
albergan representantes de los génerosAnisakis, Pseudoterranova, Hysterothylacium
Contracaecuny Terranova ha sido registrados un caso de anisakidosis humana hasta
el afio 2012(Abuin et al., 2012). ElI consumo relativamente bajo de carne de pescado
(9 Kg. capital. aio! vs 56 kg. capital. afiol de carne vacuna) y los habitos de su
coccion completa, explican en parte los pocoscasos clinicos en Argentina (Tanzola,
2009, 2011).Un paciente coreano de 27 afios tripulante de un barco pesquero
extranjero con diagnéstico de abdomen agudo por sindrome de obstruccién del tubo
digestivo fue atendido en el Centro Médico de Mar del Plata. ElI examen
histopatoldgico reveld en el corte transversal un verme identificado como Anisakis
sp. (Jorg, 2000)Mas tarde, Abuin et al. (2012)presentaron el primer caso dinico de
anisakidosis autoctona en la Argentina, de una mujer de 46 afios consumidora
frecuente de sushi, sashimi y mariscos El motivo de consulta fue pirosis, reflujo
gastroesofagico, astenia y adinamia. Al realizarle una videoendoscopia digestiva
alta, se observé un pequefio parasito alargado penetrando la pared gastrica,de color
blanquecino, de aproximadamente 1 cm de etension y que se identifico
tentativamente como Anisakissp.

En 2011,Menghi et al., registraron en la provincia de Buenos Aires un caso de
una nifia de 9 afios que elimind en sus heces una larva Procedieron a la consulta a
través de fotografias que enviaron a 0 T h e C e n tDasease Control and

Pr even (CDO) ndé Atlanta EEUU, quienes determinaron que pertenecia al
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complejo AnisakisContracaecungsic). Tal hallazgo amerita una revision debido a la
forma de determinacion del ejemplar y a la conclusion de pertenencia de un
complejo AnisakisContracaecungue no tiene sustento taxondmico (ambos géneros
pertenecen a dos clados evolutivos dstantes).

Las manifestaciones clinicas de la anisakidosisdependen de la localizacion de
la larva y de las lesiones histopatologicas que la misma ocasiona. En ldorma no
invasiva, las larvas permanecen en el tracto digestivo sin penetrar la pared de la
mucosa, ni causar sintomas especificosde infeccion y son descubiertas cuando son
expulsadas por tos, vomitos o diarrea. En la anisakidosis invasiva, las larvas
penetran el tracto digestivo y afectan en distinto grado a los diferentes 6érganos. En
éste caso, el nematode perfora la mucosa con enzimas hidroliticas que degradan el
acido hialurénico. Este componente de la matriz intersticial del tejido conectivo se
encuentra localizado en la lamina propia del tracto gastrointestinal (Hotez et al.,
1994). En los casos de anisakiasis orfaringea, la larvas penetran las mucosas bucal y
faringea y estan asociadas con ligero dolor o sensacion deardor, asi como con
dificultad para deglutir (Bouree et al., 1995, Smith 1999, Lymbery & Cheah, 2007,
Audicana & Kennedy, 2008, Dorny et al,. 2009).

Las formas mas prevalentes de anisakidosis son la penetracionde la mucosa
gastrica o intestinal. Los sintomas, en el primero de los casos, aparecen entre § 12
horas después del consumo de peces parasitdos e incluyen dolor repentino de
estbmago, nauseas y vomitos. Los casos agudos pueden convertirse en tumores

gastricos, gastritis aguda, ileitis y colecistitis (Overstreet & Meyer, 1981, Acha &
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Szyfres, 1987, Deardorff et al., 1991, Boureeet al., 1995, Rosaleset al., 1999,
Hiramatsu et al., 2004, Audicana& Kennedy, 2008).

La anisakidosis intestinal ocurre de 5 a 7 dias después del consumo de
pescado. Los sintomas clinicos incluyen nauseas, vomitos, fiebre, diarrea con sangre,
intenso dolor abdominal similar a una obstruccion intestinal, apendicitis o
peritoni tis. En este tipo de anisakidosis suelen observarse las larvas en la mucosa
rodeadas de un denso granuloma eosinofilico (Sakanari et al., 1988, Deardorff et al.,
1991, Boureeet al., 1995, Rosaleset al.,, 1999, Nohet al., 2003, Lymbery & Cheah,
2007, Audicana& Kennedy, 2008, Dorny et al., 2009).

En relacion con lo mencionado en parrafos anteriores se observd una
localizacion diferencial de la enfermedad de acuerdo con elpais en donde se contrajo
la infestacion En paises de Europa se producen mas casode anisakidosis intestinal,
en cambio la anisakidosis gastrica se registd con mayor frecuencia en Japdn
(Pellegrini et al., 2005).

En los afios recientes la anisakidosis fue asociadh a respuestas alérgicas con
sintomas clinicos que van desde inflamaciones aisladas a urticariallegando hasta un
shock anafilactico mortal. Los primeros signos de alergia ocurren entre las 2
primeras horas después de ingerir pescado infegado pudiendo tardar hasta 6 horas
(Lymbery & Cheah, 2007, Audicana& Kennedy, 2008).

Autores como Audicana et al., (1995),Del Pozo et al., (1996) yAudicana et al.,
(1997 describieron estos procesos alérgicosy lo atribuyeron a una hiper sensibilidad
inmediata a la larva después del consumo de pescado, comprobada con pruebas

intradérmicas positivas, con deteccion de Inmunoglobulinas E en suero y liberaciéon
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de histaminas. Las pruebas intradérmicas fueron comprobadas por Purello et al.,
(2000 utilizando extracto de la rvas de Anisakissp. y de pescado.

Se presentéun solo caso de conjuntivitis ocupacional causado por Anisakis
simplexen un paciente que habia estado expuesto durante su trabajo. Se sugirié que
los antigenos habian alcanzado los ojos mediante transmision aérea ya que el
paciente tolero la ingesta de pescado (Anibarro & Seoang 1998)

De los 14000 a 15000 casos reportade de anisakidosis humana en todo el
mundo, mas del 90% corresponden a la infeccidon producida conA. simplex(sensu
lato) y en menor porcentaje a P. decipiengsensu lato) (Limbery & Cheah, 2007,
Audicana et al., 2008, Dorny et al., 2009 Na et al., 2013.

Ademas, la especie Anisakis physeterisy los representantes de los géneros
Contracaecum e Hysterothylacium fueron registrados como agentes etiolégicos de
anisakidosis, pero en menor proporcion (Yagi et al., 1996,Rosaleset al., 1999, Smith,
1999, Limbery & Cheah, 2007, Audicana et al., 2008,Dorny et al., 2009 Shamsi &
Butcher, 2011). Cheng (1976), Mudry et al., (1982), Pereira Bueno, (19, Beldsoe &
Oria, (2001, asi como la Division de Enfermedades Parasitarias del Centro de
Control de Enfermedades de Atlanta (DPD-USCDC) quienes consideran a
Contracaecunspp. como potencial agente de anisakidosis humana.

Norris & Overstreet (1976), Overstreet& Meyer (1981), Beldsoe & Oria (2001),
sobre una base experimental en modelos murino y primate, alertaron sobre los
riesgos que representan las larvas pertenecientes al género Hysterothylacium En

Japon, Yagi et al, (1996), relataron un caso de anisakidosis humana con
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sintomatologia de dolor abdominal y diarrea durante un mes que se resolvio con la
eliminacion por las heces de una hembra deHysterothylaciumaduncum.

La tendencia naturista de la poblacién durante los Gltimos afios de consumir los
alimentos insuficientemente cocidos, y, en especial la introduccion de ciertos platos
elaborados con pescado crudo hacen que el riesgo de padecer anisakidosis se haya
visto incrementado en nuestro pais y en otros.

