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RESUMEN

El presente trabajo de tesis doctoral pretende indagar las siguientes hipoétesis
de trabajo: los estadios larvales de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp.
experimentan migraciéon hacia la musculatura estriada en las especies de peces
estudiadas; los estadios larvales de Contracaecum spp. 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. Para poner a prueba estas hipotesis
se plante6 como objetivo general determinar el rol que cumplen las larvas de
Contracaecum spp. 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
Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. 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 sobre los
parametros hematicos en el mismo.

Para el estudio se tomaron especies de peces de importancia comercial en la
region: Cynoscion guatucupa, Odontesthes argentinensis y Odontesthes bonariensis. De un
total de 316 ejemplares de peces examinados entre los afios 2009-2011, 111
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correspondieron a la especie C. guatucupa, 105 correspondieron a O. argentinensis y
100 a O. bonariensis. Se recolectaron larvas de Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp.
de la cavidad celémica de dichas especies. Las mismas fueron estudiadas histolégica
y morfologicamente. Se realizaron estudios moleculares de las larvas halladas en C.
guatucupa, en los cuales se evidencié una asociaciéon con especies de Contracaecum
que parasitan mamiferos.

Se tomaron muestras de filete de cada especie de pez, 3.316,85 g de C.
guatucupa, 1.754,9 g de O. bonariensis y 1.327,1 g. de O. argentinensis, que fueron
analizados mediante digestiéon enzimatica. En el total de filetes analizados solo se
encontraron 4 nematodes en O. bonariensis.

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

Se utilizaron técnicas histolégicas de rutina y coloraciéon 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 regiéon findica del estémago, la cual penetr6 el
epitelio de la mucosa géstrica 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, eosinodfilos y linfocitos, rodeé los tejidos préoximos al sitio de
penetracion de la larva. En uno de los casos positivos de infestaciéon se observéd

variaciéon en la composicién leucocitaria de la sangre de los ratones. Parte del



material infestado fue fijado en glutaraldehido 2,5%, para la observacion mediante
microscopia electronica de barrido. La identificaciéon a nivel especifico empleando
técnicas moleculares se realiz6 solo para las larvas de Contracaecum sp. provenientes
de la pescadilla, C. guatucupa, debido a que fue la tnica especie de parasito de las
ensayadas que produjo resultados positivos de infestacion. Los andlisis de las
secuencias genémicas indican que éstas larvas se ubicaron en el mismo cluster junto
a C. margolisi y C. ogmorhini, ambos parasitos de mamiferos marinos. Hasta tanto se
disponga de mayor informacién a nivel genético del género Contracaecum se
concluye que las larvas que produjeron lesién en la mucosa de ratones BALB /cAnN
pertenecen al complejo Contracaecum ogmorhini s.1.

De acuerdo con los resultados alcanzados hasta el momento, las larvas de
Contracaecum ogmorhini s.l. infestivas para el modelo murino utilizado,
potencialmente inducirfan lesién 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 coccién completa de los platos a base de

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



ABSTRACT

The aim of the present work is to test the following hypotheses: the larval
stage of Contracaecum spp. and Hysterothylacium spp. migrate towards the
musculature in the hosts fishes; the larval stage of Contracaecum spp. and
Hysterothylacium spp. obtained of infected fishes caused injuries in the digestive tract
of mammals, provoking humoral and cellular immune responses that can be
characterized according to hematological and histophatological criteria. To test these
hypotheses it was considered as a general objective to determine the role of
Contracaecum spp. and Hysterothylacium spp. 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 Contracaecum spp. 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 as human food and to assess the
tissue damage of the larval stages invading the mucosa of the digestive tract and to
analyzes the effect of this parasitosis on hematological parameters.

Some fish species of commercial importance in the region Cynoscion
guatucupa, Odontesthes argentinensis and Odontesthes bonariensis were considered to
the study.

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

corresponded to C. guatucupa, 105 specimens to O. argentinensis and 100 to O.



bonariensis. Contracaecum spp. and Hysterothylacium spp. larvae were collected from
the visceral cavity of these fishes. They were studied histologically and
morphologically. Fillet samples of each host were prepared and 3.316,85 grs were
taken from C. guatucupa, 1.754,9 grs. From O. bonariensis and 1.327,1 grs from O.
argentinensis, further analyzed by enzymatic digestion. Only four larval nematodes
were found from all of the flesh examined.

To assess the tissue damage and determine the infective power of the larval
nematodes, they were inoculated per oss in 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 Contracaecum sp. 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 it was noted a variation in the blood leukocyte counts. Part of the infected
material, fixed in glutaraldehide 2,5 %, was prepared for the observation under
scanning electron microscopy. The identification at the specific level employing
molecular technics was performed only on larvae of Contracaecum sp. proceeding
from the stripped weakfish, Cynoscion guatucupa, because of these were the only that

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



the genomic sequences shows that these parasites cluster near the marine mammals
parasites C. margolisi and C. ogmorhini. Until more information to the genetic
composition of Contracaecum could be available, the larvae which provoking injuries
in the mucosal tissue of BALB /cAnN mice belong to the taxonomical complex
Contracaecum ogmorhini 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 prevalence and larval intensity found in
the flesh, along with the habit of well done cooking food based on filet, allow

consideras low 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 alimentacién humana como aporte de
proteina animal.

El bajo contenido de grasas de muchas especies de peces demersales y los
efectos beneficiosos sobre afecciones cardiovasculares de los &cidos 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. Ademads, 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 las 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. Son provocadas por el consumo de
agua o de alimentos contaminados con microorganismos o pardsitos, o bien por las
sustancias toxicas que aquellos producen. La preparacién y manipulaciéon de los
alimentos son factores clave en 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. Se estima que un 40 a 60% de los shocks anafilacticos son causados por
alimentos y de ellos, el 30% se relaciona 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 describi6é en Holanda (Straub, 1955)
publicado detalladamente mas tarde por Van Thiel (1962). Desde entonces se
documentaron casos en todo el mundo. En Japoén, donde se diagnostican mas 2.000
casos anuales de anisakidosis (Lymbery & Cheah, 2007), se encontraron larvas de
estos parésitos en mas de 100 especies de peces que los japoneses acostumbran
comer crudos. El consumo de pescado por persona por dia en ese 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 pueblos del Pacifico de América
del Sur, asi como en Espafia el boquerén en vinagre (Sakanari & McKerrow, 1989,

Audicana & Kennedy, 2008).



Desde entonces, los registros de casos de anisakidosis humana son muy
numerosos en paises como China y Corea. En Europa se presentaron numerosos
casos en Holanda, Espafia, Francia, Reino Unido, Alemania e Italia (Van Thiel, 1962,
Watt et al., 1979, Bouree et al., 1995, Rosales et al., 1999, Plath et al., 2001, Pelegrini et
al., 2005, Audicana & Kennedy, 2008, Na et al., 2013)

En Espafia, Arenal-Vera et al., (1991) publicaron el primer caso de esta
enfermedad, en tanto Lopez Pefias 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 pais que se posiciona en el segundo lugar
de mayor consumo de pescado por habitante del mundo (Dominguez Ortega et al.,
2000). En la region Vasca, el consumo de pescado por persona por dia es de 90 g. y
en el resto de Espafia es de 85 g. (Audicana et al., 2002). En Portugal el consumo de
pescado por dia por persona es similar a Espafia (90 g.) pero hasta el afio 2003 no se
habian registrado casos de infestacion humana por Anisakis sp. El motivo principal
de la falta de casos se debe a que en este pais no es comun el consumo de pescado
crudo (Silva &Eiras, 2003).

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

estomago e intestino.
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Plath et al., (2001) citaron en Alemania que en el afio 1988 se reportaron 8
casos de anisakidosis en los que las larvas de Anisakis fueron encontradas y extraidas
de la mucosa gastrica.

Shamsi & Butcher (2011) confirmaron el primer caso de anisakidosis en
Australia producido por una larva de Contracaecum sp. en una mujer de 41 afios. En
su informe se relata que la paciente ingres6 a la guardia hospitalaria por un dolor
intenso gastrointestinal, vomitos y diarrea. Luego de tres semanas, con sintomas
cada vez maés severos, liber6 una larva con la materia fecal y asi los sintomas
desaparecieron.

Hasta el presente, se considera una afeccion endémica en Espafa al igual que
en paises americanos como Canadda, Alaska, México y EEUU. En EEUU los primeros
casos ocurrieron en la década del 70. Si bien no todos los casos han sido publicados,
se estima que han habido mds 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 1993 revel6 11.629 casos de anisakidosis en
América Latina (Quijada et al., 2005, Rosa da Cruz et al., 2010). La infeccién humana
por esos nematodes fue descrita en Pert, Brasil y Chile. En Pert se considera una
enfermedad emergente con 9 casos reportados (Cabrera & Trillo-Altamirano, 2004).
En Brasil se demostré la presencia de estos nematodes y existen 5 casos
documentados hasta 2010 (Rosa da Cruz et al., 2010). En Chile se describieron casos
desde 1976 (Sapunar et al., 1976) y hasta el momento se reportaron 28 registros

clinicos de anisakidosis, 4 de ellos en pacientes pediétricos, la mayoria de ellos
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provocados por Pseudoterranova decipiens, afectando la mucosa géstrica (Jofre
Morales et al., 2008).

En Argentina, a pesar de que existen numerosos recursos pesqueros que
albergan representantes de los géneros Anisakis, Pseudoterranova, Hysterothylacium,
Contracaecum y Terranova, ha sido registrados un caso de anisakidosis humana hasta
el afio 2012 (Abuin et al., 2012). El consumo relativamente bajo de carne de pescado
(9 Kg. capital. afio! vs 56 kg. capita’l. afio! de carne vacuna) y los habitos de su
coccién completa, explican en parte los pocos casos clinicos en Argentina (Tanzola,
2009, 2011). Un paciente coreano de 27 afos, tripulante de un barco pesquero
extranjero con diagndstico de abdomen agudo por sindrome de obstruccién del tubo
digestivo fue atendido en el Centro Médico de Mar del Plata. El examen
histopatolégico revel6 en el corte transversal un verme identificado como Anisakis
sp. (Jorg, 2000). Mas tarde, Abuin et al. (2012) presentaron el primer caso clinico de
anisakidosis autéctona en la Argentina, de una mujer de 46 afios consumidora
frecuente de sushi, sashimi y mariscos. El motivo de consulta fue pirosis, reflujo
gastroesofdgico, astenia y adinamia. Al realizarle una videoendoscopia digestiva
alta, se observé un pequefo parasito alargado penetrando la pared gastrica, de color
blanquecino, de aproximadamente 1 cm de extension y que se identifico
tentativamente como Anisakis sp.

En 2011, Menghi et al., registraron en la provincia de Buenos Aires un caso de
una nifia de 9 afios que eliminé en sus heces una larva. Procedieron a la consulta a
través de fotografias que enviaron a “The Centers for Disease Control and

Prevention” (CDC) de Atlanta EEUU, quienes determinaron que pertenecia al
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complejo Anisakis-Contracaecum (sic). Tal hallazgo amerita una revisién debido a la
forma de determinaciéon del ejemplar y a la conclusiéon de pertenencia de un
complejo Anisakis-Contracaecum que no tiene sustento taxonémico (ambos géneros
pertenecen a dos clados evolutivos distantes).

Las manifestaciones clinicas de la anisakidosis dependen de la localizacién de
la larva y de las lesiones histopatolégicas que la misma ocasiona. En la forma no
invasiva, las larvas permanecen en el tracto digestivo sin penetrar la pared de la
mucosa, ni causar sintomas especificos de infeccién 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 6rganos. En
éste caso, el nematode perfora la mucosa con enzimas hidroliticas que degradan el
4cido 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 oro-faringea, la larvas penetran las mucosas bucal y
faringea y estdn asociadas con ligero dolor o sensaciéon de ardor, asi como con
dificultad para deglutir (Bouree et al., 1995, Smith, 1999, Lymbery & Cheah, 2007,
Audicana & Kennedy, 2008, Dorny et al,. 2009).

Las formas mads prevalentes de anisakidosis son la penetraciéon de la mucosa
gdastrica o intestinal. Los sintomas, en el primero de los casos, aparecen entre 1 y 12
horas después del consumo de peces parasitados e incluyen dolor repentino de
estbmago, nauseas y vOmitos. Los casos agudos pueden convertirse en tumores

gdstricos, gastritis aguda, ileitis y colecistitis (Overstreet & Meyer, 1981, Acha &
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Szyfres, 1987, Deardorff et al., 1991, Bouree et al., 1995, Rosales et 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 nduseas, vomitos, fiebre, diarrea con sangre,
intenso dolor abdominal similar a una obstruccién intestinal, apendicitis o
peritonitis. 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, Bouree et al., 1995, Rosales et al., 1999, Noh et al., 2003, Lymbery & Cheah,
2007, Audicana & Kennedy, 2008, Dorny et al., 2009).

En relacion con lo mencionado en parrafos anteriores se observé una
localizacién diferencial de la enfermedad de acuerdo con el pais en donde se contrajo
la infestaciéon En paises de Europa se producen mas casos de anisakidosis intestinal,
en cambio la anisakidosis gastrica se registr6 con mayor frecuencia en Japon
(Pellegrini et al., 2005).

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

Autores como Audicana et al., (1995), Del Pozo et al., (1996) y Audicana et al.,
(1997) describieron estos procesos alérgicos y lo atribuyeron a una hipersensibilidad
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 larvas de Anisakis sp. y de pescado.

Se presenté un solo caso de conjuntivitis ocupacional causado por Anisakis
simplex en un paciente que habia estado expuesto durante su trabajo. Se sugiri6 que
los antigenos habian alcanzado los ojos mediante transmisién aérea ya que el
paciente toler¢ la ingesta de pescado (Anibarro & Seoane, 1998)

De los 14.000 a 15.000 casos reportados de anisakidosis humana en todo el
mundo, més del 90% corresponden a la infeccién producida con A. simplex (sensu
lato) y en menor porcentaje a P. decipiens (sensu lato) (Limbery & Cheah, 2007,
Audicana et al., 2008, Dorny et al., 2009, Na et al., 2013).

Ademas, la especie Anisakis physeteris y los representantes de los géneros
Contracaecum e Hysterothylacium, fueron registrados como agentes etiologicos de
anisakidosis, pero en menor proporcioén (Yagi et al., 1996, Rosales et 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, (1993), Beldsoe &
Oria, (2001), asi como la Divisiéon de Enfermedades Parasitarias del Centro de
Control de Enfermedades de Atlanta (DPD-USCDC) quienes consideran a
Contracaecum spp. 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

Japén, 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 resolvié con la
eliminacién por las heces de una hembra de Hysterothylacium aduncum.

La tendencia naturista de la poblacién durante los tltimos afios de consumir los
alimentos insuficientemente cocidos, y, en especial la introducciéon 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 por 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, Tanzola et al., 1997, Navone et al., 1998, De la Torre Molina et al.,
2000, Tanzola & Guagliardo, 2004, Tanzola et al., 2009, Timi & Lanfranchi, 2009).

Frente a tal situacién, se consideré relevante iniciar estudios biopatol6égicos
tendientes a demostrar experimentalmente la potencialidad zoonética de las larvas
de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. presentes en especies icticas de
consumo humano, como la pescadilla y pejerreyes de mar y de laguna.

Este trabajo de tesis indaga sobre las siguientes hipoétesis de trabajo:

e Los estadios larvales de Contracaecum spp. experimentan migraciéon hacia la

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

e Los estadios larvales de Hysterothylacium spp. experimentan migracion hacia

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

laguna.
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e Las larvas de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. obtenidas de peces
infestados provocan lesiones en el tracto digestivo del modelo experimental
murino

e Las larvas de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. provocan una
respuesta inmune humoral y celular en el modelo experimental murino que
puede caracterizarse segtn criterios hematol6gicos e histopatolégicos

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

e Determinar el rol que cumplen las larvas de Contracaecum spp. e

Hysterothylacum spp. presentes en recursos pesqueros del sudoeste

bonaerense, en el desarrollo de anisakidosis humana.

Especificos:

e Determinar el rango de hospedadores naturales de Contracaecum spp. e
Hysterothylacium spp. en peces marinos y continentales.

e DPrecisar el status sistemaético de los estadios larvales.

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

o Tipificar el dafio tisular de los estadios larvales invasores.

e Determinar el poder infestivo en mamiferos empleando un modelo murino

Analizar el efecto de la parasitosis sobre parametros hematicos en

modelo murino.
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CAPITULO1

Los géneros Contracaecum e
Hysterothylacium como agentes zoon6ticos
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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
Hysterothylacium en Argentina consiste en citas de estadios larvales integrantes de
ensambles parasitarios de peces. En nuestro pais sélo unas pocas especies fueron
propuestas como nuevas para la ciencia y s6lo de una se conocen aspectos del ciclo

biolégico en la Naturaleza.

Tabla I: Antecedentes del estudio de los géneros Contracaecum e Hysterothylacium en

Argentina, ordenados segiin su cronologia de publicacion.

Estado Procedencia
Especie del Hospedador/res sfi Autor/es
desarrollo geogratica
. Lagu.na .de Cochico, Mac Donagh
Contracaecum sp. Larvas Pejerrey Provincia de Buenos
Aj (1928)
ires
Contracaecum ) Gutiérrez
. - P Pat. i
C. travassosi halacrocorax albiventer | Patagonia (1943)
Schuurmans-
C. macronectidis Larva | Macronectes giganteus | Punta Arena. Stekhoven
(1950)
Contracaecum sp. Larva Odonthestes Rio leay: Provincia | g/ qat (1961)
de Neuquén
C. aduncum Mar del Plata,
(=Hysterothylacium Adulto Merluccius hubbsi Provincia de Buenos | Szidat (1955)
aduncum) Aires
Mar del Plata,
Contracaecum sp. Larva Merluccius hubbsi Provincia de Buenos | Szidat (1955)
Aires.
Xystreuris rasile Quequén, Provincia
Cont L Paralichthys patagonicus de Buenos Aires. Szidat (1969)
ontracaecum sp. arva Parona signata
C. spheniscus Spheniscus magellanicus Zoolbgico de La Boero & Led
Plata
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(1970)

. . . Provinci B
C. microcephalum Adulto Nycticorax nycticorax Ari;)::laa de Buenos ?109871‘10) & Led
Epinephelus alexandrinus,
C. aduncum Paralichthys patagonicus | Plataforma Evdokimova
Scomber colias Patagonica. (1973)
Merluccius hubbsi
AMStTOIZthETlﬂﬂ mneisa Plataforma EVdOkimova
Contracaecum sp. Stromateus maculatus Patacénica (1973)
Cheilodactylus bergi 8 '
C. osculatum Larva
Contracaecum Larva
H. aduncum Larva Gaevskaya
Dissostichus eleginoides | -s/d (1990)
H. nototheniae Adulto
H. aduncum Adulto
Contracaecum sp. 1 Plataforma Nigmatullin &
Porrocaecum sp. 1 Larvas Illex argentinus continental Shukhgalter
Hysterothylacium sp. 1 Argentina. (1990)
Salmoniformes
Contracaecum sp. Perciformes
Atheriniformes s/d Ortubay et al,,
Siluriformes (1994)
Hysterothylacium Adulto Patagonina Hatcheri
Percichthys trucha
Sierra de la ventana, Brizzola &
H. rhamdiae Adulto Rhamdia sapo Provincia de Buenos
Aj Tanzola (1995)
1res.
Contracaecum spp. Larva
Hysterothylacium spp. Larva Merluccius hubbsi MacKenzie &
M. autralis Islas Malvinas. Longshaw
H. aduncum Adulto ‘ (1995)
. . Labriola &
. d
C. philomultpapillatum Egretta alba s/ Suriano (1996)
Tanzola et al.,
(1997)
E ‘o de Bah Tanzola et al.,
Porichthys porosissimus stuario de Bahia (1998)
Contracaecum sp. . Blanca, Provincia de
Conger orbignyanus B . Tanzola &
uenos Aires. .
Guagliardo
(2000)
Hysterothylacium sp. Adulto
Hysterothylacium sp. Larva . ) . Cremonte &
Scomber japonicus Mar Argentino Sardella (1997)
Contracaeacum sp. Larva
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Lago Aluminég,

