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Taxonomia integrativa y potencial zoonético de nematodos de la familia
Anisakidae (Nematoda: Ascaridoidea) parasitos de peces de importancia

comercial en la costa norte del Peru

RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo Evaluar la diversidad y el potencial zoonoético de
nematodos de la familia Anisakidae que infectan peces marinos en la costa norte de Perd,
desde un enfoque de taxonomia integrativa que conlleva a estudiar aspectos morfolégicos,
moleculares y de ultraestructura, Como se sabe el consumo humano de la anguila bromista
es comun en el norte de Perd, se investigo la presencia de larvas de Anisakis L3 en 29
especimenes de la anguila negra Genypterus maculatus (Tschudi, 1846) (Ophiidiformes:
Ophiididae) capturados frente a la costa del Pacifico sudamericano. , Region Lambayeque,
Per. Se recolectaron un total de 20 larvas de Anisakis en la superficie visceral y se
dividieron morfoldgicamente en tres tipos: Tipo I, Tipo Il y Tipo 3. Presentamos datos de
secuencias de ADNmt para los tres tipos de larvas de Anisakis. Los perfiles genéticos
indicaron que las larvas de Anisakis tipo I, tipo 11 y tipo 11l podrian identificarse como A.
pegreffii Campana-Rouget & Biocca, 1955, A. physeteris Baylis, 1923 y A. brevispiculata
Dollfus, 1966, respectivamente. Este es el primer registro de A. brevispiculata en Perd. Los
resultados obtenidos en este estudio contribuyen a mejorar el conocimiento sobre la
diversidad y distribucion de las especies de Anisakis en las aguas del Pacifico sudamericano

y su relevancia para la salud pablica.
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SUMMARY
The objective of this work is to evaluate the diversity and zoonotic potential of nematodes
of the Anisakidae family that infect marine fish on the north coast of Peru, from an
integrative taxonomy approach that leads to studying morphological, molecular and
ultrastructural aspects, As is known since human consumption of the cusk-eels is common
in northern Peru, we investigated the presence of Anisakis L3 larvae in 29 specimens of the
black cusk-eel Genypterus maculatus (Tschudi, 1846) (Ophiidiformes: Ophiididae)
captured off the south American Pacific coast, Lambayeque Region, Peru. A total of 20
Anisakis larvae were collected on the visceral surface and divided morphologically into
three types: Type I, Type Il and Type 3. We present mtDNA sequences data for all three
Anisakis larva types. The genetic profiles indicated that Anisakis Type I, Type Il, and Type
I11 larvae could be identified as A. pegreffii Campana-Rouget & Biocca, 1955, A. physeteris
Baylis, 1923, and A. brevispiculata Dollfus, 1966, respectively. This is the first record the
A. brevispiculata in Peru. The results obtained in this study contribute to improve the
knowledge on the diversity and distribution of Anisakis species in the south American
Pacific waters and their relevance for public health.

KEYWORDS: Anisakis, Integrative Taxonomy, Joking Eel



Introduccion

Planteamiento del problema

Los nematodos de la familia Anisakidae Railliet & Henry, 1912 son parasitos comunes que
parasitan un amplio rango de hospederos vertebrados a nivel mundial, muchos de los cuales
exhiben potencial zoonotico. La presencia de larvas de anisakidos en peces es
econdmicamente importante debido al impacto en la calidad del producto (Carvajal &
Cattan, 1985). Ademas, tienen importancia en salud publica, ya que estan involucradas en
enfermedades que se transmiten a los seres humanos (Cabrera, 2010; Pefia & Rios, 2012).
El ciclo bioldgico de estos tipos de parasitos no es completamente conocido. Sin embargo,
se sabe que se trata de ciclos indirectos, con estadios de vida libre, estadios larvarios que
parasitan peces o moluscos que pueden actuar como hospederos intermediarios o
paraténicos y adultos parasitos en mamiferos marinos que actGan como hospederos
definitivos (Ishikura, 1993; Osanz-Mur, 2001).

Las formas adultas de estos nematodos parasitan principalmente aves piscivoras o
mamiferos marinos, aunque algunas de ellas pueden parasitar peces pelagicos. Mientras que
las larvas son frecuentemente encontradas en peces y son morfologicamente dificiles de
identificar a nivel de especie debido a la falta de caracteres diferenciales, que solo aparecen

en las formas adultos.

Antecedentes

Anisakidae Railliet & Henry, 1912 (Rhabditida: Ascaridoidea) es una familia de nematodos
que infectan a una amplia gama de hospederos pertenecientes a todos los grupos de
vertebrados, sus estadios larvales tienen importancia en la salud del hombre y de los

hospederos (Anderson, 2000).



Antiguamente, las larvas de Anisakis Dujardin, 1845 que infectan peces marinos eran
asignados como Anisakis tipo | y Anisakis tipo Il, diferencidndose por las caracteristicas
morfoldgicas del ventriculo y por la presencia o ausencia de un mucrén (Osanz-Mur, 2001;
Saad & Luque, 2012). Recientes investigaciones basados en datos moleculares indican que
estos dos morfotipos de larvas forman un complejo de especies, y por tanto el uso de
caracteres morfoldgicos no permite asociar uno de los tipos de larvas con una sola especie
(Saad & Luque, 2012).

La identificacion de las larvas de anisdkidos colectadas en peces marinos se basaba en la
morfologia del tracto gastrointestinal (Ventriculo largo o corto, ausencia de ciego intestinal
y apéndice ventricular), posicion del diente larval, localizacion del poro excretor y
morfologia de la cola con o sin tipico mucrén terminal (Felizardo et al., 2009; Saad &
Luque, 2012; Pantoja et al., 2015).