La epidemiologia de la anisakidosis es dificil de estudiar, fundamentalmente
por lo complicado que es realizar muestreos adecuados en las diferentes poblaciones
de hospedadores. Algunos trabajos demuestran que la prevalencia e intensidad de
las infecciones pa larvas de anisakidos pueden variar en una misma zona y en la
misma especie hospedadora a lo largo del tiempo (Szidat, 1955,MacKenzie &
Longshaw, 1995, Tanzolaet al., 1997,Navone et al., 1998, De la Torre Molinaet al.,
2000,Tanzola & Guagliardo, 204, Tanzola et al., 2009, Timi & Lanfranchi, 2009)

Frente a tal situacion, se considerd relevante iniciar estudios biopatol6gicos
tendientes a demostrar experimentalmente la potencialidad zoonética de las larvas
de Contracaecumspp. e Hysterothylacium spp. presentes en especies icticas de
consumo humano, como la pescadilla y pejerreyes de mar y de laguna.

Este trabajo de tesisndaga sobre las siguientes hipétesis de trabajo:

1 Los estadios larvales deContracaecunspp. experimentan migracion hacia la

musculatura estriada en la pescadilla y en lospejerreyesde mar y de laguna.

1 Los estadioslarvales de Hysterothylaciumspp. experimentan migracion hacia

la musculatura estriada en la pescadilla y en los pejerreyes de mar y de

laguna.
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1 Las larvas de Contracaecunspp. e Hysterothylaciunspp. obtenidas de peces
infestados provocan lesiones en el tracto digestivo del modelo experimental
murino

1 Las larvas de Contracaecumspp. e Hysterothylaciumspp. provocan una
respuesta inmune humoral y celular en el modelo experim ental murino que
puede caracterizarse segun criterios hematoldgicos e histopatolégicos

Para testear estas hipoétesis se plantearon los siguientes objetivos:
General:

1 Determinar el rol que cumplen las larvas de Contracaecumspp. e

Hysterothylacum spp. presentes en recursos pesqueros del sudoeste

bonaerense, en el desarrollo de anisakidosis humana.

Especificos

1 Determinar el rango de hospedadores naturales de Contracaecunspp. e
Hysterothylaciumspp. en peces marinos y continentales.

1 Precisar el statussisteméatico de los estadios larvales.

1 Evaluar la capacidad miotrépica de los estadios larvales (L3) en peces
destinados al consumo humano.

1 Tipificar el dafio tisular de los estadios larvales invasores.

1 Determinar el poder infestivo en mamiferos empleando un modelo murino

1 Analizar el efecto de la parasitosis sobre parametros hematicos en

modelo murino.
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CAPITULO |

Los generos Contracaecume
Hysterothylacium como agentes zoonoticos
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INTRODUCCION

Antecedentes del estudio de los géneros Contracaecum Railliet &
Henry, 1912 e Hysterothylacium Ward & Magath, 1916 en Argentina
(Tabla I).

La mayor parte del conocimiento de los géneros Contracaecum e
Hysterothylaciumen Argentina consiste en citas de estadios larvales integrantes de
ensambles parasitarios de pecesEn nuestro pais solo unas pocas especies fueron
propuestas como nuevas para la ciencia y sélo de una se conocen aspectos del ciclo
biolégico en la Naturaleza.

Tabla I: Antecedentes del estdio de los géneros Contracaecume Hysterothylacium en
Argentina , ordenados segun su cronologia de publicacion

Estado :
Especie del Hospedador/res Proce?,ef?ua Autor/es
desarrollo geogratica
Laguna de Cochicd,
. o Mac Donagh
Contracaecunsp. Larvas Pejerrey Provincia de Buenos ac Jonag
Al (1928)
Ires
Contracaecum . . Gutiérrez
. - Phalacrocoraalbiventer | Pat
C. {ravassosi alacrocoraalbiventer | Patagonia (1943)
Schuurmans-
C. macronectidis Larva Macronectes giganteu{ Punta Arena. Stekhoven
(1950)
Contracaecunsp. Larva Odonthestes 5'0 L'mayi Provincia Szidat (1961)
e Neuquen
C. aduncum Mar del Plata,
(=Hysterothylacium Adulto Merluccius hubbsi | Provincia de Buenos | Szidat (1955)
aduncun) Aires
Mar del Plata,
Contracaecunsp. Larva Merluccius hubbsi | Provincia de Buenos | Szidat (1955)
Aires.
Xystreuris rasile Quequén, Provincia
Cont L Paralichthys patagonicus | de Buenos Aires. Szidat (1969)
ontracaecunsp. arva Parona signata
. . .| Zooldgi L
C. spheniscus Spheniscus magellanicy Plo{;:glco deLa Boero & Led
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(1970)

Provincia de Buenos

Boero & Led

.mi hal Nycti ti .
C. microcephalum Adulto ycticorax nycticorax | ..o (1971)
Epinepheluslexandrinus,
C. aduncum Paralichthys patagonicug Plataforma Evdokimova
Scomber colias Patagénica (1973)
Merluccius hubbsi
Austroatherinaincisa .
Plataforma Evdokimova
Contracaecunsp. Stromateus maculatus Patagénica (1973)
Cheilodactylus bergi
C. osculatum Larva
Contracaecum Larva
H. aduncum Larva
Dissostichus eleginoidg -s/d Gaevskaya
(1990)
H. nototheniae Adulto
H. aduncum Adulto
Contracaecunsp. | Plataforma Nigmatullin &
Porrocaecunsp. | Larvas lllex argentinus continental Shukhgalter
Hysterothylaciumsp. | Argentina . (1990)
Salmoniformes
Contracaecunsp. Perciformes
Atheriniformes -s/d Ortubay et al.,
Siluriformes (1994)
Hysterothylacium Adulto PatagoninaHatcheri
Percichthys trucha
Sierra de la ventana, .
H. rhamdiae Adulto Rhamdia sapo Provincia de Buenos Brizzola &
Al Tanzola (1995)
Ires.
Contracaecm spp. Larva .
Hysterothylaciumspp. Larva Merlucciushubbsi Mackenzie &
M. autralis Islas Malvinas. Longshaw
H. aduncum Adulto ' (1995)
. . Labriola &
C. philomultpapillatum Egretta alba /d .
P pap 9 S Suriano (1996)
Tanzola et al.,
(1997)
Estuario de Bahf Tanzola et al.,
. i 1 Estuario de Bahia
Contracaecunsp. Po(r:IChthys pg_rOSISSImm Blanca, Provincia de _(r1998)| &
onger orbignyanus | o Lo anzola
Guagliardo
(2000)
Hysterothylaciumsp. Adulto
Hysterothylaciumsp. Larva . . . Cremonte &
mber ni Mar Argent
Scomber japonicus ar Argentino Sardella (1997)
Contracaeacurap. Larva
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Lago Aluminé,