H. patagonense ﬁ:ﬁ}z Percichthys trucha Erovinc/ia de 1;{((){;‘97;; et
euquén.
Contracaecum s Larva Plataf
p- Genypterus blacodes ataforma Sardella et al.
e continental
Larva G. brasiliensis : (1998)
H. aduncum Argentina.
Adulto
Themisto gaudichaudii
Larva Engraulis anchoita
Merluccius hubbsi
Scomber japonicus . Navone et al.
H. aduncum Mar Argentino. (1998)
G. blacodes
G. brasiliensis
Adul Merluccius hubbsi
ulto S. japonicus
Contracaecum sp. Larva Raphidascaris sp.
Tipo Ay B Mar del Plata, Incorvaia &
Provincia de Buenos | Diaz de
Hysterothylacium sp. P. patagonicus Aires. Astarloa (1998)
Larva P. orbgnyanus
Cuenca del Hamann
Contracaecum sp. Larva |Serrasalmus spilopleura | Riachuelo, Provincia
. (1999)
de Corrientes.
Lago Nahuel Huapi, | Revenga &
Contracaecum sp. Larva Galaxias maculatus Provincia de Rio Scheinert
Negro. (1999)
Golfo San Matias, Gonzélez &
[ . I ] Provincia de Ri
Hysterothylacium sp Larva llex argentinus Nrovmc1a e Rio Kroeck (2000)
egro.
Lo Laguna Mar Navone et al.
C. multipapillatum Adulto Egretta alba Chiquita, Provincia
d . (2000)
e Buenos Aires.
Contracaecum sp. Larva E. anchoita Costas argentinas y | Timi et al.
uruguayas. (2001)
Contracaecum sp. Larva
S. magellanicus Penirilsu'la Valdes, Pazos et al.
Provincia de Chubut (2003)
C. pelagicum Adulto
Norte bonaerense, Timi (2003),
Contracaecum sp. Larva ) . .
E. anchoita sur bonaerense y Timi & Poulin
H. aduncum Adultos P :
atagonia (2003).
Zona Comun de
Adultos Merluccius hubbsi | pesca Argentino - Sardella &
H. aduncum Larva Uruguaya, Golfo San | Timi (2004)
Matias, Golfo

San Jorge, Plataforma
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Patagénica

Contracaecum sp. Larva ) Sardella &
M. hubbsi Zona Comfn de Timi (2004
pesca Argentino -
Uruguaya, Golfo San
Matias, Golfo San
Jorge, Plataforma
Patagoénica.
C. ouatucuva Estuario de Bahia Tanzola &
Contracaecum sp. Larva Mg P Blanca. Provincia de | Guagliardo
. furnieri Bueno Aires. (2004)
I};ig\tl;i?adgle surdela | rancini et al.
Contracaecum spp. Larva O. bonariensis Cordoba. (2005)
H. aduncum A tina, Brasil Timi et al
Hysterothylacium sp. Larva C. guatucupa reentina, Brasity '
Uruguay. (2005)
Contracaecum sp
Peninsula Valdés,
C. pelagicum Adultos ) Provincia de Chubut. | 5, i et al,
S. magellanicus Mar del Plata,
Contracaecum sp. Larvas . (2007)
Provincia de Buenos
Aires.
Zona Comun de
Contracaecum sp. pesca Argentino - R
Hysterothylacium sp. Larvas | Percophis brasiliensis | Ururguaya, Golfo ?Falfzo;égg &
H. aduncum San Matias, zona El imi ( )
Rincoén.
) Adulto . Bahia Bustamantey | Garbin et al.
C. chubutensis Larva Phalacrocorax atriceps Puerto Madryn (2008)
Contracaecum spp. Larva O. bonariensis La Vina (Cérdoba) 1(\;[86?)1 ni etal.
Costas de la Timi et al.
Hysterothylacium sp. Larva Pinouipes brasilianus | Provincia de Buenos | (2008)
H. aduncum Adulto gHtp Aires, Golfo San Timi et al.
Matias, Golfo Nuevo. (2009)
H [ . ) ) .
ysterothylacium sp Oligosarcus jenynsii
Contracaecum sp.
Sudoeste de la
Cont Larva rovincia de Buenos Tanzola et al.,
OTHETRCACCHIT SP- O. bonariensis, iires (2009)
Jenynsia multidentata '
H. rhamdiae Rhamdia quelen,
Hysterothylacium sp. Larva. Brevoortia aurea, Alarcos &
Contracaecum sp. P. orbgnyanus Laguna Mar .
Chiquita Etchegoin
Hysterothylacium sp. Larva. Micropogonias furnieri. (2010)
H. spirale Zenopsis conchife Costas Argentinas
Adultos Rossin et al.
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(2011)

Lago urbano Villa

Cruz.

Larva Dalcar, Rio Cuarto Biole et al.
C. australe Adultos Phalacrocorax brasilianus Cordoba. (2012)
Pimelodus albicans Rio Cuarto
Contracaecum s Larva Biole et al.
P | O. jenynsii (2012)
R. quelen Lagunas pampeanas
O. bonariensis
Laguna Mar
C. ovale Adulto. | Rollandia rolland Chiquita y Laguna Galeano &
Tanzola (2012)
Chascomus.
. ., Bahia Engafio, Garbin et al.
C. pelagicum Larva. E. anchoita Chubut (2013)
Puerto Deseado,
C. australe Adulto. | P. gaimardi Provincia de Santa Garbin (2014)

Garbin (2009) en su trabajo de tesis doctoral identific6 cinco especies del género
Contracaecum. Tres de ellas fueron ser nuevas, una fue mencionada anteriormente
(Garbin et al., 2008). Ademas redescribié a Contracaecum pelagicum y C. mirounga que
parasita a S. magellanicus, menciondndolo como hallazgo raro, tratdindose de una
especie habitualmente encontrada en mamiferos. También en S. magellanicus
identific6 una especie a la que provisoriamente denominé Contracaecum n. sp. 2'y

que probablemente representaria un nuevo taxén del género (Garbin (2015) com.

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

SPPp-

Los anisakidos estan asociados ecolégicamente con vertebrados acuaticos, 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 trabajo, las investigaciones se centraron especificamente en la biologia en

dos géneros: Contracaecum e Hysterothylacium.

Contracaecum:

El género Contracaecum segin Fagerholm (1989) se componia de 50 especies
nominales; sin embargo Shamsi et al, (2009) citaron la presencia de
aproximadamente 100 especies de distribuciéon cosmopolita. Esta variacién se debe al
uso de las nuevas técnicas de genética molecular.

La clasificacion actual se basa en rasgos morfolégicos observados al microscopio
optico, como estructuras cefélicas, bucales 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 II,
posee un diente ventral a la abertura oral y un delicado apéndice ventricular
(Anderson, 2000). Este estadio es ingerido por un hospedador invertebrado,

24



especialmente un copépodo, actuando como un hospedador de transporte.
Posteriormente es transmitido a un pez (hospedador intermediario) donde tiene
desarrollo la Larva III luego de encapsularse en el mesenterio. Este estadio posee
labios rudimentarios pero no tiene atn 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, 1992).

Las especies de Contracaecum se diferencian de otros anisdkidos como
Pseudoteranova decipiens e Hysterothylacium aduncum en que la larva III es
directamente infestante para las especies de peces pequefios (McClelland, 1995).

Se han desarrollado algunos estudios experimentales de transmisién 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 infestar peces y ranas. Las larvas III migraron a la cavidad
visceral de estos hospedadores, se encapsularon y lograron ser infestivas para
pelicanos (Anderson, 2000).

Los estudios taxonémicos en Contracaecum spp. realizados hasta el presente son
numerosos, sobre todo en aquellos que parasitan peces, aves y mamiferos boreales
(Hartwich, 1964; Fagerholm, 1989; 1990; Kloser & Plotz, 1992). Sin embargo, la
taxonomia de este grupo sigue siendo confusa actualmente debido a la similitud
morfoldgica entre las distintas especies, especialmente 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 recientes, la técnicas genéticas moleculares estan

aportando una solucién a ésta problemética (Mattiucci & Nascetti, 2008).

Hysterothylacium:

El género Hysterothylacium comprende mds de 59 especies (Klimpel et al., 2007).
Bruce et al., (1994) enumeraron 52 especies de Hysterothylacium en peces marinos, de
estuario y de agua dulce. Més tarde, Li et al., (2007) informaron sobre 61 especies de
éste género (Moravec et al., 2012). Rossin et al. (2012) mencionaron 66 especies de
éste género.

Estas especies son encontradas en su 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 II. 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 III, que son transferidas al hospedador definitivo. En este estadio la
larva cuenta con un extremo cefdlico 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 estan bien desarrollados (Anderson, 2000). La
localizacién de la larva IV y el adulto en algunas especies de este género como H.
aduncum es el tubo digestivo (estdémago, ciego pildrico e intestino) (Iglesias, 2002)

Koie (1993) estudi6 en H. aduncum la trasmision experimental en hospedadores
invertebrados y peces, para determinar el rol de la variedad de hospedadores y

distinguir los distintos desarrollos larvales. La autora concluy6 que las primeras dos
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mudas ocurren en los huevos, el tercer estadio de larva es infestivo para los
hospedadores intermediarios (peces o invertebrados) la tercera muda puede ocurrir
en un hospedador intermediario (un pez o un invertebrado no crustdceo) 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
(=Thynnascaris Dollfus) con caracteristicas morfolégicas diferentes. Larva tipo MA: 1-
2 mm de longitud, provista de un es6fago que representa el 11% del largo total. El
apéndice ventricular es casi 13 veces mds largo que el ciego intestinal. No poseen
espina terminal. En cambio, las larvas tipo MB tienen una longitud de 2 mm, el
esofago es s6lo un 8% del largo total, el apéndice ventricular es casi 20 veces mas
largo que el ciego intestinal y no poseen espina terminal. Estas larvas son
probablemente larvas III acorde con Koie (1993) y Gonzalez (1998). Gonzélez (1998)
describi6 larvas estadio IV de H. aduncum en Oncorhynchus mykiss de Chile, con ciego
intestinal més largo que el apéndice ventricular y cola multiespinosa. Este autor
evalu6 ademads 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 a los efectos de conocer

taxonémicamente el material a ensayar el riesgo zoonético, se plantearon las

siguientes hipotesis parciales:
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H1: en el sudoeste bonaerense las larvas parasitas de la pescadilla de red, C.

guatucupa, el pejerrey del mar O. argentinensis y el pejerrey de laguna, O. bonaerensis,

pertenecen a los géneros Contracaecum e Hysterothylacium.

H2: las caracteristicas histolégicas de las larvas permiten identificarlas mediante

cortes anatomopatolégicos.

A los efectos de testear estas hip6tesis se establecieron los siguientes objetivos:
— Precisar el estatus sistematico de los estadios larvales hallados.

— Caracterizar histol6gicamente los estadios larvales hallados.
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MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras y procesamiento de los hospedadores:

Se examinaron 112 ejemplares de pescadilla de red, Cynoscion guatucupa, 105 de
pejerrey de mar, Odontesthes argentinensis y 90 ejemplares de pejerrey de laguna,
Odontesthes bonariensis entre los afios 2009 - 2011.

De cada pez se tomo el 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 o¢rganos digestivos (estoémago, ciego intestinal e
intestino), de donde se colectaron y cuantificaron los nematodes de interés bajo lupa.
Se registraron las localizaciones de las larvas encontradas. Los nematodes fueron
fijados y conservados en alcohol 70%para efectuar estudios gendémicos y en fijador
Davidson para histologia descriptiva. Algunos fueron aclarados con partes iguales
de acido acético/alcohol 98°. Para su diagnéstico fueron estudiados utilizando un
microscopio 6ptico (Olympus CH20). Se hicieron dibujos con la ayuda de la cdmara
clara incorporada al microscopio. Las medidas de los caracteres morfolégicos estan
expresadas en milimetros (mm.). Se expresa la media y el rango minimo - maximo
entre paréntesis. Se calcularon los indices morfométricos de Koyama et al. (1969).
Para discriminar morfolégicamente los distintos tipos larvales se sigui6 el criterio de
Sey & Petter (1998).

Para realizar el estudio histolégico de las larvas luego de fijadas en Davidson, se
procedi6 a la deshidratacion en alcohol etilico de gradaciéon creciente

(70°,80°,80°,90°,96°) por un periodo 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 y luego
se transfirieron por 24 horas a alcohol butilico. Transcurrido ese tiempo se llevaron a
una estufa de 57°C donde se las colocé en 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 histolégicos y se efectuaron cortes de las
muestras de 5-7 p de espesor en un micrétomo. Luego se colorearon con la técnica

hematoxilina eosina (H - E) o tricrémico de Masson.

Biologia molecular

Los ensayos moleculares se realizaron en el Departamento de Biologia Molecular
de IACA laboratorios (Bahia Blanca).

Especimenes analizados segiin criterios moleculares:

Para la identificacién a nivel molecular se emplearon larvas de Contracaecum sp.
(Lcg), del hospedador Cynoscion guatucupa ya que estas fueron las tnicas de todo el
estudio que provocaron lesiones gastricas en un modelo murino (ver capitulo III en
el presente estudio).

Protocolo para la extracciéon y amplificacién de ADN larval:

La obtenciéon de ADN se realiz6 a partir de digestion enzimatica de las larvas
Lcg. Se colocaron las larvas en 200ul de solucién fisiolégica, se agregd igual
volumen de MagnaPure DNA Tissue Lysis buffer (Roche) y 20uL de proteinasa K.
La mezcla se incubé durante 30 minutos a 56°C. Para inactivar la proteinasa K, la

muestra se somet6 a 95°C por 10 minutos. Luego, El ADN se purificé utilizando un
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sistema automatizado MagnaPure Compact (Roche), con un volumen final de
elucion de 50ulL.

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
GATTGRTTY AT-3"y 210 R 5"-CAC CAA CTC TTA AAATTA TC-3".

Para la amplificaciéon 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 amplificacién de los region ITS-1 se llevé a cabo con la utilizaciéon de los
primers SS51 F 5'GTTTCCGTAGGTGAACCIGCG-3© y NCI13 R 5-
GCTGCGTTCTITCATCGAT-3") y la region 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 mix de 1 X, 0,5-5 ng de ADNy 0,5

uM de cada uno de los primes, 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: 95°C 10 min, 34 ciclos de 95°C 30 s, 46°C 60s y 72-C 90s y una extension final
de 72-C por 10 min.

rrnS, ITS1, ITS2: 95°C 10 min, 35 ciclos de 95°C 30 s, 55°C 30s y 72°C 30s y una
extension final de 72-C por 7 min.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2% para verificar la
efectividad de la amplificaciéon. Las bandas se visualizaron por tincién con bromuro
de etidio utilizando luz UV. Finalmente, los productos fueron purificados con el
QIAquick PCR purification kit (Qiagen) y cuantificados con un espectrofotémetro
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 dilucién de la master mix de 0,125X, TuM de cada primer y 15 ng de producto de
PCR. Los parametros de ciclado fueron: 96°C 1 min, 30 ciclos de 96°C 10 s, 50-C 5 s y
60°C 4 min. Los productos de secuenciaciéon se corrieron en un secuenciador
automéatico ABI 3500 de Applied Biosystem y se analizaron mediante el programa

Sequencing Analysis v5.4.

Anadlisis filogenéticos:
Para analizar las relaciones filogenéticas, se buscaron con la herramienta
BLAST (Altschul et al., 1990) secuencias del gen de la citocromo oxidasa 2

mitocondrial (cox 2), que se encuentran depositadas en el GenBank. Se realizaron 2
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alineamientos distintos, uno general (44 secuencias) con el objetivo de visualizar las
asociaciones de la especie en estudio y las encontradas en GenBank y un segundo
alineamiento, més reducido (11 secuencias), s6lo con especies que corresponden a
hospedadores mamiferos.

Luego, se alinearon las secuencias mediante el programa Muscle. Se utiliz6 el
programa Jmodel Test para evaluar el modelo evolutivo que mejor aplicaba al
presente alineamiento (Darriba et al., 2012). Se realizaron los anélisis filogenéticos
aplicando distintos métodos: distancia o Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987),
Maxima parsimonia (MP) mediante el programa MEGA v.5.2 (Tamura et al., 2011) y
bayesianos (MrBayes software v.3.2.6.(Ronquist & Huelsenbeck, 2003)).

El soporte de las ramas para el método de NJ y MP se evalué mediante 1.000
repeticiones de boostrap, considerando una rama confiable aquella con un valor
mayor al 70 %. Para el MP se realizé consenso estricto (el 100% de los arboles mas
parsimoniosos encontrados presentan esa topologia de ramas) y consenso mayoria
(similar aplicado pero en el 50% o mas de los arboles).

En la metodologia bayesiana, donde se implement6 la cadena de Markov de
Monte Carlo (MCMC), la convergencia se evalué considerando un desvio estandar
en las frecuencias de los clados menor que 0,01 y valores de poblacién efectiva (ESS
del inglés: Effective Simple Size) mayor que 200. Los valores se verificaron utilizando
el programa Tracer v.1.5. Los resultados de las estimaciones de é&rboles se
resumieron descartando el 10% de los arboles que se guardaron. El 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 realizé mediante el software

FigTree v.1.4.2.
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RESULTADOS

Ubicacion taxonOmica

Phylum Nematoda

Clase Rhabditea (=Secernentea)

Orden Ascaridoidea

Superfamilia Ascaridoidea Raillet & Henry, 1915

Familia Anisakidae Raillet & Henry, 1912

Subfamilia Contracaecinea Mozgovoi & Shakhmatova, 1971

Género Contracaecum Raillet & Henry, 1912

Descripcion morfolégica del material estudiado:

~ Contracaecum sp. en el hospedador Cynoscion guatucupa

Larva lIl (Figuras 1 a 4):

Los ejemplares fueron hallados libres o asociados con otras formas parasitas en la
cavidad celémica del hospedador. En general se encontraron sobre mesenterios.
Descripcion (basada en 20 individuos):

Poseen una cuticula estriada transversalmente (Figura 2). La longitud promedio
de las larvas fue de 3,53 (2,72-4,65) mm, con un ancho maximo de 0,130 (0,080-0,200)
mm. La boca estd rodeada con primordios labiales. Presencia de diente. Anfidos e
interlabios no son visibles. El anillo nervioso se encuentra a una distancia de 0,185
(0,150-0,250) mm con respecto al extremo anterior. El poro excretor anterior e

interlabial se encuentra con respecto al extremo anterior a una distancia promedio de
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0,015 (0,01-0,017). El apéndice ventricular ciego de 0,39 (0,3-0,66) de longitud
promedio, se proyecta hacia la parte posterior desde el eséfago. El eséfago mide 0,44
(0,26-0,66) mm (Figura 4). El largo del ciego intestinal es de 0,233 (0,15-0,39) mm. La
cola es estriada, conica y mide 0,10 (0,08-0,19) mm (Figura 3). Los fdsmidos no son

visibles. (Tabla I)

Figura 1: Vista general de la larva L3 de Contracaecum sp. (Escala=0,2 mm)
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Figura 2: Extremo anterior de Contracaecum sp. encontrada en C. guatucupa sefialando el
diente perforante (D) y porcién terminal del ducto y poro excretor (yk) (escala=0,05mm).

Figura 3: Extremo posterior de Contracaecum sp. encontrada en C. guatucupa
(escala=0,05mm).
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Figura 4: Vista del ciego intestinal (CI) y del apéndice ventricular (AV) de
Contracaecum sp. encontrada en C. guatucupa. (escala=0,10 mm).

Tabla I: Medidas comparativas de larvas de Contracaecum sp. en C. gquatucupa.

Guagliardo (2003) Presente estudio
Larvas medidas N=30 N=20
Longitud del cuerpo 3,41 (2,61-4,30) 3,54 (2,72-4,65)
Ancho maximo del cuerpo 0,130 (0,09-0,176) 0,13 (0,08-0,2)
Distancia del extremo 0,14 (0,11-0,176) 0,18 (0,15-0,25)
anterior al anillo nervioso
Largo del es6fago 0,47 (0,35-0,58) 0,44 (0,26-0,66)
Largo del ciego intestinal 0,34 (0,24-0,48) 0,23 (0,15-0,39)
Largo del apéndice 0,34 (0,19-0,49) 0,39 (0,3-0,65)

ventricular

DlStaFICla del extremo s/d 0,015 (0,01-0,017)
anterior al poro excretor
Longitud de la cola 0,103 (0,08-0,12) 0,11 (0,08-0,19)
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Caracterizacion histologica de las larvas (Figura 6):

En los cortes transversales de las larvas de Contracaecum sp. recolectadas en C.
guatucupa se observé la cuticula en la superficie externa, una capa homogénea de
tonalidad rosada refringente que presenta una ornamentacién externa dispuesta
longitudinalmente (Figura 6). No se alcanzaron a distinguir los estratos propios de
dicha estructura. El espesor fue de un promedio de 5,36 (3-6,73) n. La relaciéon de
proporcion con respecto al didmetro corporal en determinados niveles indicé que no
sigue un patron de grosor uniforme, ocurriendo zonas con 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
somatica en cuatro cuadrantes. Los cordones hipodérmicos dorsal y ventral son
reducidos y los laterales son de gran tamafio con forma oval y poseen un ntcleo.