H. patagonense ,ﬁdulto Percichthygrucha Provincia de N:OEV;?C et
arvas Neuguén. al.( )
Contracaecuns Larva Plataf
P- Genypterus blacodes ataforma Sardellaet al.
Larva G. brasiliensis Comme.mal (1998)
H. aduncum ' Argentina.
Adulto
Themistogaudichaudii
Engraulis anchoita
Larva . .
Merluccius hubbsi
Scomber japonicus Navone et al
H. aduncum Mar Argentino. (1998) '
G. blacodes
G. brasiliensis
Adul Merluccius hubbsi
ulto S. japonicus
Contracaecunsp. Larva Raphidascaris sp.
TipoAyB Mar del Plata, Incorvaia &
Provincia de Buenos | Diaz de
Hysterothylaciumsp. P. patagonicus Aires. Astarloa (1998)
Larva P. orbgnyanus
Cuenca del
Contracaecunsp. Larva |Serrasalmus spilopleurg Riachuelo, Provincia I-Erggnn
de Corrientes. ( )
Lago Nahuel Huapi, Revenga &
Contracaecunsp. Larva Galaxiasmaculatus | Provincia de Rio Scheinert
Negro. (1999)
Golfo San Matias, p
Hysterothylaciumsp. Larva lllex argentinus Provincia de Rio CKaonzer(le;(é)gaO
Negro. roeck ( )
Laguna Mar
C. multipapillatum Adulto Egretta alba Chiquita, Provincia l\;%\g%ne etal.
de Buenos Aires. ( )
Contracaecunsp. Larva E. anchoita Costas agentinas y Timi etal.
uruguayas. (2001)
Contracaecunsp. Larva
. Peninsula Valdés,
S. magellanicus Provincia de Chubut (Pz%zoo?f)et al.
C. pelagicum Adulto
Timi (2003),
Contracaecunsp. Larva . Norte bonaerense, o ( ).
H. ad Adult E. anchoita sur bonaerense y Timi & Poulin
. aduncum ultos Patagonia (2003)
Zona Comun de
Adultos Merlucciushubbsi pesca Argentino & Sardella &
H. aduncum Larva Uruguaya, Golfo San | Timi (2004)

Matias, Golfo
San Jorge, Plataforma
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Patagodnica

Contracaecunsp. Larva . Sardella &
M. hubbsi Zona Comun.de Timi (2004
pesca Argentino &
Uruguaya, Golfo San
Matias, Golfo San
Jorge, Plataforma
Patagonica
Estuario de Bahia Tanzola &
Contracaecunsp. Larva Cl\'/lg?uart#ig:pa Blanca. Provincia de | Guagliardo
) Bueno Aires. (2004)
Lagunas del sur de la Mancini et al
L provincia de )
Contracaecunspp. Larva O. bonariensis Cérdoba. (2005)
H. aduncum ) ) -
. Argentina, Brasil y Timi et al.
Hysterothylaciumsp. Larva C. guatucupa
Uruguay. (2005)
Contracaecunsp
Peninsula Valdés,
: Provincia de Chubut. .
g' pflag|cum ,T_dultos S. magellanicus Mar del Plata, Gzzrg)?m etal.
ontracaecunsp. arvas Provincia de Buenos ( )
Aires.
Zona Comun de
Contracaecunsp. pesca Argentino 8 Braicovich &
Hysterothylaciumsp. Larvas Percophis brasiliensis| Ururguaya, Golfo Timi (2008
H. aduncum San Matias, zona g1 | 1imi (2008)
Rincon.
. Adulto : Bahia Bustamante y | Garbin et al.
C. chubutensis Larva Phalacrocorax atricep Puerto Madryn (2008)
L o , Mancini et al.
Contracaecunspp. Larva O. bonariensis La Vifia (Cérdoba) (2008)
Costas de h Timi et al.
Hysterothylaciumsp. Larva Pinquines brasilianus provincia de Buenos | (2008)
H. aduncum Adulto guip Aires, Golfo San Timi et al.
Matias, Golfo Nuevo. | (2009)
H rothylaci . . . .
ysterothylaciumsp Oligosarcus jenynsii
Contracaecunsp.
Contr Larva S:JO?/?ECSE(?: :lljenos Tanzolaetal.,
ontracaecursp. O. bonariensis Kires (2009)
Jenynsia multidentata '
H. rhamdiae Rhamdiaquelen,
Hysterothylaciumsp. Larva. Brevoortia aurea Alarcos &
Contracaecunsp. P. orbgnyanus Laguna Mar Etchedqoin
Chiquita. (2010?
Hysterothylaciumsp. Larva. Micropogoniadurnieri.
H. spirale Zenopsis conchife Costas Argentinas
Adulto s Rossinet al.
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(2011
oo e e, | ok et
C. australe Adultos Phalacrocorax brasilianus Cordoba. (2012)
Pimelodusalbicans Rio Cuarto
Contracaecuns Larva Biole et al.
P- ~ | 0. jenynsii (2012)
R. quelen Lagunas pampeanas
O. bonariensis
Laguna Mar
C.ovale Adulto. | Rollandia rolland Chiquita y Laguna _(?alearlm 2‘012
Chascomus. anzola ( )
. . Bahia Engafio, Garbin et al.
C. pelagicum Larva. E. anchoita Chubut (2013)
Puerto Deseado,
C. australe Adulto . | P. gaimardi zrrﬁ\;mcua de Santa Garbin (2014)

Garbin (2009) en su trabajo de tesis doctoral identifico cinco especies defjénero
ContracaecumTres de ellas fueron ser nuevas, una fue mencionada anteriormente
(Garbin et al., 2008).Ademas redescribié a Contracaecum pelagicuynC. miroungaque
parasita a S. magellanicusmencionandolo como hallazgo raro, tratAndose de una
especie habitualmente encontrada en mamiferos. También en S. magellanicus
identificd una especie a la que provisoriamente denominé Contracaecum. sp. 2y
gue probablemente representaria un nuevo taxon del género (Garbin (2015) com.

pers.).
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Morfologia y Ciclos de vida de Contracaecum spp. e Hysterothylacium

Spp.

Los anisakidos estan asociados ecolégicamente con vertebrados acuéticos, peces
mamiferos y aves piscivoras. La transmision de las especies en esta familia depende
del medio hidrico y usualmente involucra invertebrados acuaticos y peces como
hospedadores intermediarios o paraténicos (Anderson, 2000).

En este trabajq las investigaciones se centraronespecificamente en la biologia en

dos géneros:Contracaecune Hysterothylacium.

Contracaecum:

El género Contracaecunsegun Fagerholm (1989) se cmponia de 50 especies
nominales; sin embargo Shamsi et al., (2009) citaron la presencia de
aproximadamente 100 especies de distribuciébn cosmopolita.Esta variacion se debeal
uso de las nuevas técnicas degenéticamolecular.

La clasificacion actual se basa en rasgos morfolégicos observados al microscopio
Optico, como estructuras cefalicas, biwcales y faringeas, sistema reproductor y
extremo posterior masculino (Fagerholm, 1990).

Los hospedadores definitivos de este género son aves piscivoras y mamiferos
asociados con agua dulce, salobre y de mar (cormoranes, pelicanos, focas)
(Fagerholm, 1990).En el agua se encuentran los huevos embrionados con el primer
estadio de Larva I. Esta larva se desarrolla y muda al segundo estadio de Larva ll,
posee un diente ventral a la abertura oral y un delicado apéndice ventricular
(Anderson, 2000). Este estadio es ingerido por un hospedador invertebrado,
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especialmente un copépodo, actuando como un hospedador de transporte.
Posteriormente es transmitido a un pez (hospedador intermediario) donde tiene
desarrollo la Larva lll luego de encapsularse en el mesenterio. Este estadio posee
labios rudimenta rios pero no tiene aun interlabios. Se encuentran bien desarrollados
el apéndice ventricular y el ciego intestinal (Anderson, 2000). El ciclo se completa
cuando el ave hospedadora o un pinnipedo ingiere el pescado infestado y la larva se
libera en su tubo digestivo (Anderson, 2000, Kloster & Plotz, 199).

Las especies de Contracaecumse diferencian de otros anisakidos como
Pseudoteranova decipiens Hysterothylacium aduncumen que la larva Il es
directamente infestante para las especies de peces pequefos (McClelland, 1995).

Se han desarrollado algunos estudios experimentales de transmision larvaria
para establecer la correspondencia del ciclo de vida(Semenova, 1979)

Semenova (1979) infecté experimentalmente copépodos con larvas de C.
micropapillatum en los que se produjo la muda, dias posteriores se encapsularon en
el celoma y sirvieron para infe star peces y ranas. Las larvas Ill migraron a la cavidad
visceral de estos hospedadores, se mcapsularon y lograron ser infestivas para
pelicanos (Anderson, 2000)

Los estudios taxondmicos en Contracaecunspp. realizados hasta el presente son
numerosos, sobre todo en aquellos que parasitan peces, aves y mamiferos boreales
(Hartwich, 1964; Fagerholm, 1989; 1990; Kloser& Pl6tz, 1993. Sin embargo, la
taxonomia de este grupo sigue siendo confusaactualmente debido a la similitud
morfoldgi ca entre las distintas especies, gpecialmente si se consideran los estadios

larvales donde es muy dificil establecer la correspondencia entre adultos y larvas de
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una misma especie. En las décadas recienteda técnicas genéticasmoleculares estan

aportando una solucion a éstaproblematica (Mattiucci & Nascetti, 2008).

Hysterothylacium :

El género Hysterahylacium comprende mas de 59especies (Klimpel et al., 2007)
Bruce et al., (1994) enumeraron 52 especiesde Hysterothylaciumen pecesmarinos, de
estuario y de agua dulce. Mas tarde, Li et al., (2007)informaron sobre 61 especies de
éste género (Moravecet al., 2012). Rossin et al. (2012) mencionaron 66 especies de
éste género.

Estas especies son encontradas emsu estadio adulto normalmente en el tubo
digestivo de peces (hospedador definitivo). Los huevos embrionados salen con las
heces del hospedador definitivo y desarrollan el estadio de larva Il. Estas larvas son
ingeridas por varios invertebrados (mysidaceos, copépodos, isépodos, poliquetos)
donde ingresan e invaden el hemoceloma y posteriormente se desarrollan en
estadios de larva lll, que son transferidas al hospedador definitivo. En este estadio la
larva cuenta con un extremo cefélico provisto de 4 elevaciones y una estructura
similar a un diente. La cola es de aspecto cénico con una espina terminal. El ciego
intestinal y el apéndice ventricular estdn bien desarrollados (Anderson, 2000). La
localizacion de la larva IV y el adulto en algunas especiesde este género como H.
aduncumesel tubo digestivo (estdmago, ciego pildrico e intestino) (Iglesias, 2002)

Koie (1993) estudio enH. aduncumla trasmision experimental en hospedadores
invertebrados y peces, para determinar el rol de la variedad de hospedadores y

distinguir los distintos desarrollos larvales. La autora concluyé que las primeras dos
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mudas ocurren en los huevos, el tercer estadio de larva es infegivo para los
hospedadores intermediarios (peces o invertebrados) la tercea muda puede ocurrir
en un hospedador intermediario (un pez o un invertebrado no crustaceo) pero
usualmente ésta muda o la cuarta ocurre en el tubo digestivo del hospedador
definitivo.

Norris & Overstreet (1976) describieron dos tipos de larvas de Hysterothylacium
(=Thynnascais Dollfus) con caracteristicas morfologicas diferentes. Larva tipo MA: 1 -
2 mm de longitud, provista de un eséfago que representa el 11% del largo total. El
apéndice ventricular es casi 13 veces mas largo que el ciego intestinal. No poseen
espina terminal. En cambio, las larvas tipo MB tienen una longitud de 2 mm, el
estfago es st un 8% del largo total, el apéndice ventricular es casi 20 veces mé
largo que el ciego intestinal y no poseen espina terminal. Estas larvas son
probablemente larvas Il acorde con Koie (1993 y Gonzalez (1998. Gonzalez (1998)
describio larvas estadio IV de H. aduncumen Oncorhynchus mykisde Chile, con ciego
intestinal mas largo que el apéndice ventricular y cola multiespinosa. Este autor
evalué ademas la potencialidad zoonética de larvas similares a las de tipo MA de
Norris & Overstreet y larvas IV, concluyendo que las larvas utilizadas no resultaron

infestivas.

En el marco de la presente tesis doctoral y alos efectos de conocer

taxonomicamente el material a ensayar el riesgo zoonoti®, se plantearon las

siguientes hipotesis parciales
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H1: en el sudoeste bonaerenselas larvas parasitas de la pescadilla de red, C.
guatucupa.el pejerrey del mar O. argentinensig/ el pejerrey de laguna, O. bonaerensjs
pertenecen a losgéneros Contracaecune Hysterothylacium.

H2: las caracteristicas histologicas de las larvas permiten identificarlas mediante
cortes anatomopatologicos.

A los efectos de testear estahipotesis se establecieron los siguientes objetivos:

Y Precisar elestatus sistematico de los estadios larvaleshallados.

% Caracterizar histolégicamente los estadios larvaleshallados.
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MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras y procesamiento de los hospedadores:

Se examinaron 112ejemplares de pescadilla de red,Cynoscion guatucupal05 de
pejerrey de mar, Odontesthes argentinensis 90 ejemplares de pejerrey de laguna,
Odontesthes bonarienssatre los afios 2009 2011.

De cada pez se tomoel peso total y eviscerado en gramos (g), ademas fueron
medidos (largo total) en centimetros. Se procedié a la apertura de la cavidad
abdominal. Se disecaron los drganos digestivos (estdbmago, ciego intestinal e
intestino), de donde se colectaron y cuantificaron los nematodes de interés bajo lua.
Se registraron las localizaciones de las larvas encontradasLos nematodes fueron
fijados y conservados en alcohol 70%ara efectuar estudios genémicos y en fijador
Davidson para histologia descriptiva. Algunos fueron aclarados con partes iguales
de acido acético/alcohol 98°. Para su diagndstico fueron estudiados utilizando un
microscopio 6ptico (Olympus CH20). Se hicieron dibujos con la ayuda de la cAmara
clara incorporada al microscopio. Las medidas de los caracteres morfol6gicos estan
expresadas en miimetros (mm.). Se expresa la media y el rangominimo d maximo
entre paréntesis. Se calcularon losindices morfométricos de Koyama et al. (1969)
Para discriminar morfolégicamente los distintos tipos larvales se siguio el criterio de
Sey & Petter(1998.

Pararealizar el estudio histolégico de las larvas luego de fijadas en Davidson, se
procedio a la deshidratacion en alcohol etilico de gradacion creciente

(70°,80°,80°,90°,96°) por un peodo de 2 horas cada uno, seguido por una mezcla de
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partes iguales de alcohol etilico/alcohol butilico por un periodo de 2 horas Yy luego
se transfirieron por 24 horas a akohol butilico. Transcurrido ese tiempo se llevaron a
una estufa de 57€ donde se las colocéen una mezcla formada por partes iguales de
alcohol butilico/ Paraplast durante 2 horas, seguido de 2 cambios de 2 horas cada
uno en Paraplast Se realizaron tacos histologicos y se efectuaron cortesde las
muestras de 57 p de espesoren un microtomo. Luego se colorearon con la técnica

hematoxilina eosina (H 8 E) o tricromico de Masson.

Biologia molecular

Los ensayos moleculares se realizaron en eDepartamento de Biologia Molecular
de IACA laboratorios (Bahia Blanca)

Especimenes analizados segun criterios moleculares :

Para la identificacion a nivel molecular se emplearon larvas de Contracaecunsp.
(Lcg), del hospedador Cynoscion guatucupga que estas fueron las Unicas de todo el
estudio que provocaron lesiones gastricasen un modelo murino (ver capitulo 11l en
el presente estudio).