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

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

~ Contracaecum sp. en el hospedador Odontesthes argentinensis:

Larva III: (Figuras 7 - 9)

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

Present6é una longitud del cuerpo promedio de 4,35 (3,5-5,2) mm. y un ancho
méaximo del cuerpo 0,136 (0,09-0,16). Posee una cuticula con estriaciones
transversales. La boca esta rodeada por tres esbozos de labios. Presencia de diente. El
poro excretor es de posicién ventral e interlabial y se encuentra a una distancia del
extremo anterior de 0,0075 (0,0075-0,0075) mm. EI anillo nervioso se encuentra a 0,18

(0,12-0,23) mm del extremo anterior. En la region anterior del tubo digestivo se
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encuentra el esé6fago muscular de una longitud promedio de 0,42 (0,39-0,55) mm.
Contintia en direccién 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 (0,175-0,210) mm con direccién anterior. No se observan fasmidos ni
esbozos del aparato reproductor. La cola presenta una longitud de 0,102 (0,08-0,152)

(Tabla II).

Figura 7: Vista general de Contracaecum sp. (L3) en O. argentinensis. (escala=0,3mm)
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Figura 8: Extremo anterior de Contracaecum sp. (L3) en O. argentinensis. Ciego
intestinal (CI) y apéndice ventricular (AV) (escala=0,2mm).

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

Sanhueza (2002) Presente estudio
Larvas medidas N=14 N=10
Largo del cuerpo 4,21 (3,59-4,79) 4,35 (3,5-5,2)

Ancho méaximo del cuerpo 0,17 (0,14-0,22) 0,136 (0,09-0,16)

Distancia del extremo 0,19 (0,171-0,202) 0,18 (0,12-0,23)
anterior al anillo nervioso

Largo del es6fago 0,53 (0,43-0,63) 0,42 (0,39-0,55)

Largo del ciego intestinal 0,28 (0,24-0,37) 0,188 (0,17-0,21)

Largo del apéndice 0,45 (0,30-0,53) 0,41 (0,38-0,45)
ventricular més ventriculo

Poro excretor - 0,0075 (0,0075-0,0075)
Longitud de la cola 0,15 (0,13-0,19) 0,102 (0,08-0,15)

Caracterizacion histolégica:

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 observé migracion hacia la
musculatura (ver capitulo II). Asi mismo, debido al pequefio tamafio y el caracter
friable del material estudiado la técnica histolégica no brind¢ detalles morfolégicos
definidos que permitieran clarificar la microantomia de las larvas de manera
satisfactoria. En virtud del solapamiento morfométrico observado entre las larvas de
C. guatucupa 'y O. argentinensis asi como el solapamiento en la localizacién geogréfica
de ambos hospedadores y del comportamiento tréfico de ambos hospedadores se

postula que se trata de larvas de la misma especie de Contracaecum.
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~ Contracaecum sp. en el hospedador Odontesthes bonariensis

Larva III: (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):

Presenta una longitud promedio de 3,68 (2,29-4,8) y un ancho méximo
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 (0,005 - 0,0075) del
extremo anterior de la larva (Figura 11). El es6fago muscular tiene una longitud
promedio de 0,38 (0,27-0,51), el ciego intestinal mide 0,21 (0,13-0,36) y el apéndice
ventricular més el ventriculo miden 0,41 (0,27-0,52) (Figura 13). La cola es estriada,
conica y mide 0,08 (0,05-0,13) mm promedio (Figura 12). Los fasmidos no son

visibles. No se observan estructuras del aparato reproductor (Tabla III).
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Figura 10: Vista general de Contracaecum sp. (L3) en O. bonariensis (escala=0,10mm)

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

Figura 13: Vista del ciego intestinal (CI) y del apéndice ventricular (AV) de larva L3 de
Contracaecum sp. encontrada en O. bonariensis. (escala=0,10mm).

46



Tabla III: Medidas comparativas de larvas de Contracaecum sp. en O. bonariensis.

Drago (2004)

Presente estudio

Larvas medidas

N=20

N=15

Largo del cuerpo

3,22 (1,66-4,40)

3,68 (2,35-4,8)

Ancho méaximo del cuerpo

0,14 (0,07-0,2)

0,139 (0,09-0,2)

Distancia del extremo anterior
al anillo nervioso

0,164 (0,13-0,2)

0,181 (0,15-0,24)

Largo del eséfago

0,36 (0,28-0,48)

0,38 (0,27-0,51)

Largo del ciego intestinal

0,17 (0,07-0,28)

0,21 (0,13-0,36)

Largo del apéndice
ventricular mas ventriculo

0,37 (0,23-0,48)

0,41 (0,27-0,52)

Poro excretor

0,007 (0,005 - 0,008)

Longitud de la cola

0,083 (0,06-0,10)

0,084 (0,052-0,13)

Caracterizacion histolégica (Figuras 14 y 15):

Al microscopio 6ptico, en el corte transversal, el estadio larval de Contracaecum

No presenta alas laterales. Entre la cuticula y la musculatura se observa una

aprecian ornamentaciones externas (Figura 14).
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sp. a nivel del nuacleo 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, siendo el mismo de

un promedio de 2,57 (1,96 - 3,92) n. En la superficie expuesta del estrato cortical se

delgada hipodermis. El nicleo se proyecta hacia el pseudoceloma en cuatro
porciones engrosadas bajo la forma de cordones hipodérmicos. Los cordones
hipodérmicos corren longitudinalmente y dividen la musculatura somética en cuatro

cuadrantes. Los cordones dorsal y ventral son reducidos. Los cordones laterales por




el contrario, son de gran tamafio y presentan un ntcleo. El sistema nervioso central a
partir de su par ganglionar lateral a nivel del anillo nervioso, envia nervios laterales
que corren a lo largo del cuerpo por los cordones laterales. La glandula excretora
contacta en todo su trayecto con el 16bulo ventral del cordon hipodérmico lateral.
Como se mencion6 en parrafos anteriores, los cordones de la hipodermis dividen la
musculatura en cuatro cuadrantes o campos. En larvas de Contracaecum sp parasita
de O. bonariensis cada 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 16bulo ventral del cordon lateral izquierdo. El nticleo excretor es oval de
aproximadamente 7 por 23 u (Figura 15) El poro excretor abre ventralmente entre los

esbozos de labios subventrales.

Cord v

Cord D

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

pm).

En la tabla 4 se compararon los datos morfométricos de las larvas del género
Contracaecum en los tres hospedadores estudiados.

En la tabla 5 se compararon los indices morfométricos de Koyama et al. (1969)
calculados para las larvas del género Contracaecum en los tres hospedadores

estudiados.
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Tabla IV. Comparacion de medidas de larvas III Contracaecum sp.

estudiados. Expresadas en milimetros.

en los hospedador

Hospedador Cynoscion Odontesthes Odontesthes
guatucupa argentinensis bonariensis
Larvas medidas N=20 N=10 N=21

Longitud del cuerpo

3,53 (2,72-4,6)

4,35 (3,5-5,2)

3,63 (2,35-4,8)

Ancho maximo del cuerpo

0,130 (0,08-0,2)

0,136 (0,09-0,16)

0,139 (0,09-0,2)

Distancia del extremo anterior
al anillo nervioso

0,185 (0,15-0,25)

0,17 (0,12-0,21)

0,177 (0,15-0,24)

Largo del eséfago

0,448 (0,26-0,66)

0,42 (0,39-0,55)

0,383 (0,27-0,51)

Largo del ciego intestinal

0,233 (0,15-0,39)

0,188 (0,17-0,21)

0,21 (0,13-0,36)

Largo del apéndice ventricular
mas ventriculo

0,393 (0,3-0,65)

0,41 (0,38-0,45)

0,41 (0,27-0,52)

Distancia del extremo anterior
al poro excretor

0,015
(0,01-0,017)

0,008
(0,0075-0,0075)

0,007
(0,005-0,0075)

Longitud de la cola

0,105
(0,08-0,19)

0,102
(0,08-0,15)

0,085
(0,05-0,13)
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Tabla V. comparacion de indices morfométricos de Koyama et al., (1969) de las larvas III del

género Contracaecum en los tres hospedadores estudiados.

Hospedador | Cynoscion guatucupa | Odontesthes argentinensi{ Odontesthes bonariensis
i:;;’;;s N=20 N=10 N=21

a 27.15 (34-23) 31.98(38.88-32.5) 26.11(26.11-24)

1 4.19 (4.85 -3.51) 5.25 (4.54-5.25) 4.577 (4.35-4.66)

B2 7.87 (10.46 - 6.96) 10.35 (8.97 - 9.45) 9.47 (8.7 - 9.41)

y 33.62(34-24.21) 42.64(43.75-34.66) 42.7(47-36.9)

X 8.98 (9.06 - 7.07) 10.61 (9.21 - 11.5) 8.85 (8.70 - 9.23)

Y 15.15 (18.13 - 11.79 23.13 (20.58 - 24.76 17.28 (18.07 - 13.3)
Vi 1.68 (2 - 1.66) 2.18 (2.23 - 2.14) 1.95 (2.07 - 1.44)

Referencias: Indices de Koyama (Koyama et al. 1969): a = Largo del cuerpo / Ancho del cuerpo, 1 = Largo del
cuerpo / Largo eséfago total, 2 = Largo del cuerpo / Largo preventriculo, y = Largo del cuerpo / Cola, X=largo

del cuerpo/largo Apéndice ventricular, Y=largo del cuerpo/largo del Ciego Intestinal, Z= largo Apéndice
ventricular / largo del Ciego Intestinal.

Ubicacion taxonOmica

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 III (Figuras 16-19)

Se las encontro libres en la cavidad del cuerpo o entre los mesenterios.

Descripcion (basada en 10 individuos):

Posee una cuticula con suaves estriaciones transversales. En corte transversal se
observa la presencia de alas 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 estd formado por un ciego
intestinal dorsal al eséfago y de longitud marcadamente menor que el apéndice
ventricular (Figura 18). Se observan goénadas representadas como un filamento
espiralado (Figura 19). La cola es cénica, con una espina terminal simple (Figura 17).
Las medidas de las larvas halladas son las siguientes: la longitud promedio del
cuerpo es de 12,61 (9-15,3) mm, el ancho maximo del cuerpo es de 0,34 (0,27-0,4), la
distancia del extremo anterior al anillo nervioso es de 0,57 (0,48-0,62), el largo
promedio del eséfago es de 0,91 (0,67-1) mm, el largo promedio del ciego intestinal
es 0,35 (0,25-0,48) y el largo del apéndice ventricular es de 0,93 (0,54-2) mm, el poro
excretor se encuentra a una distancia de 0,64 (0,62-0,66) con respecto al extremo
anterior y la longitud de la cola es de 0,21 (0,11-0,36). Relacién largo total - largo del
esofago: 13,84, relacion largo del esofago - largo del apéndice ventricular: 0,97,
relacion largo del eséfago - largo del ciego intestinal: 2,6 y relacién apéndice

ventricular - ciego intestinal: 2,65.
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Figura 16: Extremo anterior de Hysterothylacium sp. LIII halladas en C. guatucupa
(escala=0,1mm).

Figura 17: Extremo posterior de Hysterothylacium sp. mostrando en detalle la espina caudal
(escala=0,1mm).
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Figura 18: Region del ciego intestinal y apéndice ventricular de Hysterothylacium sp.
(escala=0,1mm).

y 3
i mﬁ

Figura 19: Vista en detalle de génada espiralada (X400, escala=100um).
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Tabla V: Medidas comparativas de larvas deHysterothylacium sp. en C. guatucupa.

Guagliardo (2003) Presente estudio
Larvas medidas N=30 N=10
Longitud del cuerpo 11,53 (8,45-20,88) 12,61 (9-15,3)
Ancho maximo del 0,34 (0,21-0,53) 0,34 (0,27-0,4)
cuerpo
Distancia del extremo 0,42-0,45 0,57 (0,48-0,62)
anterior al anillo nervioso
Largo del es6fago 0,91 (0,71-1,20) 0,91 (0,67-1)
Largo del ciego intestinal 0,35 (0,24-0,405) 0,35 (0,25 - 0,48)
Largo del apéndice
ventricular 0,877 (0,576-1,032) 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 (0,12-0,324) 0,21 (0,11 -0,36)

Caracterizacion histologica:

La cuticula al microscopio 6ptico se observa como una capa homogénea de
tonalidad roséacea. En la superficie cortical externa no se aprecian irregularidades en
la ornamentacién externa.

Las alas laterales presentan un esqueleto que esta embebido en la cuticula y
tienen forma de “T” y se extienden a lo 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 general, en los cortes de cada rama del
cordon lateral se aprecia un sélo nicleo (Figura 21).

La musculatura somadtica esta formada por un estrato tnico 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 basal acidoéfila. La pared epitelial es de
tipo cilindrico con los ntcleos 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 estd representada por un
filamento espiralado en cuyo interior es posible distinguir células germinales

inmaduras (Figura 19)
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50 um

Figura 20: Corte histolégico transversal de una larva L3 de Hysterothylacium sp. en C.
guatucupa (40X).Referencias en el dibujo de cuticula (c), cordén hipodérmico ventral (Cv),
dorsal (CD) y cordones laterales (CL). Ala lateral (AL), génada (G) e intestino (Int). H-E.
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Figura 21: Vista en detalle del ala lateral y nticleo de cordones hipodérmicos laterales. H-E
(1000X)

Identificacion molecular de las larvas de Contracaecum obtenidas en

C. guatucupa:

Las secuencias del gen mitocondrial de ADN cox 2 de larvas de Contracaecum sp.
halladas en Cynoscion guatucupa fueron comparadas con otras disponibles del género
Contracaecum depositadas en GenBank: EU477207.1 Contracaecum cf. osculatum D,
EU477205.1 C. cf. osculatum E, EU477204.1 C. cf. osculatum B, EU477203.1
Contracaecum cf. osculatum A, EU477208.1 C. osculatum baicalensis, EU477210.1 C.
radiatum, EU477213.1 C. mirounga, EU852337.1 C. gibsoni (Contracaecum aff.
multipapillatum A), EU852343.1 C. overstreeti (Contracaecum aff. multipapillatum B),
JN580992.1 C. pelagicum (larvas), JN580993.1 C. pelagicum (larvas), EF535569.1,
EF535568.1, EF122210.1 C. pelagicum, EU852350.1 C. micropapillatum, EF513494.1 C.
bioccai, HQ328504.1 C. chubutensis, EF513512.1 C. septentrionale, GQ847541.1,
GQ847544.1, GQ847532.1, GQB847542.1, GQB847536.1, GQ847533.1, GQ847539.1,

GQB847543.1, GQB47538.1, GQB847534.1, Contracaecum sp., GQ847537.1 Contracaecum
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sp. (C. australe) EF558892.1, EF513501.1, EF122202.1, EF535570.1, EF558891.1,
EF122203.1, EF122204.1, EF513506.1, EF513511.1, EF558896.1 C. rudolphii, EU477211.1
C. ogmorhini, EU477212.1 C.margolisi, DQ116435.1 Pseudoterranova ceticola. Debido a la
asociacion de la especie estudiada con otras especies que parasitan mamiferos
marinos se decidi6 ensayar un nuevo alineamiento s6lo con estas especies.

Los alineamientos de mtADN cox 2 (519 pb) del presente estudio en comparacién
con otras especies del género Contracaecum previamente secuenciadas y depositadas
en GenBank se presentan en la figura 22. En la figura 23 se muestra una selecciéon de
secuencias que corresponden a hospedadores mamiferos.

Las relaciones genéticas establecidas para la especie de Contracaecum estudiada se
muestran en los &rboles construidos mediante andlisis Bayesiano, de Méxima
Parsimonia (MP) y Neighbor-Joining (NJ) (figuras24, 25, 26, 27).

Los analisis de MP consenso estricto y NJ, deducidos de las secuencias
mtADNCcox 2 demostraron que los especimenes de Contracaecum sp. estudiados (n=3)
estan genéticamente mas cercanos en principio a C. margolisi y luego a C. ogmorhini.
Sin embargo, de acuerdo al analisis Bayesiano la relacién fue inversa, mas cercano a
C. ogmorhini que a C. margolisi. A pesar de ello, se observa una congruencia en los
diferentes métodos utilizados ya que siempre mostraron las mismas asociaciones con

la especie en estudio.

59



resas ranas GTITTTTATIT CAAAAGTAAG AAGATTGAGT ATEAATTTGNS AGAGETTTTE TGTAGTGTTT TTCLGASTTT GATTTTGGTT ATGCAGATGA TTCCATETTT GAGTITGETT
- N
lellllle

el
&

280000
A
0000 0
H
>
@
b0 060
bopnen

o
P
papocoen

2000000 0800 6 0
o
»
naos
-
T
brorpEE
v
oee0000.
.
S 4
LETS-I-T-1-T-1-

»

000000A0A0AD
E
o

AABAREEE A A A A4
»

o
n

4444444444444 4444

BE BBBRBR

BEP: PERERE

3
3
3

BEREEEEEERE FRERRERERE

13
280000000080
PREERERRRRERE B
BEBDEEEREDE
PEEEEEEEERE

BT YTV F T ]
CRBRERERRRERRRRRR B BRRERR

canapa
CrpeBE

PERRERBRED

f33 9%

e
£6660RARARARAAOAOANANG. HEOEOENE. NRODAEERAN
5

poononananannononaNAND
r

44444414144
APPPRRRRERE
A A

000000

A Tla @ v a

o
o
o

ae

T y— TATTATTATG GITTAATAAL CETGGATAGT AGTTTAACTG TGAAGGTIAC CGGTEATEAS TEGTATTGEA GITATGAGTT TAGGEATATI CETGGTITGG AGTITGATTE
S margeus Silileniiiotiiiii v . .

n

eIl lle TR

3

Al

e 444
BT
o
a4

PEREBR

Lo
a

o

3
PIEEEEELY

4 Ap

000!
g H
g E

H

H

N
o
o
asnona0n

n
3
H
P44
a
4 4144 A1
an
prErE
nooooon
a

b
A4

ann0 0
Boannn
annnn
sanana
vona!
T
Ceeee
annnn

3

a
& aanan
060000 DO 000000

33358
4
>0
4 004444400
ST
PIET
> rEEEE D

31
anan
4
Lanan. noooanan
o

o
g
§
o

o
§
>
a66. anARANG

PEpRRRRERER B
PERRBEREERE BA
apaann. anan

o

fanas

©a0a0
o

"
A4 A A A A4S 4 A4 A4 A4 OARARA A4 440B 44

R
anOnANANANAOAON

anonn.

=
=
o)
=
o)
)
=0
=
=
o)
=
30
=
=
=
)
=
Fo)
)
E)
=
=
)

PEEREREEE BEREREEEEEERER BEEREERE FRERRRERE

FrpugormTancys coscols < a &lA lAcc T & i A A

[ TTATATGALS TETTTEGACE AGTTGGAGTT GOGGGAACES COTCTTITES AGGTTGATAA TESTTGTETT GTGECITETE ATACGAATAT TEGTTTTTET ATcadrreas

3]

aoonan
coo0an

Tac
e
o

e

3
>
A

S BBEBR BB B BB B
IS SRR

00000660000
bopEpE
D OADA444

IETTTTE
PEBEERER
Beodddad
ana
o ooanap
ann4
4444

3
[mpnehn

33

4
nann

Cann
PEREREEEERERE ABBREEAAAAAA4441

PEREERERERE
PEREEBERERER
BoBARAARARADAG
4
4
44440 AR AD A0

444444444444 444444444 44 444
E
a

Ceprp
CEBEPRBBRERBRBEER
- anapaneanann

44

- “E-
e -

£68000000000000800080000. &
Rt diisdidddadddataddddddads

E
PREBBBERBRD
4
P4
R
4444

i

4

a

e prazape GEGATGTTAT COATTETTGA GETTTGEGTA GGETTTGTAT TAAGTTGGAT GETATAAGTG GTATTETTAG TAGTTTATGT TATAGTTITEE GTATTGTGGG AGTTTTTTAT 440

§

o
g
:
H
o4l
20660000
S
]
LELLELEEY
br prppan
Q eeoana
LLELELE
oloin
o
PROBOE
< an

EEEERTY

i}
e
wn

& apeeeann

4 A4 A
250 o esoe
Apa0:

o
44q43aaaa

o

g

3

o

o
2044000000
404400:

oonao
oonao
vanan

g
L ik
“apanas

or

A A A A

»0
ﬁﬂ.Dﬂ:
HHH

pre}
i}
e

nnoo

00ANANA0OOPEPFPERERRROO B

EEONONODOD: O
L6 a0 nap o6

13334

o

i
4444494444444 444
PABAEAERARARARAEA OO
0AOOE444444444440040"

B
prpn
000000600060000000. GOA0AAAN

nan
»
f

E

fha
aanana

>

&
L4
T
- ann:
1

PEsugaEmTanCYS Conooia SSlilliiell Tl CYALIIIII llAe.TILL IIIIIIIIII lllllvieve Tlllllelll lllllall

Frasers raceo GATCAATGTT CAGAAATTITG TAGTACTAAC
a e

Commaase. - T a

CATAGTTTTA TGCCTATTSC TTTGGAGGTA ACTTTGTTGG ATAATTTTA
e a

o

n
5
§
n
apnn
n

né‘ﬁ‘
o0
o

e
4400
o

i
3,
3
H
H
o

&
H

S EBERR BRE
[SRII IS5

frbrbr

OO 4444 44444440004

e
»

<
b
<

© @BaR00a0a0000 D
CerrbrprEEE

-

H
4449404940

- ona.