Protocolo para la extraccion y amplificacion de ADN larval :

La obtencién de ADN se realizé a partir de digestion enzimatica de las larvas
Lcg. Se colocaronlas larvas en 200uL de solucidon fisiologica, se agrego igual
volumen de MagnaPure DNA Tissue Lysis buffer (Roche) y 20uL de proteinasa K.
La mezcla se incub6 durante 30 minutos a 56°C. Para inactivar la proteinasa K la

muestra se sometda 95°C por 10 minutos. Luego, EI ADN se purifico utilizando un
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sistema automatizado MagnaPure Compact (Roche), con un volumen final de
elucion de 50uL.

Mediante el empleo de la reaccion en cadena de la polimersa (PCR) se
amplificaron 4 segmentos del genoma: un fragmento de 519 pb correspondiente al
gen de la citocromo oxidasa 2 mitocondrial (cox 2), un fragmento de 470 pb de la
subunidad pequefia del gen del ARN ribosomal (rrnS), un fragmento de 451 pb
correspondiente a la region ITS1 y uno de 284 pb de la region ITS2.

Se emplearon los siguientes primers:

El gen cox 2 fue amplificado con los primers 211F 5°TTT TCT AGT TAT ATA
GAT TGR TTY AT-3"y 210 R 5°CAC CAACTC TTA AAATTATC -3..

Para la amplificacion del gen rrnS se utilizaron los primers: MH3 F 5 TTG
TTC CAG AAT AAT CGG CTA GAC TT -3 y MH4.5R 5-TCT ACT TTA CTA CAA
CTT ACT CC-3).

La amplificacion de los region ITS-1 se llevo a cal con la utilizacion de los
primers SS1 F 5 GTTTCCGTAGGTGAACCTGCG-3* y NC13 R ©5-
GCTGCGTTCTTCATCGAT-3") y la regién ITS-2 con los primers SS2 F 5-
TTGCAGACACATTGAGCACT -3 y NC2 R 5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3" de
acuerdo a los procedimientos descriptos por Garbin et al. (2011)

La amplificacién se llevé a cabo usando el Kit HotStarTaq PlusMaster Mix
(QIAGEN), con una concentracion final de la master mixde 1 X, 0,55 ng de ADNy 0,5

uM de cada uno de losprimes en un volumen final de 25 uL.
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La PCR se realiz6 en un termociclador Veriti (Applied Biosystems) usando los
siguientes parametros de ciclado:

Cox2: 95C 10 min, 34 ciclos de 95C 30 s, 46C 60s y 7ZC 90sy una extension final
de 722C por 10 min.

S, ITS1, ITS2: 95 10 min, 35 ciclos de 95C 30 s, 55C 30s y 72C 30sy una
extension final de 72=C por 7 min.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa a2% para verificar la
efectividad de la amplificacién. Las bandas se visualizaron por tincién con bromuro
de etidio utilizando luz UV. Finalmente, los productos fueron purificados con el
QIA quick PCR purification kit (Qiagen) y cuantificados con un espectrofo tdmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

Secuenciacion de los productos amplificados :

El producto de PCR purificado se secuencié en ambos sentidos usando el kit
BigDye Terminator V1.1 de Applied Biosystem en un volumen final de 20 ul, con
una dilucion d e lamaster mixde 0,125¢, 1uM de cada primer y 15 ng de producto de
PCR. Los parametros de ciclado fueron: 96C 1 min, 30 ciclos de 96C 10 s, 5@ 5 sy
60 4 min. Los productos de secuenciacibn se corrieron en un secuenciador
automatico ABI 3500 de Applied Biosystem y se analizaron mediante el programa

Sequencing Analysis v5.4.

Andlisis filogenéticos:
Para analizar las relaciones filogenéticas, se buscaron con la herramienta

BLAST (Altschul et al., 1990) secuenciasdel gen de la citocromo oxidasa 2

mitocondrial (cox 2), que se encuentrandepositadas en el GenBank.Se realizaron 2
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alineamientos distintos, uno general (44 secuencias)on el objetivo de visualizar las
asociacionesde la especie en estudio y las encontradas en GenBanl un segundo
alineamiento, mas reducido (11 secuencias) sblo con especies quecorresponden a
hospedadores mamiferos.

Luego, se alinearon las secuencias mediate el programa Muscle. Se utiliz 6 el
programa Jmodel Test para evaluar el modelo evolutivo que mejor aplicaba al
presente alineamiento (Darriba et al., 2012). Serealizaron los andlisis filogenéticos
aplicando distintos m étodos: distancia o Neighbor -Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987),
Maxima parsimoni a (MP) mediante el programa MEGA v.5.2 (Tamura et al., 2011)y
bayesianos (MrBayessoftwarev.3.2.6(Ronquist & Huelsenbeck, 2003).

El soporte de las ramas para ¢ método de NJy MP se evalué mediante 1.000
repeticiones de boostrap, considerando una rama confiable aquella con un valor
mayor al 70 %. Para el MP se realiz6 consenso esticto (el 100% de los @&boles mas
parsimoniosos encontrados presentan esa topologia de ramas)y consensomayoria
(similar aplicado pero en el 50% o mas de los Boles).

En la metodologia bayesiang donde se implementé la cadena de Markov de
Monte Carlo (MCMC) , la convergencia se evaludconsiderando un desvio estandar
en las frecuencias de los cladosmenor que 0,01 y valores de poblacion efectiva ESS
del inglés: Effective Simple Sizenayor que 200. Los valores se verificaron utilizando
el programa Tracer v.1.5. Los resultados de las estimaciones de &arbolesse
resumieron descartando el 10% de los arboles que se guardaronEl soporte de las
ramas, fue evaluado mediante probabilidad a posteriori considerando una rama

confiable aquella con un valor mayor que 0,7.
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La visualizacion de los arboles obtenidos se realiz6 mediante el software

FigTree v.1.4.2.
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RESULTADOS

Ubicacion taxondmica

Phylum Nematoda

Clase Rhabditea (=Secernentea)

Orden Ascaridoidea

Superfamilia Ascaridoide a Raillet & Henry, 1915

Familia Anisakidae Raillet & Henry, 1912

Subfamilia Contracaecinea Mozgovoi & Shakhmatova, 1971

Género Contracaecum Raillet & Henry, 1912

Descripcion morfoldgica del material estudiado:

~ Contracaecumsp. en el hospedador Cynoscion guatucupa

Larva lll (Figuras 1 a 4):

Los ejemplares fueron hallados libres o asociados con otras formas par&itas en la
cavidad celémica del hospedador. En general se encontraron sobrenesenterios.
Descripcién (basada en 20 individuos):

Posea una cuticula estriada transversalmente (Figura 2). La longitud pr omedio
de las larvas fue de 353 (2,724,65) mm, con un ancho maximo de 0,130(0,08)-0,200)
mm. La boca estarodeada con primordios labiales. Presencia de diente. Anfidos e
interlabios no son visibles. El anillo nervioso se encuentra a una distancia de 0185
(0,130-0,250) mm con respecto al extremo anterior. El poro excretor anterior e

interlabial se encuentra con respecto al extremo anterior auna distancia promedio d e
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0,015 (0,01-0,017). El apéndice ventricular ciego de 0,39 (0,30,66) de longitud
promedio, se proyecta hacia la parte posterior desde el es@ago. El eséfago mide0,44
(0,26:0,66) mm (Figura 4). El largo del ciego intestinal es de0,233(0,150,39) mm. La
cola es estriada, conicay mide 0,10 (0,080,19) mm (Figura 3). Los fasmidos no son

visibles. (Tabla I)

Figura 1: Vista general de la larva L3 deContracaecunsp. (Escala=0,2 mm)
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Figura 2: Extremo anterior de Contracaecunsp. encontrada en C. guatucupasefialando el
diente perforante (D) y porcion terminal del ducto y poro excretor (k) (escala=Q05mm).

Figura 3: Extremo posterior de Contracaecunsp. encontrada en C. guatucupa
(escala=005mm).
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Figura 4: Vista del ciego intestinal (Cl) y del apéndice ventricular (AV) de
Contracaecunsp. encontrada enC. guatucupa (escala=0,D mm).

Tabla I: Medidas comparativas de larvas de Contracaecunsp. en C. guatucupa

Guagliardo (2003)

Presente estudio

Larvas medidas

N=30

N=20

Longitud del cuerpo

3,41 (2,614,30)

3,54 (2,724,65)

Ancho maximo del cuerpo

0,130 (0,090,176)

0,13 (0,080,2)

Distancia del extremo
anterior al anillo nervioso

0,14 (0,110,176)

0,18 (0,150,25)

Largo del esofago

0,47 (0,350,58)

0,44 (0,260,66)

Largo del ciego intestinal

0,34 (0,240,48)

0,23 (0,150,39)

Largo del apéndice
ventricular

0,34 (0,190,49)

0,39(0,3-0,65)

Distancia del extremo
anterior al poro excretor

-s/d

0,015 (0,010,017)

Longitud de la cola

0,103 (0,090,12)

0,11 (0,080,19)
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Caracterizacion histolégica de las larvas (Figura 6):

En los cortes transversalesde las larvas de Contracaecunsp. recolectadasen C.
guatucupase observé la cuticula en la superficie externa, una capa homogénea de
tonalidad rosada refringente que presenta una ornamentacion externa dispuesta
longitudinalmente (Figura 6). No se alcanzaron adistinguir los estratos propios de
dicha estructura. El espesor fue de un promedio de 5,36 (36,73) . La relacién de
proporcion con respecto al didmetro corporal en determinados niveles indicé que no
sigue un patrén de grosor uniforme, ocurriendo zon as ®n la cuticula adelgazada;en
general la proporciéon ronda 1:15 y 1:16. No presenta alas laterales.

Los cordones hipodérmicos corren longitudinalmente y dividen la musculatura
soméatica en cuatro cuadrantes. Los cordones hipodérmicos dorsal y ventral son
reducidos y los laterales son de grantamafio con forma oval y poseenun nucleo.

Cada cuadrante esta constituido por aproximadamente 14 células musculares
(nivel nacleo de la glandula excretora). El sistema excretor esta formado por una
glandula unicelular gigante en forma de cinta que corre longitudinalmente adherida

al 16bulo ventral del cordon lateral izquierdo.
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Figura 6: Corte transversal (H 6 E) de una larva L3 de Contracaecunsp. en C.
guatucya(X1000). Vistade ornamentaciones de la cuticula (flechas), cordones
hipodérmicos laterales (CH) y la glandula excretora (GE) con su ducto colector
(CD). Tincién hematoxilina -eosina (escala=20 L)

~ Contracaecumsp. en el hospedador Odontesthes argentinensis:

Larva lll : (Figuras 7-9)

Los ejemplares se hallaron libres en lacavidad celomica del hospedador, sobre
los mesenterios o entre la grasa periférica al tubo digestivo.
Descripcion (basada en 10 individuos):

Presenté una longitud del cuerpo promedio de 4,35 (3,55,2) mm. y un ancho
maximo del cuerpo 0,136 (0,090,16). Posee una cuticula con estriaciones
transversales. La bocaestarodeada por tres esbozos de labios. Presencia de diente. El
poro excretor es de posicidon ventral e interlabial y se encuentra a una distancia del
extremo anterior de 0,0075 (0,0075,0075) mm EIl anillo nervioso se encuentra a Q18

(0,12-0,23) mm del extremo anterior. En la regién anterior del tubo digestivo se
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encuentra el esofago muscular de una longitud promedio de 0,42 (039-0,55) mm.
Contintl a en direccion posterior un ventriculo mas un apéndice ventricular de 0,41
(0,38-0,45) mm de longitud . El intestino se prolonga en un ciego intestinal de
longitud 0,188 (Q1750,210) mm con direccion anterior. No se observan fasmidos ni
esbozos delaparato reproductor. La cola presenta una longitud de 0,102 (Q08-0,152)

(Tabla II).

Figura 7: Vista general de Contracaecunsp. (L3) en O. argentinensis(escala=03mm)
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Figura 8: Extremo anterior de Contracaecunsp. (L3) en O. argentinensisCiego
intestinal (Cl) y apéndice ventricular (AV ) (escala=0,2mmn).

Figura 9: Extremo posterior de la L3 de Contracaecunsp. en O. argentinensis
(escala=0,10mn).
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Tabla II: Medidas comparativas de larvas de Contracaecunsp. en O. argentinensis.

Sanhueza (2002) Presente estudio
Larvas medidas N=14 N=10
Largo del cuerpo 4,21 (3,594,79) 4,35 (3,55,2)
Ancho maximo del cuerpo 0,17 (0,140,22) 0,136 (0,090,16)
Distancia del extremo 0,19 (0,1780,202) 0,18 (0,120,23)
anterior al anillo nervioso
Largo del es6fago 0,53 (0,430,63) 0,42 (0,390,55)
Largo del ciego intestinal 0,28 (0,240,37) 0,188 (0,170,21)
Largo del apendice 0,45 (0,300,53) 0,41 (0,380,45)
ventricular mas ventriculo
Poro excretor - 0,0075 (0,0079®,0075)
Longitud de la cola 0,15 (0,120,19) 0,102 (0,080,15)

Caracterizacion histologica :

No se realizé debido a la baja abundancia (10 larvas en un total de 105
ejemplares), prevalencia e intensidad media presentadas por estas larvas en el
hospedador O. argentinensis como asi tampoco se observd migracion hacia la
musculatura (ver capitulo Il). Asi mismo, debido al pequefio tamafio y el caracter
friable del material estudiado la técnica histolégica no brindé detalles morfoldgicos
definidos que permitieran clarificar la mi croantomia de las larvas de manera
satisfactoria. En virtud del solapamiento morfométrico observado entre las larvas de
C. guatucupay O. argentinensisasi como el solapamiento en la localizacién geografica
de ambos hospedadoresy del comportamiento tréfic o de ambos hospedadoresse

postula que se trata de larvas de la misma especie d€ontracaecum
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~ Contracaecumsp. en el hospedador Odontesthes bonariensis

Larva lll : (Figuras 10- 13):

Los ejemplares se hallaron principalmente entre la grasa periférica al tubo

digestivo o libres en la cavidad celémica del hospedador.

Descripcion (basada en 21 individuos):

Preserta una longitud promedio de 3,68 (2,294,8) y un ancho maximo
promedio de 0,139 (0,090-0,210). Posee una cuticula estriada transversalmente
(Figura 11). El extremo anterior es aguzado y ligeramente redondeado. Los labios no
se encuentran bien desarrollados. Anfidos e interlabios no visibles. Presencia de
diente. El anillo nervioso se encuentra a 0,181 (0,150-0,240) del extremo anterior. El
poro excretor es anterior e interlabial y se encuentra a 0,007 (0,009 0,0075) del
extremo anterior de la larva (Figura 11). El eséfago muscular tiene una longitud
promedio de 0,38 (0,270,551), el ciego intestinal mide 0,21 (0,130,36) y el apéndice
ventricular mas el ventriculo miden 0,41 (0,270,52) (Figura 13). La cola es estriada,
cénica y mide 0,08 (0,050,13) mm promedio (Figura 12). Los fasmidos no son

visibles. No se observan estructuras del aparato reproductor (Tabla I11).
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Figura 10: Vista general deContracaecunsp. (L3) en O. bonariensigescala=0,10mn)

Figura 11: Extremo anterior de larva L3 de Contracaecunsp. encontrada en O. bonariensis
sefialando el diente perforante (D) y la porcién terminal del ducto y del poro excretor (PE).
(escala=0,02mn).
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Figura 12: Extremo posterior de larva L3 de Contracaecunsp. encontrada en O. bonariensis
(escala=0,02mn).