4
@006 G0G0ANA0A00G: G G004

00000600000000000044
-
&

o
anan
anno:

BrEEE

E
aan
a0

anan
400000

Figura 21: Secuencias alineadas de genes de ADN mitocondrial Cox 2 (519 Pb), de Contracaecum sp. de
Cynoscion guatucupa del Estuario de Bahia Blanca y otras especies de Contracaecum de aves y
mamiferos, mediante el programa Bioedit. Los puntos indican igualdad de nucleétidos.
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Figura 22: Secuencias alineadas de genes de ADN mitocondrial Cox 2 (519 Pb), de
Contracaecum sp. de Cynoscion guatucupa del Estuario de Bahia Blanca y otras especies de
Contracaecum de mamiferos, mediante el programa Bioedit. Los puntos indican igualdad de
nucledtidos.
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Figura 23: Arbol de consenso inferido por analisis Bayesiano (B). Se llevé a cabo utilizando el
programa MrBayes software v.3.2.6, deducido del andlisis de las secuencias cox2 ADNmt de
Contracaecum sp. conocidas hasta el presente en 1.000.000 generaciones. Los niimeros en los
nodos son las probabilidades (%) a posteriori (Pp) por el andlisis bayesiano con un apoyo
importante de Pp = 95%.
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Figura 24: Arbol de consenso inferido por analisis Bayesiano (B). Se llevé a cabo utilizando el
programa MrBayes software v.3.2.6, deducido del anélisis de las secuencias cox2 ADNmt de
Contracaecum sp. conocidas hasta el presente en 1.000.000 generaciones. Los ntimeros en los
nodos son las probabilidades (%) a posteriori (Pp) por el andlisis bayesiano con un apoyo
importante de Pp = 95%.
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Figura 25: Arbol de méxima parsimonia (MP) consenso estricto derivado del gen de la
citocromo oxidasa 2 mitocondrial (cox 2), para Contracaecum sp. de C. guatucupa del Estuario
de Bahia Blanca. Los valores de Boostrap 270 se indican en los nodos de las ramas.
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Figura 26: Arbol de maxima parsimonia (MP) consenso mayoria derivado gen de la
citocromo oxidasa 2 mitocondrial (cox 2), para Contracaecum sp. de C. guatucupa del Estuario
de Bahia Blanca. Los valores de Boostrap 270 se indican en los nodos de las ramas.
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Figura 27: Arbol filogenético Neighbor-Joining (NJ) basado en secuencias parciales (519 nt)
del gen la citocromo oxidasa 2 mitocondrial (cox 2). Los valores de bootstrap (= 70%) se
indican en los nodos de las ramas.
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DISCUSION

La presencia de ciego intestinal y de apéndice ventricular ademés de la
posicion del poro excretor justo debajo de las papilas labiales rudimentarias,
permitieron incluir las larvas encontradas como una especie del género
Contracaecum.

Contracaecum sp. en C. guatucupa:

Segun Fagerholm et al. (1990) en los estadios larvales es dificil identificar la
especie a la que corresponde. Pero en las décadas recientes las técnicas genético
moleculares han permitido reconocer especies dentro de la familia Anisakidae
(Mattiucci & Nascetti, 2008). Los genes mas utilizados como marcadores genéticos en
el género Contracaecum son los de la citocromo oxidasa designados como cox2, genes
altamente conservados en las mitocondrias y cuya variaciéon en algunos pares de
bases determina la divergencia de especies (D" Amelio et al., 2000, 2007).

Las larvas halladas coinciden morfolégicamente con las de tipo B halladas por
Incorvaia & Diaz de Astarloa (1998) en Paralichthys orbignianus y P. patagonicus.
Ademas coincidieron con los indices morfométricos de Koyama et al,. (1969) a, B2, X,
Y y Z calculados por los autores.

Timi et al., (2001) describieron larvas de Contracaecum sp en Engraulis anchoita de
las costas Argentinas y Uruguayas, las cuales coinciden morfométricamente con las
encontradas en este estudio, a excepcion de la longitud del cuerpo, resultando de

mayor longitud (5,01 (4,06-5,82)).

66



Las larvas descriptas por Guagliardo (2003) y por Tanzola & Guagliardo (2004)
para los hospedadores Micropogonias furnieri y Cynoscion guatucupa para la misma
zona de estudio coincidieron con las halladas en este estudio (ver tabla 1).

Timi et al., (2005) registraron larvas de Contracaecum sp. en C. guatucupa en la
costa norte de la provincia de Buenos Aires, pero su trabajo esta referido a parasitos
como indicadores de stock, por este motivo, al no presentar descripciones
morfométricas, no fue posible la comparacién de las larvas.

Se observaron muy pocas diferencias morfométricas entre las larvas de
Contracaecum sp. L3 de C. quatucupa y las larvas L3 de E. anchoita estudiadas por
Garbin et al. (2013) en Bahia Engafio, Chubut (C. guatucupa: 3,54 (2,72-4,65), E.
anchoita 4,78 (3,89- 6,20)) y en la longitud del apéndice ventricular (C. guatucupa: 0,39
(0,3-0,65), E. anchoita: 0,24 (0,17-0,36)). Las larvas L3 de E. anchoita provenientes de
Chubut presentaron a su vez muy poca variacién morfométrica con respecto a las

halladas por Timi et al., (2001) en el litoral de Mar del Plata.

Contracaecum sp. en O. argentinensis:
Las larvas registradas pertenecen a Contracaecum sp. tipo Il segin Cannon (1977).
Las caracteristicas morfoldgicas de estas larvas coincidieron con las larvas tipo B
descriptas por Incorvaia & Diaz de Astarloa (1998) en Paralichthys orbignianus y P.
patagonicus. Sin embargo, no coincidieron con los indices morfométricos de Koyama
et al., (1969) para las mismas larvas, salvo el indice X (largo del cuerpo/largo del

apéndice).
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Timi et al.,, (2001) comunicaron el hallazgo de larvas de Contracaecum sp. en
Engraulis anchoita de las costas Argentinas y Uruguayas, que coinciden
morfométricamente con las larvas encontradas en el presente estudio, pero se
observé una pequefia diferencia en el largo total de las larvas. Esta diferencia se
suma al ancho total de las larvas y al largo del apéndice ventricular que se observa
en los estudios realizados por Garbin et al., (2013) para el mismo hospedador.

Las descripciones coinciden totalmente con las realizadas por Sanhueza (2002) en
el mismo hospedador (Tabla II).

Se postula que las larvas de Contracaecum halladas en C. guatucupa y O.
argentinensis corresponden a la misma especie de Contracaecum, debido al
solapamiento morfométrico, de nicho tréfico y geografico de los hospedadores

examinados, como se mencioné anteriormente.

Contracaecum sp en O. bonariensis:

Para el pejerrey de laguna, Mac Donagh (1928) comunicé la presencia de larvas
en el intestino en las lagunas de Monte y Cochico, provincia de Buenos Aires. Szidat
& Nani (1951) describieron para Odontesthes hatcheri formas inmaduras de
Contracaecum sp en el intestino, planteando que se trata de ejemplares del mismo
género que los hallados por Mac Donagh en O. bonariensis.

Dado que los especimenes larvales hallados en O. bonariensis se asemejan
tnicamente a los hallados por Drago (2004) (ver tabla III), surge que estas larvas no
pueden ser asimiladas a ninguna de las especies conocidas. En este caso se deberia
recurrir a técnicas genético moleculares que han permitan reconocer especies dentro

de la familia Anisakidae (Mattiucci & Nascetti, 2008).
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Estas larvas se asemejaron a las larvas tipo I descriptas por Moravec, Kohn y
Fernandes, 1993 (Moravec, 1998).

Ninguna de las larvas de estadio tres de Contracaecum sp. estudiadas en el
presente trabajo present6 similitud, ni con las larvas descriptas morfométricamente
por Koyama et al. (1969), ni con los indices calculados por los mismos autores.

Por otra parte, la presencia del ciego intestinal y del apéndice ventricular ademas
de la posicion del poro excretor a la altura del anillo nervioso, permitieron incluir a
otro tipo de larva encontrada en el presente trabajo como una especie del género

Hysterothylacium.

Hysterothylacium sp. en C. guatucupa:

En relacién con los datos morfométricos de las larvas de Hysterothylacium sp.
encontradas en el presente trabajo y en relaciéon con la descripcién realizada por
otros autores (ver tabla 4) se plantea que:

El material hallado no se corresponde con las caracteristicas dadas por Norris &
Overstreet (1976) designadas como tipos MA y MB y que revestirian interés
zoonotico en el hemisferio Norte.

En Mar del Plata Incorvaia y Diaz de Astarloa (1998) describieron
morfométricamente larvas de Hysterothylacium sp. en el lenguado Paralichtys
patagonicuslas que no coinciden con las descriptas en este trabajo.

Navone et al. (1998) identificaron larvas de estadio Il y IV y adultos de la especie
H. aduncum en los hospedadores: Themisto gaudichaudii, Engraulis anchoita, Merluccius

hubbsi, Scomber japonicus, Genypterus blacodes y G.brasiliensis de diferentes zonas del
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mar Argentino. En su trabajo describieron morfolégicamente los estadios larvales y
adultos tanto machos como hembras. Las larvas estudiadas en el presente trabajo
difirieron de las larvas estadio III y IV citadas por los autores, principalmente por
poseer un ciego intestinal mas corto que el apéndice ventricular. Las relaciones entre
largo del cuerpo/largo eséfago, largo del eséfago/largo ciego intestinal y largo
apéndice ventricular/largo del ciego intestinal obtenidas por los autores fueron
mayores que en el presente trabajo y menores en relaciéon con el largo del
esofago/largo del apéndice ventricular.

Sey & Petter (1998) propusieron una clave dicotémica en la que describen seis
tipos de larvas de tercer estadio de Hysterothylacium sp. de Kuwait, a las que
designaron como tipos KA, KB, KC, KD, KE y KF. Las larvas examinadas en el
presente trabajo coincidiron con las larvas tipo KB en cuanto a la presencia de poro
excretor a nivel del anillo nervioso, a la ausencia de diente y a la presencia de una
espina en la cola. Sin embargo se diferencian de los tipos antes mencionados por las
caracteristicas siguientes: la punta de la cola posee un circulo de espinas y el
apéndice ventricular es mas corto que el doble del es6fago.

Bicudo et al. (2005) describieron morfolégicamente larvas de Hysterothylacium sp
de tercer estadio en el hospedador Prionotus punctatus en la zona costera de Rio de
Janeiro. Las principales caracteristicas que no coinciden con las larvas en este trabajo
fueron la ausencia de alas laterales y la presencia de un diente préximo a la abertura
oral.

La presencia de larvas de Hysterothylacium sp. en Cynoscion guatucupa fue

registrada por Timi et al. (2005). El trabajo tenia como objetivo determinar parésitos
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como indicadores de stock en tres zonas del sudoeste del Océano Atlantico, por tal
motivo, al no presentarse descripciones morfométricas, no fue posible realizar la
comparacion de las larvas.

Braicovich (2008) describi6é en Percophys brasiliensis larvas de estadio III, que se
diferencian por el largo total, la relacién largo del eséfago y el apéndice ventricular,
la relacion eséfago y el ciego intestinal y la relacion apéndice ventricular y ciego
intestinal. Se observa que habria un error en este valor ya que coincide con el valor
dado por la autora para la medida de la cola de Hysterothylacium sp. La autora
menciona que las larvas descriptas se corresponden morfolégicamente con larvas
encontradas en otras especies de peces como Micropogonias furnieri, Cynoscion
guatucupa y Pinguipes brasilianus, pero no coinciden con las estudiadas en el presente
trabajo.

Fontenelle et al., (2013) en el estado de Santa Catarina en Brasil, describieron
larvas estadio III en C. guatucupa a las cuales denominaron como Hysterothylacium
deardorffoverstreetorum. De acuerdo con los datos morfométricos presentados por los
autores, las larvas fueron ser muy similares a las encontradas en el presente trabajo,
salvo por el largo del apéndice ventricular y distancia del extremo anterior al anillo
nervioso.

Las caracteristicas de las larvas en el presente trabajo coinciden con las larvas
descriptas por Guagliardo (2003) para el mismo hospedador C. guatucupa y en el

mismo area de estudio.
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Aportes de la morfohistologia larval para el diagnéstico clinico de las anisakidosis

Las manifestaciones clinicas de la anisakidosis suelen confundirse con otro
tipo de enfermedades provocadas por otros agentes etiologicos, como por ejemplo
Ascaris lumbricoides, A. suum y Toxocara canis. Las técnicas inmunodiagnosticas suelen
mostrar importante reactividad cruzada con estos nematodes principalmente debido
al uso de maltiples antigenos del parésito en los tests (Ferndndez de Corres et al.,
2001). Por lo tanto, la anamnesis juega un rol fundamental en el diagnoéstico de esta
enfermedad.

Para Anisakis simplex, por ejemplo, se ha registrado una proteina (Ani s 1)
secretada por la glandula excretora que estimula la produccién de IgE (IgE-binding
proteina). Si bien este hallazgo no diferencia las distintas especies del complejo A.
simplex, ha proporcionado un diagnéstico certero en el ensayo clinico, con una
especificidad de 90% y una sensibilidad del 86% (Lymbery & Cheah, 2007). Las
investigaciones referidas al diagndstico de esta enfermedad se han realizado
principalmente en el género Anisakis, por ser el principal agente que provoca esta
enfermedad. Por su parte las radiografias simples y con contraste, asi como las
ecografias, no suelen ser muy especificas y pueden mostrar imégenes anormales. Si
bien el diagnéstico certero es la visualizacién directa de la larva, donde el nematode
se extrae mediante endoscopia, en algunos casos se realiza la extraccién quirdrgica y
un andlisis anatomopatolégico ulterior (Gémez et al.,, 2003). Por tal motivo se

considera que es importante la tipificacion histoloégica de las larvas, como las
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estudiadas en este trabajo que permita la comparacion y el diagnéstico frente a una
misma manifestacion clinica o patolégica.

Realizando una comparaciéon de las larvas de nematodes en un corte
histolégico transversal se pueden diferenciar claramente aquellas pertenecientes al
género Contracaecum. La principal diferencia que se observa con las del génerp
Hysterothylacium es la ausencia de alas laterales. Hysterothylacium presenta una gran
variaciéon en cuanto a ese cardcter y se pueden hallar alas laterales con formas
estrechas, anchas o aguzadas (Petter & Cabaret, 1995; Deardorff & Overstreet, 1981).
Puede incluso haber ausencia de alas laterales, como en el caso de H. patagonense
(Moravec et al.,, 1997). Otro rasgo morfolégico divergente lo constituyen los
cordones hipodérmicos laterales, siendo alargados en corte transversal en
Hysterothylacium y de contorno ligeramente cuadrangular o redondeado en
Contracaecum.

El ntmero de células musculares observadas en los estadios larvales de
Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp. examinados en el presente estudio no
present6 variacion, sin embargo Shiraki (1974) observé variaciéon al comparar larvas
de Hysterothylacium (=Thynascaris adunca) de 15-18 células musculares por cuadrante
contra 31-43 en larvas de Contracaecum tipo B.

El género Terranova presenta alas laterales embebidas en la cuticula que
articulan en forma de “V”. Se pueden observar o estar ausentes a lo largo de toda la
longitud corporal dependiendo de la especie y del estadio ontogénico (Tanzola,
2004). Asimismo, se puede observar que los cordones hipodérmicos laterales

también adoptan una forma de “V” claramente diferenciables de Contracaecum sp. e
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Hysterothylacium sp. Tanzola (2004) describi6 en adultos machos de Terranova
galeocerdonis, 30-33 células musculares por cuadrante a nivel esofagico y 46-50 células
musculares a nivel medio del cuerpo, en tanto que para las hembras describi6é 38-40
y 46-50 células musculares, respectivamente, mientras que Shiraki (1974) en larvas
de Terranova decipiens describi6 52-74 células musculares por cuadrante.

Para poder diferenciar cortes de Terranova sp. en seccién transversal de
Pseudoterranova sp.se tiene en cuenta lo propuesto por Gibson (1983). En las especies
de Terranova, la glandula excretora se expande hacia un nivel anterior y ocupa a
nivel del eséfago un 5-11% del diametro corporal del adulto en tanto que en
mamiferos marinos ocupa un 25-31%. El autor realiz6 una distincién genérica las
especies similares a Terranova que se encuentran en mamiferos marinos y que
designé como Pseudoterranova el género que contiene tres especies: Pseudoterranova
kogiae (Johnston & Mawson, 1939), P. decipiens (Krabbe, 1878) y P. ceticola (Deardorff
& Overstreet, 1981).

El género Anisakis se diferencia notablemente del resto de la familia
Anisakidae porque no presenta alas laterales y sus cordones hipodérmicos laterales
tienen forma bilobulada, con un pedinculo que se une a la hipodermis. Ademas, la
capa de células musculares presenta un mayor namero de células por cuadrante,
48,5 - 69,5, con respecto a Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp. (Shiraki, 1974;
Takabe, 1998; Céspedes et al., 2000; Roongruangchai et al., 2012).

En lo referente a Toxocara canis, cuyas larvas migrantes pueden provocar
patologias en el humano se considera pertinente diferenciar en un corte transversal

las larvas de este ascaroideo zoonético con las de Contracaecum sp. e
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Hysterothylacium sp. la principal diferencia entre estos tres nematodes estriba en la
region anterior en la ausencia de ciego intestinal y apéndice ventricular en T. canis.
Ademas los cordones hipodérmicos laterales de T. canis presentas forman
rectangular perpendicular a la cuticula en cuyo interior discurren notorios canales
excretores ubicados proximos a la superficie cuticular.

Shalaby et al., (2009) no cuantificaron el namero de células musculares por
cuadrante, pero se puede observar en las fotografias de sus cortes transversales en
los adultos de T. canis que el namero de células es significativamente mayor que el
observado en Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp. La superficie externa de la
cuticula de T. canis no presenta irregularidades (Aukdtikalniene et al., 2000; Shalaby
et al., 2009).

En el género Ascaris la presencia de conducto excretor en los cordones
hipodérmicos laterales también es una caracteristica relevante (Watson, 1965). Sin
embargo,en los adultos de algunas especies se observan variantes, siendo en algunos
casos similares a Toxocara pero en otros son de forma redondeada y pequefios
respecto del didmetro corporal del nematode (Stretton, 1976; Garcia & Bruckner,
1997). Ademads Stretton (1976) reconstruyd con macrofotografias electronicas el
numero de células musculares en el segundo estadio de larvas de Ascaris. Posee 83
células musculares dispuestas en los cuatro cuadrantes, los cuadrantes dorsales y un
cuadrante ventral contienen 21 células y el cuadrante restante posee 20 células. En
los adultos Stretton, observa similar namero de células con una pequefia variaciéon

de 24 o0 21.
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En relacién con cuticula, los nematodes presentan grosores variables inclusive
en un mismo estadio ontogénico, de acuerdo a la regién del cuerpo. Tanzola (2004)
para Terranova galeocerdonis describi6é regiones de 8,4 um y 67,2 pm en las de mayor
grosor. Incluso la relacion de proporcion con respecto al didmetro corporal del
nematode varia con respecto a la regién corporal. De larvas a adultos la cuticula
aumenta en grosor manteniendo la estructura (Watson, 1965).

Por lo expuesto se considera un rasgo clinico de importancia diagnodstica la
tipificacion a nivel morfohistolégico de aquellas larvas de nematodes que
potencialmente puedan alojarse en tejidos humanos, como ya lo han anticipado
Koyama et al. (1969).

Estudios moleculares:

La identificacion a nivel especifico empleando técnicas moleculares se realiz6
sOlo para las larvas de Contracaecum sp. parésitas de la pescadilla de red, Cynoscion
guatucupa, debido a que fueron las tnicas de las ensayadas que produjeron
resultados positivos de invasion en la mucosa digestiva de modelo murino (como se
vera en el Capitulo III).

La correcta identificacion taxondmica de los nematodes anisdkidos, en
cualquier etapa de su ciclo de vida es esencial para comprender la epidemiologia del
parasito y asi desarrollar estrategias para el control de las enfermedades asociadas
con ellos. Sin embargo, existen limitaciones al momento de la identificacién de los
estados larvarios usando criterios morfologicos, razén por la cual se recurri6 a la
identificaciéon molecular mediante la secuenciaciéon del gen que codifica la enzima

citocromo oxidasa 2, cox2. Los analisis de las secuencias ubicaron éstas larvas en el
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mismo cluster junto a Contracaecum margolisi y C. ogmorhini. Sin embargo, y debido al
escaso registro de secuencias depositadas en Gen Bank no se pudo establecer con
cual de éstas dos especies resulta mas emparentada. Contracaecum sp. (presente
trabajo) aparecié genéticamente relacionado con C. margolisi, segin analisis
bayesiano de especies parésitas de mamiferos y aves, asi como en MP y NJ, en los
cuales los valores de probabilidad fueron de 53% y de bootstrap = 70,
respectivamente. En el andlisis bayesiano donde se muestra la relacién de especies
parésitas de mamiferos marinos, la asociacién maés fuerte se di6 con C. ogmorhini con
valores de probabilidad a posteriori mayores a 70%.