Figura 13: Vistadel ciego intestinal (Cl) y del apéndice ventricular (AV) de larva L3 de
Contracaecunsp. encontrada en O. bonariensis(escala=0,10mn).
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Tabla Ill: M edidas comparativas de larvas de Contracaecunsp. en O. bonariensis.

Drago (2004) Presente estudio
Larvas medidas N=20 N=15
Largo del cuerpo 3,22 (1,664,40) 3,68 (2,354,8)
Ancho maximo del cuerpo 0,14 (0,070,2) 0,139 (0,090,2)
Dlsta_nua del_ extremo anterior 0,164 (0.1%0,2) 0,181 (0,150,24)
al anillo nervioso
Largo del esofago 0,36 (0,280,48) 0,38 (0,270,51)
Largo del ciego intestinal 0,17 (0,070,28) 0,21 (0,130,36)
Largo del apendice 0,37 (0,230,48) 0,41 (0,270,52)
ventricular mas ventriculo
Poro excretar - 0,007 (0,005 0,008)
Longitud de la cola 0,083 (0,0€0,10) 0,084 (0,0520,13)

Caracterizacion histologica (Figuras 14 y 15):

Al microscopio Optico, en el corte transversal, el estadio larval de Contracaecum
sp. a nivel del nucleo de la glandula excretora evidencia una capa homogénea de
tonalidad rosada refringente correspondiente a la cuticula. No se distinguen los
estratos propios de dicha estructura por ser de pequefio espesor, siedo el mismo de
un promedio de 2,57 (1,96- 3,92) u. En la superficie expuesta del estrato cortical se
aprecian ornamentaciones externas (Figura 14.

No presenta alas laterales. Entre la cuticula y la musculatura se observa una
delgada hipodermis. El nucleo se proyecta hacia el pseudocelomaen cuatro
porciones engrosadas bajo la forma de oordones hipodérmicos. Los cordones
hipodérmicos corren longitudinalmente y dividen la muscula tura somatica en cuatro

cuadrantes. Los cordones dorsal y ventral son reducidos. Los cordones laterales por
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el contrario, son de gran tamafio y presentan un nucleo. El sistema nervioso central a
partir de su par ganglionar lateral a nivel del anillo nervios o, envia nervios laterales
que corren a lo largo del cuerpo por los cordones laterales. La glandula excretora
contacta en todo su trayecto conel I6bulo ventral del cordon hipodérmico lateral.
Como se menciono en parrafos anteriores los cordones de la hipodermis dividen la
musculatura en cuatro cuadrantes o campos. En larvas deContracaecunsp parasita
de O. bonariensisada cuadrante (a nivel del nucleo de la glandula excretora) esta
constituido por 11-15 células musculares. El sistema excretor es asimétrico formado
por una glandula unicelular gigante en forma de cinta que corre longitudinalmente
adherida al I6bulo ventral del corddn lateral izquierdo. El nlcleo excretor es oval de
aproximadamente 7 por 23 (Figura 15) El poro excretor abre ventralmente entre los

esbozos de labios subventrales.

Cord v

Cord D

Figura 14: Corte transversal de larva L3 deContracaecunsp. en O. bonariensisVista de
cordones hipodérmicos ventral (Cord V) y dorsal (Cord D) e izquierdos (Cord L) y derechos.
Gl. E: glandula excretora. Tincion tricromico de Masson, (X1000, escala=2 pm)
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Figura 15: Corte transversal de larva L3 deContracaecunsp. en O. bonariensisVista de
glandula excretora (GE) con su nucleo (N). Tincion hematoxilina-eosina. (X1000 escala=2

pm).

En la tabla 4 se canpararon los datos morfométricos de las larvas del género
Contracaecunen los tres hospedadores estudiados.

En la tabla 5 se compararonlos indices morfom étricos de Koyama et al. (1969)
calculados para las larvas del género Contracaecumen los tres hospedadores

estudiados.
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Tabla IV. Comparacion de medidas de larvas

estudiados. Expresadas en milimetros.

[l Contracaecumsp. en los hospedador

Hospedador Cynoscion Odontesthes Odontesthes
guatucupa argentinensis bonariensis
Larvas medidas N=20 N=10 N=21
Longitud del cuerpo 3,53 (2,724,6) 4,35 (3,55,2) 3,63 (2,354,8)

Ancho méaximo del cuerpo

0,130 (0,080,2)

0,136 (0,090,16)

0,139 (0,090,2)

Distancia del extremo anterior
al anillo nervioso

0,185 (0,150,25)

0,17 (0,120,21)

0,177 (0,150,24)

Largo del esofago

0,448 (0,260,66)

0,42 (0,390,55)

0,383 (0,270,51)

Largo del ciego intestinal

0,233 (0,150,39)

0,188 (0,170,21)

0,21 (0,130,36)

Largo del apéndice ventricular
mas ventriculo

0,393 (0,30,65)

0,41 (0,380,45)

0,41 (0,270,52)

Distancia del extremo anterior 0,015 0,008 0,007
al poro excretor (0,01-0,017) (0,00750,0075) (0,0050,0075)
Longitud de la cola 0,105 0,102 0,085
(0,080,19) (0,080,15) (0,050,13)
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Tabla V. comparacion de indices morfométricos de Koyama et al., (1969)de las larvas Il del
género Contracaecunen los tres hospedadores estudiados

Hospedadoi Cynoscion guatucupa | Odontesthes argentinensi{ Odontesthes bonariensis

Larvas

odidas N=20 N=10 N=21
A 27.15 (3423) 31.98(38.8832.5) 26.11(26.1124)
al 4.19 (4.853.51) 5.25 (4.545.25) 4.577(4.354.66)
a2 7.87 (10.46 6.96) 10.35 (8.9 9.45) 9.47 (8.7 9.41)

33.62(3424.21)

42.64(43.7534.66)

42.7(4736.9)

8.98 (9.063 7.07)

10.61 (9.21611.5)

8.85 (8.700 9.23)

15.15 (18.1311.79

23.13 (20.5824.76

17.28 (18.06 13.3)

1.68 (28 1.66)

2.18 (2.23 2.14)

1.95 (2.078 1.44)

Referencias indices de Koyama (Koyama et al. 1969):A=Largodelc uer po / Ancho del cuerpo, a.
cuerpo / Largo es-fago total, a2 = Lar gaerpbéCola,Xasl@gopo [/ Lar
del cuerpol/largo Apéndice ventricular, Y=largo del cuerpo/largo del Ciego Intestinal, Z= largo Apéndice

ventricular / largo del Ciego Intestinal.

Ubicacion taxondmica

Phylum Nematoda

Clase Rhabditea (=Secernentea)

Orden Ascaridoidea

Superfamilia Ascaridoidea Raillet & Henry, 1915
Familia Anisakidae Raillet & Henry, 1912
Subfamilia Raphidascaridinae

Género Hysterothylacium Ward et Magath, 1917.
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Hysterothylacium sp. en el hospedador C. guatucupa

Larva lll (Figuras 16-19)

Se las encontré libres en la cavidad del cuerpo o etre los mesenterios.

Descripcidén (basada enl0 individuos ):

Posee una cuticula con suaves estriaciones transersales. En corte transversal &
observa la presencia de alz laterales que se extienden a lo largo del nematode. El
extremo anterior es redondeado. No se observan labios diferenciados (Figura 16).
Dientes y deiridios no observados. El poro excretor de posicion ventral se encuentra
situado a la altura del anillo nervioso. El tubo digestivo estaformado por un ciego
intestinal dorsal al es6fago y de longitud marcadamente menor que el apéndice
ventricular (Figura 18). Se observan gonadas representadas como m filamento
espiralado (Figura 19). La cola es coOnica, con una espina terminal simple (Figua 17).
Las medidas de las larvas halladas son las siguientes: la longitud promedio del
cuerpo es de 12,61 (9.53) mm, el ancho maximo del cuerpo es de 034 (0,27-0,4), la
distancia del extremo anterior al anillo nervioso es de 057 (048-0,62), el largo
promedio del eséfago es de 0,91 (B7-1) mm, el largo promedio del ciego intestinal
es 0,35 (0,29,48) y ellargo del apéndice ventricular es de 0,93 (054-2) mm, el poro
excretor se encuentra a una distancia de 0,64 (0,60,66) con respecto al extremo
anterior y la longitud de la cola es de 0,21 (011-0,36). Relacién largo total d largo del
esofago: 13,84, relacion largo del esofagod largo del apéndice ventricular: 0,97,
relacion largo del esofago & largo del ciego intestinal: 2,6 y relacion apéndice

ventricular & ciego intestinal: 2,65.
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Figura 16: Extremo anterior de Hysterothylaciumsp. LIl halladas en C. guatucupa
(escala=0,1mnj).

Figura 17: Extremo posterior de Hysterothylaciumsp. mostrando en detalle la espina caudal
(escala=0,1mm).

53



Figura 18: Regién del ciego intestinal y apéndice ventricular de Hysterothylaciumsp.
(escala=0,1mnj.

¥ o
7 2
100, I}

Figura 19: Vista en detalle degbnada espiralada (

Y 14

X400, escala=100pun).
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Tabla V: Medidas comparativas de larvas deHysterothylaciumsp. en C. guatucupa

Guagliardo (2003)

Presente estudio

Larvas medidas

N=30

N=10

Longitud del cuerpo

11,53(8,4520,88)

12,61 (915,3)

Ancho maximo del
cuerpo

0,34 (0,210,53)

0,34 (0,270,4)

Distancia del extremo
anterior al anillo nervioso

0,420,45

0,57 (0,480,62)

Largo del es6fago

0,91 (0,711,20)

0,91 (0,671)

Largo del ciego intestinal

0,35(0,240,405

0,35 (0,25 0,48)

Largo del apéndice
ventricular

0,877 (0,5761,032)

0,93 (0,54 2)

Distancia del extremo
anterior al poro excretor

-s/d

0,64 (0,62- 0,66)

Longitud de la cola

0,213 (0,120,324)

0,21 (0,11- 0,36)

Caracterizacion histolégica:

La cuticula al microscopio Optico se observa comouna capa homogénea de
tonalidad rosacea. En la superficie cortical externa no se aprecian irregularidades en
la ornamentacion externa.

Las alas laterales presentan un esquketo que esta embebido en la cuticula y
tienen forma de ATOy se extienden alo largo de la larva (Figura 20, 21).

La hipodermis se proyecta hacia el pseudoceloma en cuatro cordones. Los

cordones dorsal y ventral se ubican entre la musculatura circundante, mucho mas
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reducidos que los cordones laterales. Por lo genera) en los cortesde cada rama del
cordon lateral se aprecia wn sélo nucleo (Figura 21).

La musculatura somatica estd formada por un estrato Unico de células
musculares longitudinales fusiformes. Los cordones hipodérmicos dividen esta
musculatura en cuatro cuadrantes de aproximadamente 11-13 células musculares
cada uno.

El tubo digestivo, en particular el intestino, que se observa en el corte
transversal, se asienta sobre una membrana basalaciddéfila. La pared epitelial es de
tipo cilindrico con los ndcleos basales y abundantes microvellosidades que
conforman un borde o ribete en cepillo. En el lumen se aprecian restos digeridos de
alimentos.

La gonada del sistema reproductor femenino esta representada por un
filamento espiralado en cuyo interior es posible distinguir células germinales

inmaduras (Figura 19)
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Figura 20: Corte histologico transversal de una larva L3 de Hysterothylaciumsp. en C.
guatucupa(40X).Referencias en el dibujo decuticula (c), cordon hipodérmico ventral (Cv),
dorsal (CD) y cordones laterales (CL). Ala lateral (AL), génada (G) e intedino (Int). H -E.
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Figura 21: Vista en detalle del ala lateral y nicleo de cordones hipodérmicos laterales. HE
(1000X)

Identificacion molecular de las larvas de Contracaecum obtenidas en

C. guatucupa

Las secuencias del gen mitocondrial de ADN cox 2 de larvas deContracaecunsp.
halladas en Cynoscion guatucupfueron comparadas con otrasdisponibles del género
Contracaecundepositadas en GenBank EU477207.1Contracaecum cfosculatum D,
EU477205.1 C. cf. osculatum E, EU477204.1 C. cf. osculatum B EU477203.1
Contracaecum cf. osculatum, &AU477208.1 C. osculatum baicalensi€U477210.1C.
radiatum EU477213.1 C. miroungg EU852337.1 C. gibsoni (Contracaecum aff.
multipapillatum A), EU852343.1C. oversteeti (Contracaecum aff. multipapillatuns),
JN580992.1 C. pelagicum (larvas), JN580993.1 C. pelagicum (larvas), EF535569.1
EF535568.1 EF122210.1C. pelagicum EU852350.1C. micropapillatum EF513494.1C.
bioccai HQ328504.1 C. chubutensis EF513512.1 C. septentrionale GQ847541.1
GQ847544.1 GQ847532.1 GQ847542.1 GQB847536.1 GQ847533.1 GQ847539.1

GQ847543.1,GQ847538.1 GQ847534.]1 Contracaecunsp., GQ847537.1Contracaecum
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sp. (C. austral¢ EF558892.1 EF513501.1 EF122202.1 EF535570.1 EF558891.1
EF122203.1EF122204.1EF513506.1EF513511.1EF558896.1C. rudolphii, EU477211.1
C. ogmorhinj EU477212.1C.margolisj DQ116435.1PseudoterranoveeticolaDebido a la

asociacion de la especie estudiada con otras especies que parasin mamiferos

marinos se decidié ensayarun nuevo alineamiento sélo con estas especies.

Los alineamientos de mtADN cox 2 (519 pb) dd presente estudio en comparacion
con otras especies del giero Contracaecunpreviamente secuenciadasy depositadas
en GenBankse presentan en la figura22. En la figura 23 se muestra una seleccid de
secuencias que corresponden a hospedadores mamiferos.

Las relaciones genéticas establecidas para la especie deontracaecunestudiada se
muestran en los arboles construidos mediante andlisis Bayesiano, de Maxima
Parsimonia (MP) y Neighbor -Joining (NJ) (figuras 24, 25 26, 27.

Los analisis de MP consenso estricto y NJ, deducidos de las secuencias
mtADNcox 2 demostraron que los especimenes deContracaecunsp. estudiados (n=3)
estan genéticamente mas cercanosen principio a C. margolisiy luego a C. ogmorhini
Sin embargo, de acuerdo al andlisis Bayesano la relacion fue inversa, mas cercano a
C. ogmorhinique a C. margolisi.A pesar de ello, £ observa una congruencia en los
diferentes métodos utilizados ya que siempre mostraron las mismas asociaciones con

la especie en estudio.
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Figura 21: Secuenciasalineadas de genes de ADN mitocondrial Cox2 (519 Pb), deContracaecunsp. de
Cynoscion guatucupalel Estuario de Bahia Blanca y otras especies deContracaecumde aves y
mamiferos, mediante el programa Bioedit. Los puntos indican igualdad de nucleétidos.
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