Estudios moleculares basados en datos de alozimas, el anéalisis de la secuencia
parcial de la citocromo oxidasa mitocondrial b (ADNmt cytb) (Mattiucci et al., 2003)
y marcadores moleculares en los espaciadores transcritos internos de ADN
ribosémico (Zhu et al., 2001), demostraron que C. ogmorhini es un complejo de
especies compuesto por al menos dos genotipos distintos, que no pueden ser
diferenciados morfoloégicamente denominados C. ogmorhini s. s y C. margolisi
(Mattiucci et al., 2003), con distinta distribucién geogréfica y especies hospedantes.
Mientras que C. ogmorhini s.s. se encuentra en mamiferos del hemisferio Sur C.
margolisi se encuentra en el hemisferio Norte. La distribucion alopétrida de estas dos
especies estaria relacionada con la de sus distintos hospedadores definitivos
(Mattiucci et al., 2003).

Hasta el momento no se detect6 ninguna evidencia de intercambio de genes
entre los dos taxones, C. margolisi y C. ogmorhini (s.s.), que parasitan distintos

pinnipedos otaridos en las dos areas geogréficas. S6lo se recolectaron hasta ahora
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muestras alopatridas, lo que impide una demostracién de aislamiento reproductivo
en el campo (que sostendria el concepto de especies bioldgicas). Dichas
investigaciones indican una divergencia genética entre las especies boreales y
australes a nivel nuclear similar a la que se encuentra frecuentemente entre las
especies alopétridas y simpétridas de los nematodos anisakidos, pertenecientes a los
géneros Anisakis Dujardin, 1845, Contracaecum Railliet & Henry, 1912 vy
Pseudoterranova Mosgovoi, 1950 (Mattiucci et al., 2003, Mattiucci et al., 2009). Esta
situacion muestra que la caracterizaciéon genética en algunos taxones seria
insuficiente para determinar el estatus de una especie cuando se utiliza un tnico gen
(en el presente estudio, Cox 2). Situacién que evidencia que se deberia realizar un
trabajo exhaustivo combinando una mayor cantidad de marcadores moleculares y
taxonomia morfométrica convencional.

El hecho de encontrar afinidad molecular del material estudiado en el
presente trabajo con especies que parasitan mamiferos marinos, constituye un
interesante punto de partida para rastrear vinculos potenciales en especies que
puedan tener implicancia zoonética. Dicho de otro modo, a partir de los hallazgos
del presente trabajo, la busqueda de especies del género Contracaecum que puedan
importar riesgo zoonoético deberia enfocarse prioritariamente en especies pardsitas
de mamiferos marinos, sin descartar la posibilidad que taxones parasitos de aves
aun no investigados también puedan provocar lesiéon en humanos. Hasta tanto se
disponga de mayor informacién a nivel genético del género Contracaecum, se
concluye que las larvas que produjeron lesién en la mucosa de ratones BALB /cAnN

pertenecen al complejo Contracaecum ogmorhini s.1.
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CAPITULO II

Interaccion parasito-hospedador intermediario
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INTRODUCCION

Caracteristicas bioldgicas de los hospedadores examinados:

Cynoscion guatucupa (Cuvier, 1830)

La pescadilla de red Cynoscion guatucupa (Cuvier, 1830) es un pez demersal
que habita aguas de salinidades no inferiores a 18 UPS y rangos de temperatura
entre 13,1° C y 20,8° C. Su distribucién esta restringida al Atlantico Sur, desde Rio de
Janeiro (22° 35" S) al Norte de la Patagonia (43° S), entre la costa y los 100 metros de
profundidad aproximadamente, en aguas tipicamente marinas y estuarinas (Lopez
Cazorla, 2000, Ruarte & Saez, 2008).

Los estudios realizados por Loépez Cazorla (1996) en el estuario de Bahia
Blanca propuso como la alimentacién principal para los adultos de pescadilla en
verano a Arthromysis magellanica, peces, Artemesia longinaris y Neomysis americana.
Para fines de verano y otofio, predomina P. petrunkevitchi, peces, Artemesia longinaris
y Pleoticus muelleri. En la Zona Comun Argentino - Uruguaya como en la zona de “El
Rincén”, la pescadilla esta definida como una especie ictiéfaga, con una marcada
preferencia por Engraulis anchoita, siendo éste el item presa dominante en todas las
épocas del afo, teniendo como excepcion la época invernal en la zona “el Rincén”,
debido a la migracién que la anchoita realiza hacia la regién norte. Dentro del grupo
de los crustaceos, el item mds importante es Peisos petrunkevitchi en la época de

invierno. Si bien esta especie es abundante todo el afio, C. guatucupa la consume
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cuando se produce la migracién de la merluza, Merluccius hubbsi (Garcia, 2007;
Sardifia & Lopez Cazola, 2005).

La reproduccién de C. guatucupa tiene lugar en la zona externa al estuario, y el
ingreso al mismo tiene una funcioén tréfica para los adultos y de crecimiento y
alimentacién para sus larvas y juveniles. Estos tltimos son hallados durante el
verano y el otofio con tallas que van desde los 3 cm hasta los 18 cm de longitud total
(LT) (edad 0+). Los juveniles mas grandes migran aguas afuera del estuario y
vuelven a ingresar como adultos con tallas que superan los 30 cm LT. Si bien los
adultos son encontrados en el drea durante todo el afo, presentan dos picos de
abundancia, el primero durante abril-mayo y el segundo y mdas importante, en
agosto-septiembre (Lopez Cazorla, 2000).

Se la considera la segunda especie mds importante, después de la corvina
(Micropogonias furnieri), como recurso pesquero.

Su captura en todo el pais a lo largo de los afios 2009 - 2016 tuvo un promedio
de 107.194,5 toneladas. Para el mismo periodo, en el puerto de Bahia Blanca se
observ6 que la captura fue disminuyendo de 252,5 toneladas anuales a 1,2 en 2014
elevandose en 2015 a 13,9 toneladas. Para 2016 no existe aun registro. (Fuente:
Subsecretaria de Pesca y Acuicultura - MAGyP 2016).

Odontesthes argentinensis (Valenciennes, 1835)

El pejerrey Odontesthes argentinensis (Valenciennes, 1835) se distribuye desde
el sur de Brasil hasta Chubut. Es una especie que habita aguas costeras y est4
adaptada a cambios de salinidad y temperatura. Es probable que para reproducirse

efecttie migraciones hacia zonas estuariales (Cousseau y Perrota, 1998). El periodo de
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desove ocurre entre los meses de agosto a noviembre (Sanhueza, 2002). La dieta est4
basada en organismos benténicos como cangrejos, anfipodos, misidaceos y
gasteropodos (Lopez Cazorla, 1996).

Su captura en todo el pais a lo largo de los afios 2009 - 2016 tuvo un promedio
de 16,73toneladas. Para el mismo periodo, en el puerto de Bahia Blanca se observa
que la captura promedio fue de 0.1 toneladas (Fuente: Subsecretaria de Pesca y
Acuicultura - MAGyP 2016)

Odontesthes bonariensis

El pejerrey bonaerense, Odontesthes bonariensis (Cuvier & Valenciennes, 1835)
es uno de los peces que posee mayor importancia econémica en los ambientes
acudticos continentales de Argentina (Lépez & Garcia, 2001). Ha constituido
histéricamente un recurso de pesca deportiva y comercial, conformando la especie
emblematica de la pesqueria del centro del pais, movilizando a miles de adeptos que
se trasladan en su busqueda, generando un movimiento econémico millonario
(Mancini & Grosman, 2008).

Su distribucién geografica original presenta dudas debido a que la
descripcién de la especie se realizé sobre poblaciones introducidas y mantenidas
mediante la siembra (Lépez et al., 1991). Originalmente habitaba el rio de La Plata, el
rio Paranad y las aguas bonaerenses vinculadas con la cuenca del Salado. En la
actualidad es una especie neotropical de amplia distribuciéon en el territorio
Argentino y del mundo (Ringuelet et al., 1967, Lépez & Garcia, 2001).

El pejerrey es un pez agil, veloz, que presenta un cuerpo hidrodinamico con

cabeza alargada y boca protréctil que le permite abarcar un amplio espectro tréfico.
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Prefiere las aguas frescas que no se calientan excesivamente en verano. La
temperatura del agua 6ptima para el desarrollo de los huevos y la sobrevida de los
individuos juveniles y adultos, es entre 17 a 25°C. En invierno y en los dias de
verano muy cdlidos, suele disminuir sus movimientos y descender a las capas mas
profundas de la columna de agua (Ringuelet, 1967). De acuerdo al consumo de
oxigeno, es una de las especies con mayor demanda con un valor de referencia
minimo de 3,5-4 MG/L de oxigeno disuelto (Mancini & Grosman, 2008). Bajo
condiciones naturales se caracteriza por presentar un crecimiento lento y si bien
existen diferencias de acuerdo al ambiente, en promedio mide de 16-18 cm de
longitud total al afio de vida. Los mayores registros de longitud total y peso de esta
especie en Argentina son de 74 cm y 5,2 Kg. (Mancini & Grosman, 2008). La
alimentacion del pejerrey estd compuesta por un amplio rango de items alimenticios,
con tres patrones estacionales: en verano micréfagos, macréfagos en invierno y de
manera intermedia a las dos situaciones anteriores en otofio y primavera. Cuando el
zooplancton, que es su principal item, escasea, consume macrozooplancton
(cladéceros y copépodos). En ambientes hiper eutréficos consume algas,
principalmente cianoficeas o cianobacterias. Se observaron también restos de
vegetacion y ocasionalmente gasterépodos (Heleobia parchappei), camarones
(Palaemonetes argentinus), larvas de insectos y artrépodos que caen al agua

(Ringuelet, 1942, Mancini & Grosman, 2008).
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Zona de estudio:

Las investigaciones de este trabajo de tesis se centralizaron en dos cuerpos de
agua: cuerpos de agua continentales, como las lagunas Cochicé y Alsina, que forman
parte de las Lagunas Encadenadas del Oeste situadas en la provincia de Buenos
Aires y un ambiente marino costero: el estuario de Bahia Blanca.

El sistema de Lagunas Encadenadas del Oeste (Figura 2) estd formado por cinco
lagunas principales: Alsina, Cochic6, del Monte, del Venado y Epecuén, ubicadas
entre los paralelos 36° 30" y 37° 30" S y los meridianos 61° 00" y 63° 30" O (Schwerdt &
Lopez Cazorla, 2009). Es una cuenca endorreica con una superficie que varia entre
35.000 y 58.000 ha, como consecuencia de las grandes diferencias de precipitaciones
y evaporacion entre afios sucesivos, que afectan directamente el nivel de agua de las
lagunas y producen fuertes bajantes o inundaciones (Lopez et al., 2001; Quiros,
2002). Ademas, se distinguen por su marcado gradiente de salinizacién hacia el oeste
(Lopez et al., 2001)

La ictiofauna estda compuesta por las siguientes especies: Cyprinus carpio,
Cyphocharax wvoga, Hoplias malabaricus, Oligosarcus jenynsii, Galeocharax humeralis,
Salminus maxillosus, Astyanax eigenmanniorun, Bryconamericus iheringi, Hyphessobrycon
anisitsi, Cheirodon interruptus,Loricarichthys anus, Corydoras paleatus, Rhamdia quelen,
Odontesthes bonariensis, Jenynsia multidentata, “Cichlasoma” facetum, Cnesterodon
decenmaculatus, Parapimelodus valenciennis (Schwerdt &Lopez Cazorla, 2009)

Ictiogeogréaficamente pertenecen a la Provincia Parano-Platense del Dominio

Paranense, subregion Brasilica.
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El estuario de Bahia Blanca (figura 1, 3, 4) esta localizado en el sudoeste de la
provincia de Buenos Aires entre los 38°44’-39°27" Latitud Sur y 61°45-62°30’
Longitud Oeste. Abarca aproximadamente 3000 Km? de superficie (Melo, 2004).

Presenta dos zonas definidas: una interna y otra externa. La zona interna,
comprendida entre Ingeniero White y Villarino Viejo, estd condicionada por el
aporte fluvial del rio Sauce Chico y el arroyo Napostd Grande. En esta zona la
salinidad es baja en invierno (<19 ppm) y alta durante el verano (>40 ppm). La zona
externa del estuario, desde Puerto Belgrano hasta la boca, se caracteriza por un
mayor intercambio de agua con el mar adyacente y por variaciones de salinidad
menos importantes (31-36 ppm) (Freije et al., 1981; Piccolo & Perillo, 1990).

Su configuracion regional se caracteriza por una red de canales de diversas
dimensiones, generalmente de tipo divagante y meandroso. Presenta numerosos
islotes de relieve plano y escasa altitud y amplias llanuras de fango y arena que se
cubren periédicamente con las pleamares (Aliotta & Lizasoain, 2004). La
profundidad media es de 10 metros aunque en la boca suele alcanzar los 22 metros.
Los canales en bajamar delimitan extensas planicies de marea que ocupan 1.150 km?
con parches de marismas bajas e islas, entre las cuales se destacan Isla Bermejo,
Trinidad, del Embudo, Wood (o del Monte) y Ariadna, que en conjunto representan
unos 410 km? (Perillo et al., 2001).

El estuario esta afectado por vientos durante todo el afio con predominancia del
sector N y NNO y en menor escala desde el S y SO. Los vientos preponderantes son
los de mayor intensidad (velocidad promedio 5 m. s1) y frecuencia, fluyen paralelos

a los canales mayores afectando de manera considerable la circulacién y la mezcla
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vertical de aguas. La temperatura media anual de superficie es de 13°C variando
entre 21,6°C en verano y 8,5°C en invierno (Piccolo & Perillo, 1990).

Este estuario, al igual que otras 4reas protegidas y costeras, cumple una funcién
especial en la biologia de los peces, al comportarse como un area de alimentacién y

de cria (Lopez Cazorla, 2004).
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Figura 1: Imagen satelital de la provincia de Buenos Aires, indicando (en rojo) los sitios de
muestreo: 1 Lagunas Encadenadas del Oeste, 2 Estuario de Bahia Blanca y 3 Puerto
Belgrano, Punta Alta.
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Figura 2: Imagen satelital del sitio de muestreo 1: Lagunas Encadenadas del Oeste, Provincia
de Buenos Aires, Argentina.
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Figura 3: Imagen satelital del sitio de muestreo 2: Estuario de Bahia Blanca, Provincia de
Buenos Aires, Argentina.
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Figura 4: Imagen satelital del sitio de muestreo numero 3: Puerto Belgrano, Punta Alta,
Provincia de Buenos Aires, Argentina. Indicando con una estrella lugar de toma de
muestras.
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Hasta aqui se caracterizaron los hospedadores y las zonas donde se
realizaron las capturas de los mismos a fin de establecer el potencial zoonético
de las especies parasitas encontradas en ellos. A continuacién se aborda el
estudio de las larvas de anisdkidos, sus sitios de localizacién en el hospedador y

la forma en que las mismas pueden ser detectadas.

Localizacion de las larvas en los hospedadores:

Dentro de la cavidad abdominal, la localizacién de las larvas es variable
pudiéndose hallar en la superficie hepatica, entre los mesenterios, las génadas o
en la submucosa del tubo digestivo, generalmente encapsuladas (Smith &
Wootten, 1978). Se observan mads frecuentemente larvas de anisakidos en la
cavidad abdominal libres, enrolladas en espiral y a veces rodeadas por una
capsula (Petersen et al., 1993, Guagliardo et al., 2009).

Numerosos autores describieron la presencia de larvas de anisdkidos
encapsuladas en la musculatura del pescado y entre ellos, Smith & Wootten
(1975) propusieron que la migracién larval se debe a cambios fisicoquimicos en
las visceras y a un probable incremento en la temperatura en el interior de los
peces. Existen otros trabajos sobre las posibles causas de la migraciéon de estas
larvas hacia la musculatura del pescado tras su captura. Para Cattan & Carvajal
(1984) es probable que el comportamiento de los nematodes varie en los
diferentes hospedadores. Sus resultados mostraron que ni la temperatura de
refrigeracion ni un aumento en la temperatura ambiental afectan la migracion

viscero - muscular.



Huang (1990) describi6 la presencia de larvas en la musculatura ventral
del pescado. Un estudio realizado por Deardorff & Throm (1988) confirmaron
que se encuentran mayor nimero de anisadkidos en la musculatura ventral que
en la region posterior del pez estudiado. Ademads los autores encontraron
mayor cantidad de parasitos en las rodajas del pescado ya que estas incluian
dicha musculatura.

Smith (1984) remarcé la migraciéon de las larvas hacia el musculo en
especies de pescados llamados grasos como el jurel (Trachurus sp.) y el arenque
(Clupea harengus), en los cuales el almacenamiento de los lipidos se produce
principalmente en el musculo, pero no en los peces no grasos como bacaladilla
(Micromesistius  spoutassou) o merlan (Merlangius merlangus) donde el
almacenamiento ocurre principalmente en el higado o en los mesenterios. Sin
embargo, estudios realizados por Silva & Eiras (2003) no evidenciaron una
relacion entre la migracion de Anisakis sp y el contenido graso en el musculo de
los hospedadores estudiados.

Huss (1988) sostuvo que las précticas de manipulacién durante la pesca
incluyendo el enfriamiento por diversos métodos, no influirian en la proporcion
de migracién desde las visceras hasta el musculo o viceversa. No obstante,
Hauck (1977) observé en un trabajo realizado en Clupea harengus pallasi, arenque
del Pacifico, que el tiempo entre la captura y el procesado asi como la
exposiciéon de las larvas a las temperaturas de ahumado y a las salmueras,

estimularian las migraciones de las larvas.
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Los métodos propuestos que llevan a matar el estadio larvario de los
anisakidos son numerosos. Entre ellos se encuentra el citado por el mismo autor
(Hauch, 1977), quien se bas6é en método de congelamiento de pescado durante
un determinado tiempo efectivo. Deardorff & Throm (1988) utilizaron un
método por tanel de congelacion rapida sobre filete y rodajas de salmoén
(Oncorhynchus nerka) y gallineta nérdica (Sebastes pinniger). Observaron su
efectividad con la aplicacién de -35° C durante 15 horas. Sin embargo, Saad &
Luque (2009) hallaron en la musculatura lateral de Pagrus pagrus larvas de
Anisakis sp., Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp. Se evidencia que el método
de congelamiento répido, utilizado en el momento de la captura, no fué una
buena medida preventiva para evitar la migracién de los nematodes.

Por lo tanto, no esta del todo claro cudndo y bajo qué condiciones y en
qué especies de peces ocurre la migracion de las larvas de nematodes hacia la
musculatura de los peces.

Las temperaturas de refrigeracion no mataron las larvas, éstas son
sensibles a las temperaturas de congelacién -20° durante 24 horas asi como al
calentamiento a 55° durante 1 minuto (Huss, 1997)

Adams et al. (1999) plantearon dafiar la cuticula de los nematodes, que
los hace resistentes para sobrevivir a los acidos y enzimas digestivas de los
mamiferos, mediante el uso de microondas aplicando 65° C o 77° C (segtn el
tamafio del filete). Audicana & Kennedy (2008) propusieron cocinar en

microondas a temperatura >74° por un tiempo mayor a 15 segundos.
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En los ahumados frios donde la temperatura del filete no supera los 40°
C las larvas pueden mantenerse vivas (Smith & Wootten, 1978).

Las larvas que se encuentran en el pescado en salmuera y en escabeche,
pueden sobrevivir 10 dias a una concentraciéon de sal del 6%. Cuando se
incrementa la concentraciéon de sal en un 8-9 % el tiempo de supervivencia
puede reducirse a 5-6 semanas. Una concentracién de de sal al 10% suele ser
letal para los nematodes (Karl et al., 1994, Arcangeli et al., 1996, Huss, 1997).

El empleo de diferentes dosis de radiaciéon gamma tampoco fue un
método eficaz para garantizar el consumo seguro de pescado (Santo Padovani
et al., 2005)

Larvas de los géneros Anisakis, Contracaecum, Hysterothylacium vy
Pseudoterranova obtenidas de especies de peces del Mar Argentino no
sobrevivieron a temperaturas de freezado entre -18°C y -22°C por un periodo de
24 horas. Anisakis sp. no resisti6 en horno microondas a 600 watts de potencia,
ni temperaturas por encima de los 75,56 °C, tampoco a la salmuera durante 16
horas, en tanto que los géneros Contracaecum, Hysterothylacium y Pseudoterranova
no sobrevivieron a la salmuera mas de una hora (Lanfranchi & Sardella, 2010)

Las normas de prevenciéon de parasitosis estdn previstas desde hace
tiempo en la Comunidad Europea. El Parlamento Europeo y el Consejo de la
Unién Europea en la Directiva 91/493/CEE del Consejo, de 22 de julio de 1991
tijaron las normas sanitarias aplicables a la produccién y a la puesta en el
mercado de los productos pesqueros. El 29 de abril de 2004, por Reglamento

(CE) n° 853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, establecieron normas
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especificas de higiene de los alimentos de origen animal. Este reglamento
prevée la obligacion de congelar los productos de la pesca para consumir peces
crudos o practicamente crudos, incluso en el comercio al por menor (que abarca
a los establecimientos que sirven comida), marinada en el caso de ahumados,
escabeches y salazones. El 5 de diciembre de 2005 por su parte el Reglamento
(CE) n® 2074/2005 de la Comision estableci6 normas detalladas que recaen
sobre los operadores de empresas alimentarias relativas a las inspecciones
visuales para detectar parasitos en los productos de la pesca. Alli se
establecieron normas detalladas relativas a las inspecciones visuales para
detectar parasitos en los productos de la pesca. Ademas se defini6é el concepto
de «Parasito visible»: parasito o grupo de pardsitos que tienen una dimension,
color o textura que permiten distinguirlo claramente de los tejidos del pez.

Otros términos definidos son: Inspeccién visual e Inspeccién al trasluz.

En el puerto de Bahia Blanca las empresas exportadoras se ajustan y
adoptan los acuerdos de la Uniéon Europea (Dr. Juan Pablo Caceres, Jefe de

Pesca del Senasa Bahia Blanca- comunicacion personal-)

Métodos de deteccion en el pescado:
La mayoria de los métodos utilizados exigen destruir o fragmentar los
productos de la pesca. Clasicamente se utilizan los siguientes métodos:
— Examen visual simple.
— Transiluminacion.

— Digestion por jugo gastrico artificial.
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— Examinacion UV

Y recientemente:

— PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

Examen visual simple:

Es un examen no destructivo de los peces o productos de la pesca,
realizado con o sin un medio 6ptico de aumento y en buenas condiciones de
iluminacién para el ojo humano. Consiste en la basqueda directa de las larvas
en la superficie de las visceras, mediante la utilizaciéon de tijeras y pinzas
(Huang, 1990, Parlamento Europeo y el Consejo de la Unién Europea, anexo III,

secciéon VIII, capitulo II, punto 4, del Reglamento (CE) no 853/2004).

Transiluminacion:

También llamada Inspeccién al trasluz o Candling se utiliza en el caso de
pescado plano o filetes de pescado. Consiste en la observaciéon del pescado
sostenido frente a una fuente luminosa en una habitacién a oscuras para
detectar paréasitos. Diaz Estruch (1992) describi6 las mesas iluminadas como un
tablero transparente sobre el que se coloca el filete de pescado y donde recibe
iluminacién mediante lamparas de luz blanca fria de 1500 lux. Asi las larvas se
distinguen como nédulos méas oscuros. Este método no es muy efectivo en filete
de espesor mayor a 0.5 cm. Cuando el filete es de 1 cm sélo se ven

representantes de ciertos géneros de anisakidos (Huang, 1990). Levsen et al.
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(2005), realizaron un estudio de esta metodologia y concluyeron que no es un
método muy efectivo para detectar nematodes en el filete.

En el puerto de Bahia Blanca actualmente se implementa esta
metodologia de transiluminacién mediante efectos de luz, desde abajo o desde
arriba (Dr. Juan Pablo Caceres, Jefe de Pesca del Senasa Bahia Blanca-

comunicacién personal).

Digestion por jugo gastrico artificial:

La digestion enzimdtica es un método corriente para recuperar las
larvas de nematodes de los tejidos de distintas especies hospedadoras como
mamiferos, reptiles, gastrépodos (Agoulon et al, 2001) y peces (Smith &
Wootten, 1975, Huang, 1988, Deardorff & Throm, 1988, Deardorff & Kent, 1989;
Adams, 1999).

La investigacion de los nematodes anisakidos en el mtsculo por
digestion la describi6é la U.S Food and Drug Administration y otros autores,
pudiendo presentar pequefias variaciones en las proporciones que se utilizan en
el método. Principalmente consiste en una solucién salina de PH=2 en donde se
incorpora pepsina y se trabaja en un rango de temperatura (37 + 0.5 °C)
(Deardorff &Throm, 1988, Agoulon et al., 2001, US Food and Drug

Administration, 2001).

Examinacion Ultra violeta (UV)

Este método es recomendado por la U.S. Food and Drug Administration

(2001) para examinar la carne de pescado mas oscura. Se debe realizar en una
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habitacion oscura y si es necesario se debe retirar la piel del filet. Se examina
cada parte en ambos lados con luz ultravioleta de onda larga reflejada (366 nm
de longitud de onda). Los parasitos emiten fluorescencia azul o verde bajo la
luz de esta longitud de onda. Las espinas de pescado y los tejidos conectivos,
que también presentan fluorescencia azul, pueden diferenciarse por su

distribucién y por la forma regular.

Se debe tener precaucién en no exponer nunca los ojos sin proteccién a
los rayos UV, ya sea directa o reflejada. Se deben utilizar anteojos con lentes de
6xido de uranio, gafas de soldadores, etc. Cuando tales radiaciones estan

presentes se debe cuidar la exposicion de la piel a las radiaciones UV (Bier et al.,

2012)

El procedimiento de examinacion a trasluz se aplica al pescado fresco o
congelado de carne blanca procesada como filetes, lomos, trozos o pescado
picado. El procedimiento de la luz ultravioleta (UV) se implementa para el

pescado de carne oscura (U.S Food and Drug Administration).

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

Es un método que se desarrd recientemente en ésta &rea como
consecuencia del aumento en las reacciones alérgicas ocasionadas por Amnisakis
sp. y/o Peudoterranova sp. incorporados a través de la alimentacién. Es un
método altamente especifico y sensible con una deteccion de 40 ppm de
pardsitos por 25 gramos de muestra. Puede utilizarse para material fresco o

procesado (EFSA European Food Safety Authority, 2010). Se reportaron
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reacciones alérgicas en pacientes hipersensibles que consumieron carne de pollo
alimentado con carne de pescado (Lépez & Pardo, 2010). Los nueve tipos de
alérgeno de Anisakis sp descubiertos hasta el momento tienen la capacidad de
atravesar la barrera digestiva y de ser altamente resistentes a procesos de
coccién y a tratamientos con pepsina (Armentia et al.,, 2006). El objetivo
principal de esta metodologia es permitir el monitoreo de los niveles de
contaminacion con larvas de nematodes en los filetes de pescado y en sus

productos derivados (Mossali et al., 2010).

Con los antecedentes planteados hasta aqui y con el fin de observar qué
sucede con los peces examinados en el marco de la presente tesis se plantearon
las siguientes hipétesis de trabajo:

H3: los recursos pesqueros pescadilla, pejerrey de laguna y pejerrey de
mar, estan altamente parasitados por larvas de Contracaecum spp. e
Hysterothylacium spp.

H4: las larvas de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. parasitas de
los recursos pesqueros citados migran activamente hacia la musculatura

estriada de los peces.

El capitulo tiene como objetivos:

— Determinar la abundancia media, prevalencia e intensidad media parasitaria

de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. en diferentes especies de peces
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cominmente destinadas al consumo humano en Argentina (pescadilla,
pejerrey de laguna, pejerrey de mar) que habitan el area de estudio.

— Evaluar la capacidad miotrépica de los estadios larvales (L3) de
Contracaecum sp. e Hyterothylacium sp. en peces destinados al consumo
humano.

— Evaluar la capacidad migratoria de los estadios larvales (L3) de
Contracaecum sp. en el pez Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842)

(Cyprinodontiformes, Anablepidae) (nv: madrecita).
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MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras:

Las especies de pescado seleccionadas pertenecen a blancos de capturas
comunes dentro de las lagunas Cochicé y Alsina, para cuerpos de agua dulce y
al Estuario de Bahia Blanca. Se considero el criterio de consumo humano debido
a que el estudio emple6 especimenes procedentes de actividad de pesca
deportiva en dichas zonas y por la exposicién potencial de los pescadores a la
carne cruda de los pescados, como un importante factor de riesgo.

Se recolect6 entre los afios 2009-2011 un total de 307 ejemplares de
pescado fresco de las siguientes especies:

— Pescadilla de red (Cynoscion guatucupa) (112).

— Pejerrey de mar (Odontesthes argentinensis) (105+80 visceras provistas

por pescadores deportivos).

— Pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis) (90).

Los ejemplares fueron capturados por pesca manual con cafia y anzuelo,
junto con algunos ejemplares de pescadilla y pejerrey de mar que fueron
provistos por empresas pesqueras del puerto de Ingeniero White. El pescado no
permanecié almacenado més de 8 o 9 horas, salvo el pejerrey de las lagunas que
fue transportado al laboratorio 24 horas después de ser capturado. En las

lagunas, las muestras fueron tomadas con redes de enmalle.
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Las muestras fueron tomadas entre 2009-2011 Las fechas de muestreo se

distribuyeron como se indica en las tablas I, II, III.

Tabla I: muestreos mensuales del afio 2009:

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

C. guatucupa

O. argentinensis

O. bonariensis

Tabla II: muestreos mensuales del afio 2010:

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

C. guatucupa

O. argentinensis

O. bonariensis

Tabla III: muestreos mensuales del afio 2011:

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

C.guatucupa

O. argentinensis

O. bonariensis

Previo a la evisceracion de los ejemplares identificados individualmente,
se tomo su talla y su peso (total y eviscerado) en centimetros y en gramos,
respectivamente. Posteriormente, se examiné macroscoépicamente la superficie
cutdnea, branquiales y oral. Posteriormente se procedié a la apertura de la
cavidad abdominal en sentido craneo-ventral desde el orificio cloacal hasta la
base de los opérculos. Una vez expuesta la cavidad general se examinaron
macroscOpicamente las visceras dispuestas en la cavidad celémica vy
mesenterios con el fin de localizar la presencia de larvas de nematodes.

Se calcularon los siguientes indices parasitologicos segin Bush et al.

(1997): Prevalencia (P): nimero de hospedadores infectados por una especie
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parésita particular, dividido por el ntimero de total de hospedadores
examinados; se expresa en porcentaje. Intensidad media (IM): intensidad
promedio de una especie particular de parésito entre los hospedadores
infectados. Se calcula como el numero total de parésitos/namero de
hospedadores infectados. Abundancia (A): nimero de parasitos de una especie
particular en o sobre un hospedador sin tener en cuenta si el hospedador esta o
no infectado. Se calcula como el ntimero total de parasitos/ namero total de
hospedadores examinados. Se compar6é la prevalencia obtenida con otros
autores que trabajaron en las mismas especies hospedadoras (Morales & Pino,
1987).

Se extrajeron las visceras y se procedi6 a la apertura del tubo digestivo
para su posterior observacion bajo lupa estereoscépica. Ademds se tomaron
muestras de la musculatura ventral, dorsal y lateral del pez en cuestion. Los
nematodes recolectados se fijaron y conservaron en alcohol 70°.

Finalizada la exploracion visual de la musculatura. Se procedié a su
digestion enzimatica artificial. La solucion digestora consisti6 en:

— Solucién salina de acido clorhidrico (PH=1-2).

— 10 gramos de Pepsina (1:10.000) por litro de solucién salina.

En un vaso de precipitado se introdujo cada muestra de filet y la soluciéon
para digestion, en una proporcién 1:2, respectivamente. Se incubd en bafio
termostéatico a una temperatura de 37° C por un periodo de cinco horas y se

agit6é regularmente el contenido con varilla de vidrio, con la finalidad de crear
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condiciones similares a las del estomago humano. Transcurrida la digestion

enzimatica artificial, la muestra se observé bajo lupa estereoscépica.

Infestaciones experimentales en Jenynsia multidentata:

Con el objetivo de observar migracién larval en un modelo teledsteo en
forma experimental se realizaron dos infestaciones de . multidentata
(madrecita). Las madrecitas fueron obtenidas de un estanque ubicado en un
invernaculo aledafio a un establecimiento de cria comercial de rana toro, en
Villa Bordeau, Partido de Bahia Blanca, que no tiene contacto hidrico con
ningdn cuerpo de agua natural, como tampoco contacto con cielo abierto por
donde acceder aves al estanque, que pudiese aportar estadios infectivos de
parasitos. En la primera infestacion se utilizaron 8 madrecitas, que se
inocularon cada una con 5 larvas L3 de Contracaecum sp., provenientes de C.
guatucupa. En una segunda infestacion se inocularon 4 madrecitas con 12 larvas
cada una de Contracaecum sp. provenientes del O. bonariensis. Una muestra de
madrecitas criadas en el citado estanque completamente aislado del medio
exterior, fue examinada previamente a la infestacion y en ningin caso se
hallaron parasitadas. Las larvas fueron introducidas en la boca con una pipeta
plastica. Si las larvas eran regurgitadas se las inoculaba nuevamente. Las
madrecitas fueron colocadas en un acuario donde se las mantuvo hasta el dia de
la necropsia. En la primera infestacion las necropsias se realizaron a los 3, 9, 24,
37 y 45 dias PI (postinoculacion). En la segunda infestaciéon las necropsias se

realizaron a 3, 7, 17, 24 dias PI. Se examinaron los 6rganos internos, la cavidad

102



general y la musculatura para evidenciar la presencia de larvas y detectar una

posible migracion.
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RESULTADOS

En los 112 ejemplares (33 hembras, 60 machos y 19 individuos de sexo
indeterminado) examinados de pescadilla de red (C. guatucupa) cuyas tallas y
pesos totales fueron 45,31 (25,7-53,2) cm y 792,94 (415-1.496) g respectivamente,
se recuperd un total de 622 nematodes, 84,6% asociado a los mesenterios y
15,4% en cavidad celémica. Del total de los nematodes, 499 correspondieron al
género Contracaecum con abundancia de 4,44, prevalencia 57,1% e intensidad
promedio de 7,78. Al género Hysterothylacium correspondieron 123 nematodes
con una abundancia de 1,09, prevalencia 28,5% e intensidad promedio de 3,84.

En los gréficos 1 y 2 se muestra la distribuciéon en el nimero de larvas
halladas de Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp., respectivamente, a lo largo
de los afios muestreados.

Se extrajo por ejemplar un promedio de 58,27 g de filet que constituy6 un

total de 3.479,25 g de filetes examinados.
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Grafico n° 1: Indica el namero de larvas encontradas de Contracaecum sp. en C.
quatucupa en los meses que se realizé muestreo.
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Grafico n° 2: Indica el namero de larvas encontradas de Hysterothylacium sp. en C.
guatucupa por fecha en que se realiz6 el muestreo.

Los ejemplares de O. argentinensis (pejerrey de mar) tuvieron una talla y
peso total de 28,37 (16,5-40,1) y 196,84 (34,4-516), respectivamente. Se
encontraron 25 individuos del género Contracaecum en 105 ejemplares, 16 de los
cuales estuvieron parasitados. La abundancia fue de 0,23, prevalencia de 15,23%
e una intensidad promedio de 1,56. En el grafico 3 se muestra la distribucién del
namero de larvas halladas a lo largo de los afios muestreados. Se analizaron

1.327,1 g de filet. El promedio recolectado de filet por pez fue de 18,43 g.
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Grafico 3: Indica el ntmero de larvas encontradas de Contracaecum sp. en O.
argentinensis por fecha en que se realiz6 el muestreo.
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De los 90 ejemplares de O. bonariensis (pejerrey bonaerense) cuyos pesos y
tallas respectivos fueron 30,7 (21,5-36,5) cm y 233,36 (88-379,3) g se obtuvo un
promedio de 27,4 grs. de filet/pez para digestion enzimatica artificial que
significé un total de 1.754,9 g de musculatura esquelética. Se recolecté un total
de 643 nematodes pertenecientes al género Contracaecum cuyo porcentaje de
localizacion fue en cavidad celémica (5,51%), adheridos a los mesenterios
(98,05%) y musculatura (0,81%).

Del total de peces examinados solo 17 no registraron ningtn parasito. La
abundancia, prevalencia (%) e intensidad media de Contracaecum sp. fueron 7,7,
79,5 y 9,74, respectivamente. En el grafico 4 se muestra la distribucién en el
namero de larvas registradas a lo largo de los afios muestreados.

En el total de filetes examinados de todos los hospedadores mencionados
anteriormente, s6lo se encontraron 4 nematodes en O. bonariensis (Figura 7 y 8).

La determinacion de estas se llevé a cabo mediante microscopia 6ptica y se
tuvo en cuenta las caracteristicas del ciego intestinal, apéndice ventricular y

posicion de poro excretor.
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Grafico 4: Indica el nimero de larvas encontradas de Contracaecum sp. en O. bonariensis
por fecha de muestreo.

Figura 7 y 8: Extremos anterior y posterior, respectivamente, de una larva de
Contracaecum sp. encontrada en musculatura de O. bonariensis (40X).

Al realizar la necropsia de |. multidentata infestadas con larvas L3 de
Contracaecum sp. obtenidas de C. guatucupay de O. bonariensis, no se observaron
larvas en el examen de ningtn de los érgano interno, ni tampoco en la cavidad
general. Al realizar la prospeccion de la musculatura dorsal y lateral tampoco se

observ6 ninguna larva.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo en relacion con la abundancia, la
prevalencia y la intensidad media, tanto de Contracaecum sp. como de
Hysterothylacium sp. en Cynoscion guatucupa, pueden ser comparados con los
estudios realizados por Guagliardo (2003), Tanzola & Guagliardo (2004) y Timi

et al. (2005).

Los valores de abundancia e intensidad media para Contracaecum sp. e
Hysterothylacium sp. hallados por Guagliardo (2003) y Tanzola & Guagliardo
(2004) son similares a los hallados en el presente trabajo, sin embargo se
observ6 una disminucion en la prevalencia. Al realizar la comparacién entre las
prevalencias, la prueba estadistica demostré diferencias altamente significativas
(Z =5.74; p < 0,001) para Contracaecum sp. en tanto para Hysterothylacium sp. no
present6 diferencias (Z=1.62; p>0.05).

Estos resultados estarfan evidenciando cambios en el ambiente que
pueden afectar los estadios de vida libres o la disponibilidad de hospedadores
intermediarios de ambos géneros de anisakidos Si bien la transmisién
parasitaria de ambos géneros en la regién no es conocida en etapas tempranas,
varios autores mencionan que los copépodos serian principalmente los
transmisores de la L3 y en menor medida eufdusidos, anfipodos y quetognatos.
(Dziekonska-Rynko et al., 2008, Koie & Fagerholm, 1995, Moravec, 2009).

Un estudio comparativo del periodo 1979-1980 con respecto al periodo

1990-1991 realizado en el estuario de Bahia Blanca mostré variaciones en la
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estructura y en la composiciéon del zooplancton, algunas de cuyas especies
constituyen items alimenticios de la pescadilla. Estas variaciones fueron
provocadas principalmente por el dragado o por la introduccién de nuevas
especies del zooplancton por el agua de lastre (Hoffmeyer, 2004). Uno de los
cambios importantes observados en la composiciéon de zooplancton en este
estudio fue la disminucién en la frecuencia y abundancia de P. petrunkevitchi el
alimento principal en la dieta de la pescadilla. Otros items importantes también
mostraron cambios, un aumento en la frecuencia y abundancia del quetognato
S. friderici y de los misidaceos Arthromysis magellanica y Neomysis americana.

Al ser el estuario relativamente poco profundo, la interacciéon entre el
bentos y el plancton es muy importante. Las actividades de dragado que afectan
el bentos podria también afectar el plancton. Por lo tanto, las comunidades del
zooplancton son un reflejo de como el medio ambiente se esté alterando y como
van variando los recursos naturales, ya sea por cambios naturales o provocados
por el hombre a nivel local (Hoffmeyer, 2004). Segtin informes del Instituto
Argentino de Oceanografia (IADO) la salinidad en el estuario de Bahia Blanca
fue superior a la registrada afios anteriores 32,54 ups (Agosto de 2008) - 41.53
ups (Abril 2009) debido a la ausencia de lluvias; ésto seria un factor clave en la
supervivencia de las larvas libres. Si bien la cuticula les proporciona cierta
proteccién a los helmintos no lo hace frente a cambios abruptos de la salinidad
(Pietrock & Marcogliese, 2003). Otro factor que afectaria a los nematodes
(huevos o estadios libres) son la temperatura y el pH (Pietrock & Marcogliese,

2003). Segun informes del IADO, se registraron temperaturas ligeramente
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superiores a las anteriores que si bien no representan diferencias significativas
son importantes destacarlas porque estarian indicando un leve calentamiento
del sistema. En cuanto al pH, se observé que también aumenté con respecto a
registros anteriores. Un trabajo realizado por Dziekoriska-Rynko et al. (2014)
indica que frente a condiciones extremas de temperatura, los invertebrados
benténicos serian el principal reservorio de huevos de C. rudolphii. Por lo tanto
los efectos que afectan al bentos y en consecuencia al plancton y el cambio de
los parametros fisico-quimicos del estuario influirian en el desarrollo natural
del ciclo de vida de algunos nematodes.

Timi et al. (2005) estudiaron el ensamble parasitario de C. guatucupa en la
zona de Mar del Plata, hallando larvas de Contracaecum sp. e Hysterothylacium
sp. Los autores no presentan descripciones morfométricas de las larvas, como se
menciond previamente, concluyen que la poblacion de C. guatucupa de la zona
comun de pesca Argentina - Uruguaya y del Rincon serfan poblaciones
diferentes. En nuestro trabajo se compararon las prevalencias parasitaria de las
larvas de Contracaecum sp. y de Hysterothylacium sp. en las pescadillas de las
zonas mencionadas con las del estuario. Se observé que ambas metapoblaciones
de nematodes presentan diferencia espacias (Contracaecum sp. Z=6,81; P<0.001**
e Hysterothylacium sp. Z=51.6; P<0.001**). Estas variaciones encontradas
responderian a diferentes condiciones ecolégicas de ambas zonas, asi como a la
disponibilidad circunstancial de items tréficos de la pescadilla.

Como indican Cardelli et al. (2006), los misiddceos Arthromysis

magellanica y Neomysis americana (Smith) forman parte de la dieta de varias
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especies de peces del estuario entre ellas el pejerrey (Odonthesthes spp.), y la
pescadilla de red. Por lo tanto en, O. argentinensis, sucederia algo similar a lo
planteado para C. guatucupa. En este caso, hubo cambios en la prevalencia de
Contracaecum sp. a lo largo de estos afos (Z=10.93; p<0.001 **) con respecto a los
valores tomados por Sanhueza (2002).

En relacién con los valores obtenidos para la especie O. bonariensis de las
lagunas Cochic6 y Alsina pertenecientes al sistema de las Encadenadas del
Oeste y en comparacién con lo aportado por Tanzola et al. (2009), se hallaron
diferencias significativas en la prevalencia (Z=13.06; p<0.001**) que se
atribuirian al tamafio muestral desbalanceado (15 ejemplares en Laguna del

Monte frente a 90 en lagunas Cochicé y Alsina).

El comportamiento migratorio de las larvas de anisakidos seria diferente
entre las especies de esta familia y también dentro de un mismo rango
geografico (Suzuki et al., 2010). El mayor nimero de antecedentes bibliograficos
sobre la migracion larval y estudios experimentales corresponde a los géneros
Anisakis y Pseudoterranova.

El aporte realizado en el presente trabajo permitié evaluar la migraciéon
de las larvas de los nematodes Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp. en tres
hospedadores de importancia para el consumo humano. Sélo en O. bonariensis
se hallaron larvas de Contracaecum sp. invadiendo el filet o la musculatura del
pez. Esta migracién al musculo ocurriria in vivo de manera natural, cuando los

peces son capturados, con larvas invadiendo la musculatura. Karl et al. (2011)
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demostraron en Oncorhynchus keta y O. nerka, altas intensidades y prevalencias
de Anisakis sp. en la musculatura, principalmente hipaxial y bajas en la cavidad
en el momento de la captura, indicando, segtn los autores, una migracién in
vivo hacia la musculatura luego de la ingesta de los nematodes por la
alimentacion o durante las primeras etapas del ciclo de vida de los
hospedadores. A similar conclusion llegaron Herreras et al. (2000) en Merluccius
hubbsi. La migracion de Anisakis sp. y de Pseudoterranova sp. hacia la
musculatura ocurri6 previo a su captura, ya que fueron rapidamente
eviscerados luego de esta. Podria entonces plantearse una hipdtesis causal
denso dependiente donde a mayor cantidad de larvas en la cavidad visceral,
mayor probabilidad de migracién al musculo, tal vez por desplazamiento de los
vermes buscando mejores condiciones.

Como indic6 Tanzola (2011), la migracién también responderia a sefiales
presentes en la musculatura de los peces que han sido decodificadas por las
larvas.

Smith & Wootten, (1975) y Smith, (1984) postularon que la migraciéon
larval de anisdkidos hacia los tejidos estaria influenciada por cambios
fisicoquimicos tales como la temperatura en el interior del cuerpo de los peces o
el contenido graso almacenado en el higado. En O. bonariensis el procesado y
eviscerado se realizé 24 horas después de su captura y en algunos casos con
mayor demora. Hasta ese momento, la conservacion se realiz6é en frio pero a
temperaturas que no bajaron de los 10°C. En cambio para C. guatucupa y O.

argentinensis no transcurrieron 24 horas y cuando se demoré el muestreo el
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material fue conservado en camaras de frio a 4 °C y rdpidamente eviscerado.
Esto explicaria en parte la presencia de las larvas en el examen de filet.

Una distribucion asimétrica de las larvas L3 de Anisakis sp. y de
Pseudoterranova sp. fue comunicada por Smith & Hemmingsen (2003) en Gadus
morhua L. La posicion del higado en la cavidad del cuerpo del pez y la
predileccién por este 6rgano, incidirian en la migracién de los nematodes.

Si bien el método de transiluminacion es recomendado para la
visualizacion de las larvas de nematodes en las plantas de produccién pesquera,
Levsen et al. (2005) revelaron que solo el 7 - 10% de larvas en filetes puede ser
detectado mediante este método. En el ambito de la investigacion, es mas
efectivo el método de digestion artificial seguido de la visualizaciéon con luz
ultravioleta. Por esta razén se afirma que en este trabajo y como consecuencia
del método de visualizacién empleado no sélo se utilizé el método correcto, si
no también que se observo el nimero real de larvas presentes en el filet.

Los resultados de la infestacion experimental directa de larvas L3 de
Contracaecum sp. obtenidas de C. guatucupa en |. multidentata coincidirian con lo
observado en el andlisis de filetes, donde no hubo migracion. Otros
antecedentes en este tema demostraron que fue posible una infestaciéon directa
con larvas de tercer estadio especificamente de Contracaecum rudolphii en
Cyprinus carpio (Dziekonska-Rynko & Rokicki, 2007, Moravec, 2009). En su
trabajo, Dziekonska-Rynko & Rokicki, inocularon aproximadamente 5000

larvas, y encontraron a los 14 dias solo 2 en la cavidad del cuerpo.

113



CAPITULO III

Infestacion experimental en modelo murino
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INTRODUCCION

Las infestaciones con nematodes pardsitos gastrointestinales son muy
comunes y contribuyen significativamente a la morbilidad y a la mortalidad de
los humanos (Paterson et al., 2002). Se caracteriza por el desarrollo de
respuestas inmunomodulatorias y por distintos tipos de alergias. Las respuestas
de proteccién contra nematodes intestinales estdn asociadas con la producciéon
de citokinas Th2 por las células T helper y en algunos casos por los baséfilos,
con altos niveles de anticuerpos IgE e IgG, con produccién de citoquinas
antiinflamatorias en particular la IL-10, mastocitos y eosinofilia, todas
reacciones tipicamente alérgicas y respuestas inmunes contra helmintos en los
tejidos (Harnett & Harnett, 2006, Audicana & Kennedy, 2008). Adn no se
determiné cudl de éstos mecanismos inmunes esta implicado o asociado con la
expulsiéon del pardsito pero se plantea que estaria mediado por mastocitos
(Audicana & Kennedy, 2008).

Uno de los principales atributos que poseen los parasitos es la
especificidad hospedatoria. Atin cuando un parasito pueda desarrollarse en un
variado namero de especies hospedadoras, generalmente lo hara con mayor
éxito en una o en dos que en el resto (Poulin, 2007). En la anisakidosis humana,
el caso es peculiar ya que los parasitos no estan adaptados a convivir con los
humanos y la infestacion es accidental. Una hora o menos posterior a la

ingestion de la larva, la misma se adhiere a la mucosa gastrointestinal
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provocando lesiones hemorragicas. Entre las 4 horas a 6 dias la larva ya penetr6
la mucosa y submucosa del hospedador y generé un infiltrado de eosindfilos
mediante factores quimiotécticos. Entre los 7 a 14 dias se produce la formacion
de un granuloma y transcurridos mas de 14 dias la larva muere persistiendo la
inflamacién y el granuloma (Ramakrishna & Burt, 1991, Audicana & Kennedy,
2008). Examenes histopatologicos de anisakidosis gastrointestinal invasiva
revelaron a las larvas embebidas en un denso granuloma eosinofilico en la
mucosa, localizado como un tumor en la pared del estomago o en el intestino
(Lymbery & Cheah, 2007). Méas del 90% de los casos descriptos son causados
por una tnica larva (Ikeda et al., 1989).

Durante los tltimos afios, los estudios indicaron que los cambios en la
patologia de la anisakidosis ocurren junto al sitio del tracto gastrointestinal
afectado (Audicana & Kennedy, 2008) estando la virulencia determinada por la
susceptibilidad del hospedador accidental (Williams & Jones, 1994, Audicana &
Kennedy 2008).

Perterguer & Cuéllar (1998) utilizaron un modelo murino, pero con 2
cepas diferentes: cepa BALB/c y cepa C57BL/10. Al inocularlos oralmente con
larvas L3 de A. simplex, los autores observaron diferentes respuestas en cuanto a
los tipos y concentraciones de inmunoglobulinas a lo largo de la infeccién,
concluyendo que la variacion se debi6 a las caracteristicas fisiologicas e
inmunolégicas de ambas cepas utilizadas.

Muchos estudios con miembros del género Contracaecum e

Hysterothylacium se realizaron en animales experimentales con el objeto de
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establecer un modelo de estudio. Norris & Overstreet (1976) realizaron un
estudio con dos tipos de larvas del género Hysterothylacium (Tipo MA y Tipo
MB) recolectadas de Trichiuris lepturus. Estas larvas se introdujeron en el
estomago de dos grupos de ratones, que fueron examinados posteriormente a
intervalos de horas o de dias, dependiendo del grupo. Los autores observaron
que las larvas tipo MA murieron 2 horas postinoculacién y no encontraron
lesiones en el tubo digestivo. En cambio las larvas tipo MB, a las 12 horas
postinoculacién se encontraron adheridas a la mucosa asociadas con areas
hemorrégicas difusas. Estas mismas larvas en el segundo dia postinoculacién
cesaron su movimiento y ya en el quinto dia observaron lesiones hemorragicas
resueltas y elevaciones de la capa serosa en forma de cicatrices. Este mismo tipo
de larva (MB) también causé lesiones hemorrégicas al ser inoculadas en el
estomago de monos Rhesus (Overstreet & Meyer, 1981).

Gonzélez (1998) infect6 ratones con larvas L3 y L4 de Hysterothylacium
aduncum provenientes de truchas de cultivo de Chile. Las larvas murieron
rdpidamente en los ratones que mantuvieron a temperatura ambiente pero
sobrevivieron 18-22 hs postinoculacion en los ratones muertos y refrigerados.

Otros trabajos de infecciéon experimental realizados para evaluar el
potencial zoonético de las larvas, fueron realizados con miembros del género
Contracaecum en hospedadores como gatos domésticos (Vidal-Martinez et al.,
1994) y conejos (Barros et al.,, 2004). Los mencionados autores observaron
nematodes adheridos a la mucosa intestinal y en la pared géastrica,

respectivamente.
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En este capitulo se plantearon las siguientes hip6tesis parciales:

H5: las larvas de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. provocan
invasién de la mucosa digestiva en mamiferos.

Hé: la invasion larval de Contracaecum spp. e Hysterothylacium spp. provoca

alteracion en los parametros hematicos en mamiferos.

A los efectos de testear las hipotesis precedentes se establecieron los siguientes

objetivos:

— Determinar el poder infectivo de las larvas de Contracaecum spp e
Hysterothylacium spp halladas en los hospedadores estudiados sobre el
modelo murino.

— Analizar el dafio tisular de los estadios larvales.

— Analizar el efecto de la parasitosis sobre parametros heméticos en modelo

murino.
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MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron larvas de Contracaecum e Hysterothylacium del pejerrey
bonaerense (Odontesthes bonariensis) y de la pescadilla de red (Cynoscion
quatucupa).

Se utilizaron para la infestacion dos cepas de ratones, Balb/cAnN y CF1
de 2 meses de vida y con un peso de aproximadamente 25 g. Los animales
fueron mantenidos en el Bioterio bajo condiciones de temperatura controlada,
entre 20 - 25°C, con periodos de 12 horas luz/12 horas oscuridad. Se les
suministré alimento en forma de pellet y agua potable libremente en frascos
bebederos de vidrio. Ya que el ratén es un animal social, se los mantuvo
siempre en grupos hasta que se lo necesit6 aislar después del ensayo.

Las larvas fueron introducidas en el estémago de los ratones con una
canula de 15G que se encontraba sujeta a una jeringa de 5ml y/o con pipeta
plastica. Se tomaron muestras de sangre de ratén pre y postinoculacion, en éste
caso la extracciéon se realiz6 minutos antes de proceder a la necropsia. Se
confeccionaron extendidos sanguineos que fueron tefiidos con coloracién de
Giemsa y montados con bdlsamo de Canadd sintético. Se observaron bajo
microscopio Optico con objetivo seco X40. Se establecieron las férmulas
leucocitarias de cada extendido. Realizada la inoculacion de las larvas se
observo la materia fecal de los ratones durante las 24 hs postinoculacion.

Transcurrido el tiempo de infestacién los ratones fueron sacrificados

mediante desmedulacién por golpe traumaético occipital. Se disec6 y observo
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bajo lupa estereoscépica el tubo digestivo en toda su extensién para localizar la
fijacién de las larvas. Se fijaron los 6rganos digestivos en formalina 10% y en
glutaraldehido 2.5% (en frio). Para el primer caso, el material fue procesado
utilizando técnicas histolégicas de rutina. Se efectud la deshidratacién a través
de una bateria creciente de alcoholes (70° 80° 96° alcohol etilico y butilico,
alcohol butilico y en estufa se prosiguié con alcohol butilico- Paraplast) y se
incluyeron pequefios trozos de tejido de 1 cm?® de espesor en Paraplast. Se
obtuvieron cortes de 5 pm de espesor en micrétomo rotativo. A continuacién se
realiz6 la desparafinacion, se hidrat6 el material y posteriormente se coloreo.
Las técnicas de coloracion fueron hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson.

Para estudiarlos con microscopio electrénico de barrido (Marca EVO 40),
el material se fij6 en glutaraldehido 2.5%, se lavé en buffer y se procedi6 a la
deshidratacion en acetonas de 35°, 50°, 70°, 80°, 100°. Se realiz6 secado por punto
critico (Marca Polaroid) y posteriormente se metalizé con oro (Sputter coater,
Marca Pelco 91000, 300 A) Se observaron en SEM las larvas penetrando la
mucosa intestinal y se fotografiaron.

Eutanasia de los ratones empleados en experimentacion:

En virtud que a la fecha de realizar los experimentos de infestacién en
ratones (mayo 2009 - Abril 2010), el Departamento de Biologia, Bioquimica y
Farmacia no contaba con un CICUAE (Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacion) y tampoco se habia promulgado la
Directiva 2010/63 EU del Parlamento de la Comunidad Europea acerca de la

proteccion de los animales usados para experimentacion (22/09/2010), que
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sirve como guia internacional para el trabajo con animales de experimentacién,
se deja constancia que la eutanasia de los animales fue realizada bajo el maximo
cuidado profesional y técnico del personal a cargo del Bioterio departamental
brinddndoles el cuidado y bienestar necesarios a todos los ejemplares

utilizados.

Infestaciones experimentales en aves (Cairina moschata, n.v. “pato

criollo”)

Se realizaron infestaciones con larvas de Contracaecum sp (LCgy LOD) en
ejemplares de 3 meses de vida, todos machos, con el objetivo de determinar el
rol biolégico de las aves en esta especie de nematode. Las larvas se inocularon
con pipetas directamente en la cavidad bucal del pato. Otra forma de infeccién
fue con larvas encapsuladas en el tubo digestivo de los peces estudiados.
Transcurridos los dias de infestacion se realiz6 la desparasitaciéon de los patos
con Piperazina en una dosis de 10 grs /litro de agua, que fue suministrada en
los bebederos. Posterior a cada infestacién experimental se observaron muestras
de materia fecal de cada pato. Por necropsia de cada una de las aves se examiné

el tubo digestivo completo.
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RESULTADOS

Las infecciones en ratones se realizaron de la siguiente manera (se
resumen en tabla 3):

En junio de 2009 se infectaron 3 ratones cepa CF1 con 5, 9 y 8 larvas de
Contracaecum sp. pertenecientes a O. bonariensis (L30b). Un ejemplar de ratén se
tomo de control. La necropsia del primer ratén se realiz6 48 horas después de la
inoculacién de las larvas. La necropsia del segundo se realizé a los 5 dias
posteriores a la inoculacién y la necropsia del tercer ratén infectado y el control
se realiz6 a los 11 dias posteriores a la inoculaciéon. En ninguno de los casos se
observaron larvas fijadas en el tubo digestivo o cicatrices provocadas por las
mismas. La relacion en la féormula leucocitaria de los extendidos sanguineos
realizados pre y postinoculacién no evidencié ningtin cambio significativo.

En diciembre de 2009 se infectaron 4 ratones cepa CF1 con larvas
provenientes de la pescadilla, C. guatucupa (L3Cg). En el primero se inocularon
12 larvas de Contracaecum sp. y una larva de Hysterothylacium sp. En el segundo
raton de igual cepa se inocularon 5 larvas de Contracaecum sp. En el tercer ratén
se inocularon 10 larvas de Contracaecum sp. y una larva de Hysterothylacium sp.
y en el cuarto ratén se inocularon 12 larvas de Contracaecum sp.y una larva de
Hysterothylacium sp. La necropsia de los ratones se realiz6 a los 3, 10, 14 y 24
dias postinoculacién. En ninguno de los casos se observaron larvas fijadas en el

tubo digestivo o cicatrices provocadas por las mismas. La relacién en la férmula
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leucocitaria de los extendidos sanguineos realizados pre y postinoculacién no
evidencié ningtin cambio significativo.

En abril de 2010 se inocularon 2 ratones de cepa Balb/cAnN, con larvas
provenientes de C. guatucupa (L3Cg). A un ratén se le inocularon 23 larvas de
Contracaecum sp. y 5 larvas de Hysterothylacium sp. y al segundo ratéon se
inocul6 con 18 larvas de Contracaecum sp. y 9 larvas de Hysterothylacium sp. Al
observar la materia fecal de los ratones 24 hs postinoculacién se pudo observar
en uno de ellos la presencia de una larva perteneciente a Contracaecum sp.
(Figura 1). La necropsia de los ratones se realizé a los 6 y 9 dias,
respectivamente, posteriores a la inoculaciéon. No se observaron larvas en el
tubo digestivo y no hubo cambios significativos en la composiciéon de leucocitos
en la sangre extraida de los ratones pre y postinoculacion.

En mayo de 2010 se inocularon dos ratones de cepa Balb/cAnN con 20
larvas de Contracaecum sp. a cada uno, obtenidas en C. guatucupa (L3Cg). La
necropsia se realiz6 a los 5 y a los 12 dias después de la inoculacién. En ninguno
de los casos se observaron larvas fijadas en el tubo digestivo o cicatrices
provocadas por las mismas. La relacion en la férmula leucocitaria de los
extendidos sanguineos realizados pre y postinoculacién no evidencié ningtn
cambio significativo. En el mismo mes, mayo, se volvieron a inocular dos
ratones de cepa Balb/cAnN y uno CF1 con 20 larvas de Contracaecum sp.
(L3Cg). A uno de los ratones Balb/cAnN se le inocularon 50 larvas de
Contracaecum sp. (L3Cg) y a otro raton se le inocularon 10 larvas de

Hysterothylacium sp., ambas larvas obtenidas en C. guatucupa. La necropsia de
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todos los ratones fue realizada 24 hs postinoculaciéon. Al examinar el tubo
digestivo de uno de los ratones cepa Balb/cAnN inoculado con 50 larvas de
Contracaecum sp. se observé una larva fijada en el estémago (Figura 3, 4, 5y 6).
La relacién en la férmula leucocitaria de los extendidos sanguineos realizados
pre y postinoculacién no evidencié ningtn cambio. En los otros dos ratones
examinados no se encontraron larvas. La histopatologia evidenci6 la larva fijada
al tubo digestivo y en la region fandica del estomago, penetrando el epitelio de
la mucosa gastrica llegando hasta la capa muscular (Figuras: 4, 5 y 6). Se
observé una compresion total del epitelio, con pérdida de la estructura
glandular y adoptando un aspecto aplanado entorno a la larva (Figura 6). Un
infiltrado leucocitario con presencia de monocitos, neutréfilos, eosinéfilos y
linfocitos, rodeaba los tejidos préoximos al sitio de penetracion de la larva
(Figuras: 7 y 8).

Un ratén de cepa CF1 se inocul6é en julio de 2010 con 10 larvas de
Contracaecum sp. y 1 larva de Hysterothylacium sp. provenientes de C. guatucupa.
En la necropsia realizada del tubo digestivo 24 horas postinoculacién, no se
observé ninguna larva. En los extendidos sanguineos la composicion de
leucocitos en la sangre extraida de los ratones pre y postinoculacién no varié.

En septiembre de 2010 se inoculé un ratén cepa Balb/cAnN con 45 larvas
de Contracaecum sp. provenientes de C. guatucupa (L3Cg). En la necropsia
realizada 24 horas posteriores a la inoculacion se observaron dos larvas vivas
tijadas a la pared de la cavidad gastrica (Figuras: 9, 10, 11 y 12). El material fue

fijado en glutaraldehido 2.5%. En los extendidos sanguineos realizados se
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registro un aumento en el porcentaje de neutréfilos postinoculacion (37%) con
respecto a los extendidos realizados preinoculacion (14%).

En octubre de 2010 se inocul6 un ratén cepa Balb/cAnN con 35 larvas de
Contracaecum sp. L30Db. 24 horas posteriores a la inoculacién se procedi6 a la
necropsia del mismo y se observaron 2 larvas y fijadas al estomago del ratén
(Figura 13). El material se fij6 en formalina 10% para su posterior analisis
histolégico. Esta inoculacién fue repetida en otro ratén de igual cepa pero con
30 larvas de la misma procedencia. Se observé en el estémago la fijacion de 2
larvas que se encontraban vivas. El material fue fijado en formalina 10% para su
posterior analisis histol6gico. En los extendidos sanguineos, la composiciéon de
leucocitos en la sangre extraida de los ratones pre y postinoculacién no vario.
Al realizar el estudio histopatolégico de este material considerado positivo se
observ6 bajo la lupa estereoscoépica que las larvas no habian penetrado la
mucosa gastrica ya que solo se encontraban en contacto con la mucosa digestiva
(Figura 13).

En diciembre de 2010 se inocul6 un ratén cepa Balb/cAnN con 30 larvas
de Contracaecum sp. de laguna Cochicé. 24 horas posteriores a la inoculacién se
procedi6 a la necropsia del mismo y no se observé ninguna larva fijada al tubo
digestivo. Esta inoculacién se repiti6 al dia siguiente con 35 larvas y los
resultados fueron similares. En los extendidos sanguineos no se observaron
variaciones en la composicién leucocitaria.

En junio de 2011 se inocul6 un ratén cepa Balb/cAnN con 5 larvas de

Hysterothylacium sp. En la necropsia y posterior visualizacion de los érganos no
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se observé ninguna larva. La composiciéon leucocitaria no vari6 pre y
postinoculacion.

Las infestaciones (PI) de los patos se realizaron de la siguiente manera:
el 29 de abril de 2010 se infestaron dos patos con 25 larvas de Contracaecum sp.
L3Cg cada uno. Los patos fueron desparasitados 19 dias PI. La observacién de
la materia fecal se realizé6 durante los dos dias posteriores y no se observé
ningtn nematode. En mayo se volvieron a infestar con larvas encapsuladas en
el tubo digestivo de la pescadilla. La desparasitacion se realiz6 transcurridos 42
dias PI. En la materia fecal analizada no se observé la presencia de ningtn
nematode. En mayo de 2010 se infest6 un tercer pato con 50 larvas de
Contracaecum sp. L3Cg. La desparasitacion se realizé en junio transcurridos 40
dias de infeccién. No se observé ningtin nematode en la materia fecal analizada.
En enero de 2012 se inoculdé un cuarto pato con 30 larvas de Contracaecum sp.
L3Ob. No se observé ningtin nematode en la materia fecal analizada.

En ninguno de los casos se registraron en el tubo digestivo de los patos

rastros de las larvas inoculadas.
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Tabla 3: Resumen de la secuencia de infestaciones experimentales realizadas.

Fecha Procedencia de Cepg de Namero de Especie de larva | Necropsia | Resultados
las larvas ratén larvas
Peicrrey de CFln°1 5 Contracaecum sp. 48 hs Negativo
Junio 2009 Lagujna C)cgchicé CF1ln®2 9 Contracaecum sp. 120 hs Negativo
CF1ln°3 8 Contracaecum sp. 264 hs Negativo
12 Contracaecum sp.
CF1ln°4 1 Hysterothylacium 72 hs Negativo
sp.
Diciembre ' CF1ln°5 5 Contracaecum sp. 240 hs Negativo
Pescadilla de red
2009 10 Contracaecum sp.
CF1ln°6 1 Hysterothylacium 336 hs Negativo
sp.
12 Contracaecum sp.
CF1lne?7 1 Hysterothylacium 576 hs Negativo
sp.
Contracaecum sp.
(4]
Balb/clAnN n 253 Hysterothylacium 144 hs Negativo
. sp.
Abril 2010 Pescadilla de red
Contracaecum sp.
(4]
Balb/ c2A N n 198 Hysterothylacium 216 hs Negativo
sp.
(4]
Balb/ C3A N n 20 Contracaecum sp. 120 Negativo
Mayo 2010 Pescadilla de red 5
Balb/cﬁr—\nN n 20 Contracaecum sp. 288 Negativo
BalzﬁcsAnN 50 Contracaecum sp. 24 hs Positivo
H (0]
Mayo 2010 | Pescadilla de red Balb/cGAnN n 10 Contracaecum sp. 24 hs Negativo
CF1n°8 20 Contracaecum sp. 24 hs Negativo
10 Contracaecum sp.
Julio 2010 Pescadilla de red CF1n®9 1 Hysterothylacium 24 hs Negativo
sp.
Septiembre . Balb/cAnN
2010 Pescadilla de red no 7 45 Contracaecum sp. 24 hs Positivo
Balb/cAnN Contracaecum sp. .
Octubre Pejerrey de laguna n°o9 % 24hs Negativo
2010 Cochico 0
Balb/clgnN n 30 Contracaecum sp. 24 hs Negativo
1ct 0
Diciembre Pejerrey de laguna Balb/cAnN n 30 Contracaecum sp. 24 hs Negativo
2010 11
1ct 0
Diciembre Pejerrey de laguna Balb/cAnN n 35 Contracaecum sp. 24 hs Negativo
2010 12
5 -
Junio 2011 Pescadilla de red Balb/clgnN n 5 Hysterostgylauum 24 hs Negativo
Septiembre . Balb /c AnN Hysterothylacium .
2011 Pescadilla de red n° 14 5 5p. 24 hs Negativo
Septiembre . Balb /c AnN Hysterothylacium .
2011 Pescadilla de red n° 15 5 5p. 24 hs Negativo

El ejemplar Balb n° 8 muri6é en el momento de la infestacién.
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Figura 1. Larva de Contracaecum sp. hallada en heces de ratén Balb/cAnN n°1.
(1: escala=0,15 mm, 2: escala=0,1 mm)

Figura 3: Larva (L3Cg) de Contracaecum sp. fijada en la mucosa gastrica de raton de
cepa Balb/cAnN n°5 (lupa estereoscopica).
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Figura 4: Larva (L3Cg) de Contracaecum sp. fijada al estémago de ratéon Balb/cAnN n° 5
Hematoxilina eosina, X40,

Figura 5: Larva (L3Cg) de Contracaecum sp. fijada al estéomago de ratén Balb/cAnN n° 5
Hematoxilina eosina, X100.
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Figura 6: Detalle de la larva (L3Cg) y del epitelio de la mucosa afectada. Hematoxilina
eosina, X400.

Figura 7: a) Infiltrado leucocitario en tejido de la submucosa géstrica (SG) y tejido
muscular (M) de ratén, afectados por L3Cg Flechas negras: monocitos. Flechas rojas:
neutréfilos. Flechas blancas: linfocitos.; b) tejido normal. Flecha negra: fibra muscular.
Hematoxilina eosina, X1000.
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Figura 8: Detalle de infiltrado celular en ratén Balb/cAnN n° 5. Monocito, linfocito.
Hematoxilina-eosina, X1000.

200 Hm

Figura 9: Ultraestructura electrénica de larvas de Contracaecum sp. (L3Cg) penetrando
la mucosa gastrica de raton Balb/cAnN n° 7.
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FiguralO: Ultraestructura electrénica de larva L3Gc de Contracaecum sp. penetrando la
mucosa gastrica de estdbmago de ratén Balb/cAnN n° 7.

Figura 11: Ultraestructura electrénica de larva L3Gc de Contracaecum sp. penetrando la
mucosa del estémago de ratén Balb/cAnN n°7.
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Figura 12: Ultraestructura electrénica de larva L3Gc de Contracaecum sp. penetrando la
mucosa del estémago de Balb/cAnN n°7.

Figura 13: Larvas de Contracaecum sp. de O. bonariensis sobre la mucosa gastrica de
Balb/cAnN n° 9. (hematoxilina-eosina, x400)
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DISCUSION

En este trabajo se comprobé que las larvas de Hysterothylacium sp. halladas
en Cynoscion guatucupa no fueron infectivas para ninguna de las dos cepas de
ratones utilizadas, Balb/cAnN y CF1l. Estas larvas no se asemejaron
morfolégicamente a ninguno de los dos tipos de larvas descriptas en el trabajo
realizado por Norris & Overstreet (1976). A diferencia de las larvas citadas por
estos autores, las estudiadas en la presente tesis fueron de mayor tamafo,
poseen una espina terminal y la relacién ciego intestinal/apéndice ventricular
es menor. Tampoco se asemejaron morfolégicamente a las larvas de tercer o
cuarto estadio de Hysterothylacium aduncum encontradas por Gonzalez (1998) en
Oncorhynchus mykiss. En este dltimo caso, las larvas introducidas mediante
cirugia en la cavidad abdominal de ratones, cuya cepa no fue mencionada,
también fueron diferentes morfolégicamente a las larvas tipo MB de Norris &
Overstreet (1976). Los resultados de infestacion en el trabajo de Gonzélez (1998)
fueron positivos con ratones muertos y refrigerados. Los autores concluyeron
que estas larvas eran menos agresivas que las tipo MB de Norris & Overstreet y
no presentarian ningun riesgo en producir anisakidosis.

Al analizar los ensayos de infestacién con las larvas de Contracaecum sp.
halladas en la pescadilla de red inoculadas oralmente en ratones de cepa
Balb/cAnN, las infestaciones fueron positivas, en cambio no fueron en la cepa
CF1. Esto significo haber visualizado larvas fijadas en la mucosa gastrica

mediante lupa estereoscopica que posteriormente fue comprobado utilizando
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técnicas histopatolégicas o por observacion de la penetracion con microscopia
electronica. Hasta el momento, este trabajo de tesis aporta el primer ensayo
realizado en modelo murino con larvas del género Contracaecum introducidas
oralmente.

Las larvas de Contracaecum sp. halladas en el pejerrey de laguna no
produjeron ningun tipo de lesion histopatolégica a pesar de ser vistas con lupa
estereoscopica sobre la mucosa gastrica del ratén. Estas larvas serian altamente
especificas en cuanto a su hospedador definitivo. Si se confirmara que
pertenecen a la especie Contracaecum australe descripta por Garbin et al. (2011) y
Garbin et al. (2014), es una especie que parasita cormoranes de las especies
Phalacrocorax brasilianus y P. gaimardi. TPor este motivo se supone que la
infeccién en mamifero no habria prosperado.

Estudios previos con L3 del género Contracaecum, especificamente C.
multipapilatum fueron realizados en gatos domésticos produciendo lesiones
ulcerosas e hiperemia de la mucosa intestinal (Vidal-Martinez et al., 1994). En
otros ensayos realizados en conejos con la misma especie, se observé ruptura
del epitelio de la mucosa géstrica en el sitio de fijacion de las larvas, generando
un infiltrado leucocitario con necrosis local llegando a la submucosa (Barros et.
al., 2004).

Strom et al. (2015) infectaron cerdos con larvas L3 de Contracaecum
osculatum (pardsito de mamiferos marinos) y observaron que al penetrar la
mucosa estomacal provocaron un masivo infiltrado celular y presencia de

granulos eosinofilicos.
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Otros ensayos con resultados positivos se realizaron en ratones o ratas
que fueron inoculadas con larvas L3 de los géneros Anisakis y Terranova.
(Deardorff et al., 1983, Jones et al., 1990, Iglesias et al., 1993, Amano et al., 1995,
Baeza et al., 2005).

La via de infestacion natural en el hombre se produce mediante la
ingestion de pescado parasitado, crudo o mal cocido. Por tal motivo se
consider6 elegir la via oral como via de inoculacién de los ratones. Otros
trabajos utilizan como via de inoculacion de las larvas la inyeccion
intraperitonial o la cirugia de la cavidad celémica de los ratones. Pero autores
como Peterguer & Cuellar (1998), consideraron que con la utilizacién de estas
vias resulta dificil estudiar los mecanismos inmunopatolégicos de la
anisakidosis, ya que por esta metodologia de infestacion no es posible
determinar con precision la carga parasitaria que permanece dentro del raton.
En cambio, al inocular por la via oral y mediante un examen de materia fecal, se
tiene un mejor control en el ntimero de larvas que puedan ser expulsadas con el
bolo fecal. Por su parte, Cho et al. (2005), destacaron que la inoculacién por via
peritoneal no gener6 respuesta inmune y al inocular oralmente una larva de
estadio tres de Anisakis simplex en un ratén, gener6 una respuesta inmune de
tipo alérgica.

El tiempo que transcurre realizada la inoculacién de las larvas en los
ratones, seria un factor importante para la observacion de la fijaciéon de la larva,
ya que 24 horas postinoculacion, las larvas se encuentraron vivas y adheridas al

epitelio de la mucosa géstrica. En los casos donde la necropsia y la visualizacion
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bajo lupa estereoscopica del estébmago superaron las 48 horas, no se observo
ninguna larva fijada al tubo digestivo. Esto concuerda con lo descripto por
Norris & Overstreet (1976), en cuanto a que al segundo dia de infestacién las
larvas mueren y las lesiones producidas por las mismas cicatrizan, las lesiones
hemorrégicas se resuelven al 5 dia postinoculacién (PI) y transcurridos los 14
dias (PI) se pueden observar elevaciones de la mucosa que corresponderian a
una cicatrizacion. En muchos casos donde se describen las lesiones en el tubo
digestivo provocadas por larvas de nematodes especificamente con Anisakis
simplex o con representantes del género Pseudoterranova entre las 24 hs a 6° dia
PI, aparecen ulceraciones en el epitelio de la mucosa. Se observaron focos
hemorragicos e infiltrado eosinofilico rodeando a las larvas las cuales
comienzan a morir a partir del 7° dia PI. A los 30 dias PI, los granulomas se
hallaron completamente resueltos con ausencia de restos parasitarios
(Deardorff et al 1983, Audicana & Kennedy, 2008).

Los resultados del presente trabajo permiten confirmar que las larvas
inoculadas de estadio tres de Contracaecum sp. halladas en Cynoscion guatucupa
penetraron el epitelio de la mucosa gastrica. En torno a la penetraciéon de las
mismas se observé un infiltrado leucocitario con presencia de linfocitos,
monocitos, neutréfilos y eosinéfilos alrededor del nematode.

No se observé en los ratones ninguna manifestacion clinica que evidencie
la infestacién como se observa en la anisakidosis humana. De acuerdo con lo

observado en la necropsia y teniendo en cuenta lo que ocurre en las
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infestaciones accidentales en el hombre, deberian producirse vémitos entre la 1°
hora y las 12 hs postinoculacion.

Las larvas tienen la capacidad de secretar sustancias causando hidrolisis
en los tejidos gastrointestinales. Las enzimas proteoliticas constituyen estas
sustancias capaces de degradar el acido hialurénico que forma parte de la
matriz intersticial del tejido conectivo (Hotez et al.,, 1994). Asi penetran la
mucosa invadiendo los tejidos del hospedador. En la infectividad de las larvas
L3 de H. aduncum con el hospedador interviene la enzima proteolitica:
metaloproteasa, en un PH 6ptimo de 4. Esta actividad parece depender de la
disponibilidad exdégena de sustancias nutritivas de origen proteico, que
proviene de la digestion del hospedador o de la presencia de pepsina en el
medio de cultivo. Otra serina-proteasa estaria relacionada con la maduracién
sexual del nematode (Iglesias et al., 2002, Malagon et al., 2011).

Dominguez-Ortega et al. (2003) observaron en humanos infectados con
Anisakis simplex, leucocitosis, neutrofilia y 24 hs. posteriores al inicio de los
sintomas, un incremento en la eosinofilia. En otros casos, la eosinofilia
increment6 a los 8-15 dias (Bouree et al., 1995). Jones et al., (1990) observaron
maxima neutrofilia a los 14 dias PI. Estos resultados explicarian la escasa (o
ausente) variacion en la férmula leucocitaria pre y postinoculacion que se
observo hs en este estudio 24 después de la inoculacion.

Como se menciond, en los ensayos de infestacion realizados se utilizaron
dos cepas de ratones, la Balb/cAnN y la CF1. Si se compara la infestacién con

similar nimero de larvas y tiempo de infestacion los resultaron fueron positivos
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en la cepa Balb/cAnN y negativos en la cepa CF1, lo que demostraria una
diferencia en cuanto a la susceptibilidad de la cepa de ratén. Asi también lo
indica un trabajo de Lyons et al., (2005), en el cual comparon estas mismas
cepas de ratones infectados con Chlamydia trachomatis. Los autores concluyeron
que la cepa Balb/c fue més susceptible a la infecciéon que la cepa CF1. Este tipo
de comparaciones se utiliz6 ademas en ensayos experimentales sobre asma, ya
que la cepa Balb/c presenta una mayor respuesta de anticuerpos IgE especificos
tras la inmunizaciéon (Matheu et al., 2001). Iglesias et al. (1993) al comparar la
respuesta inmune en ratones de cepa Balb/c y CBA/J con la respuesta inmune
en el hombre, concluyeron que son similares y que éstas cepas de ratones serian
buenos modelos de estudio.

Los resultados en cuanto a la inoculacién de las larvas de Contracaecum
sp. en pato estarian indicando dos alternativas: La intensidad de las larvas
administradas no fue la correcta o las larvas no se instalaron a lo largo del tracto
digestivo debido a que no era el hospedador adecuado (Garbin et al., 2007). De
esta manera, se corrobora parte de la hipdtesis que se propuso en cuanto a
determinar el poder infectivo de las larvas de Contracaecum spp. e
Hysterothylacium spp. encontradas en los hospedadores estudiados sobre el
modelo murino.

De acuerdo con los resultados alcanzados, las larvas de Contracaecum sp.
infestivas para el modelo murino utilizado, potencialmente podrian inducirian
lesion en otros mamiferos, incluido el hombre. Por tal motivo la prevencién de

anisakidosis humana debe basarse en una educacion sanitaria dirigida a evitar
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hébitos de consumo de pescado fresco crudo o poco cocinado e insistirse en la
congelaciéon por debajo de -20°C (>72hs) o en la coccién completa a

temperaturas no inferiores a 60°.
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CONCLUSIONES GENERALES

Del estudio de la potencialidad zoonética de los nematodes Anisakidos

pertenecientes a los géneros Contracaecum e Hysterothylacium hallados en los

hospedadores Cynoscion guatucupa, Odontesthes argentinensis y  Odontesthes

bonariensis, se desprenden las siguientes conclusiones:

Las larvas halladas en los hospedadores estudiados pertenecen a los

géneros Contracaecum e Hysterothylacium.

Las larvas de Contracaecum sp. e Hysterothylacium sp. no migran a la
musculatura estriada. Para el caso observado en O. bonariensis son
necesarios mayor nimero de estudios que confirmen el comportamiento

miotrdpico y las condiciones bajo las que ocurre.

Las larvas de Contracaecum sp. no resultaron ser infectivas en otros modelos de
estudio como aves acuaticas o teledsteos de forrajeo, como la madrecita del

agua, Jenynsia multidentata

Las larvas de Contracaecum sp del hospedador C. guatucupa fijada al tubo

digestivo provocaron una compresion total del epitelio, con pérdida de la

estructura glandular. Se observé un infiltrado leucocitario con presencia de
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monocitos, neutréfilos, eosinéfilos y linfocitos, préximos al sitio de penetracion

de la larva.

Las larvas de Contracaecum sp. del hospedador O. bonariensis no provocaron

invasion de la mucosa gastrica en modelo murino

Las larvas de Hysterothylacium sp. no provocaron invasién de la mucosa gastrica

en modelo murino.

La invasién larval de Contracaecum sp. provoca una pequefia alteracion en los

pardmetros hematicos en mamiferos.

Las larvas de Contracaecum sp. del hospedador C. guatucupa presentan una
filiacion genética con las especies C. ogmorhini y con C. margolisi, ambas

parésitas de mamiferos marinos.

Las larvas de Contracaecum sp. del hospedador C. guatucupa presentan una

filiacion genética con las especies C. ogmorhini y con C. margolisi, ambas

parésitas de mamiferos marinos.
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