Especies de Anisakis correspondientes al estadio L3 han sido identificadas en Per( como
pertenecientes a Anisakis simplex Rudolphi, 1809 por presentar un ventriculo largo con la
unién ventriculo-intestinal oblicua y una cola redondeada, corta y con una espina terminal
y Anisakis physeteris Baylis, 1923 por presentar el ventriculo corto con una union
horizontal al intestino y una cola larga, puntiaguda y sin espina terminal (Osanz-Mur, 2001,
Felizardo et al., 2009; Saad & Luque, 2012). Recientes estudios moleculares indican la
presencia de dos especies de Anisakis en la costa peruana, Anisakis pegreffii y Anisakis sp.
infectando peces comerciales de la costa peruana. Estas dos larvas son encontradas rodeadas
de un quiste translucido formado de tejido conjuntivo sobre la superficie del higado y ciegos
intestinales (Alburqueque et al., 2020). Larvas de Anisakis han sido recuperadas de la
superficie visceral de varias especies de peces teledsteos marinos y una especie de molusco

de importancia econdémica en la costa del Per( (Cabrera et al., 2004; Sarmiento et al., 1999;



lannacone y Alvarifio, 2009; Céspedes et al., 2011; Chero et al., 2014; Cruces et al., 2014,
Nacari & Sanchez, 2014). Adicionalmente, nuestro grupo de investigacion ha encontrado
una larva de Contracaecum, a la cual se le caracterizo en base a datos morfologicos y
moleculares identificandola como Contracaecum multipapillatum, su publicacion esta en

curso.

Justificacion e importancia del estudio
Este proyecto de taxonomia integrativa de anisdkidos de la costa norte de Peru tiene
importancia médica, médica veterinaria y econdmica, ademas de gran valor taxondmico y

contribucion al enriquecimiento del conocimiento de la biodiversidad peruana.

Con el aumento del nimero de casos de anisakidosis en todo el mundo, es fundamental
identificar los anisakidos que se encuentran en la costa peruan a nivel de especie, ya que
algunas especies son potencialmente capaces de desencadenar la enfermedad en humanos,
e incluso, en ocasiones, causar condiciones severas. reacciones alérgicas. Ademas de estar
asociados a la mortalidad de los peces, estos helmintos provocan lesiones en los tejidos que
hacen inviable la comercializacién del pescado, provocando enormes pérdidas econdémicas
para la industria pesquera. La identificacién taxondmica y el diagnostico adecuado son el

primer paso hacia la vigilancia y el control de parasitos.

La importancia taxondémica proviene de la aplicacion de varios marcadores genéticos que
son lo suficientemente informativos para determinar la especie de estos helmintos, es decir,
para establecer los patrones de codigo de barras de ADN de la especie. La determinacién
de estos patrones permitira discernir problemas taxonémicos presentados por la

inconsistencia de caracteres morfologicos, como por la ausencia de los mismos en



determinadas etapas del ciclo biologico. La identificacion de los parasitos también
contribuird a una mejor comprension de la distribucidn y ecologia de estos parasitos, ya que

hasta ahora solo dos especies han sido identificadas genéticamente en Perd.

Marco tedrico

Los parasitos como protistas, helmintos, artropodos, crustaceos, etc. son piezas clave en la
biodiversidad en diferentes ecosistemas debido al papel regulador que muchos helmintos
tienen sobre las poblaciones de sus hospederos constituyéndose una pieza importante en la
estructuracion de sus comunidades (Luque, 2008). Muchos de estos endoparasitos
helmintos son grupo polifilético representado a los phyla Platyhelminthes (Digenea,
Aspidogastrea, Monogenea y Cestoda), Acanthocephala, Nematoda y Annelida
(Hirudinea), La clasificacion de platelmintos se basan en observacion y medicion de
organos reproductores , basados en numero, tamafio y posicion relativas en el cuerpo,
aunque los grupos taxondémicos , ahora se basan principalmente en caracteres ultra

estructurales y moleculares.

El estudio de los parasitos como componente de la biodiversidad es una rama que poco a
poco ha tomado mayor auge (Brooks & McLennan, 1991). Recientemente se ha
considerado a los helmintos como un grupo potencialmente Gtil en estudios de calidad
ambiental como bioindicadores (Pulido & Monks, 2008). Ademas, algunos helmintos
pueden tener cierto interés desde el punto de vista médico, pues pueden ser causantes de
ciertos tipos de afecciones en el hombre. En el mar peruano habita una gran variedad de
especies de peces, con mucho valor comercial, ademas indispensable en la dieta humana;
Sin embargo, el conocimiento de la composicion de su fauna helmintol6gica se conoce muy

poco, pese a que en los ultimos quince afios se han podido conocer y describir algunos de



ellos, siendo uno de los principales problemas la identificacion del estado larval, ya que
necesita ver el estudio morfologia ademéas acudir a estudios de tipo molecular. El
parasitismo en peces ocasiona perdidas socioecondmicas, ya sea por la transmision al
humano de patdgenos de importancia en salud publica como el Anisakis sp y
Diphyllobotrhium pacificum, en su estado larval y también pueden ocasionar el deterioro o
dafio del producto, el cual debe ser descartado de las lineas de comercio o produccién, segun
lo establece la normativa sanitaria vigente (Serrano, E., Quispe M., Hinostroza, E. &
Plasencia, L,2017). En Peru, la pesca industrial ha sido tradicionalmente a base de especies
pelagicas marinas, constituidas principalmente por anchoveta (Engraulis ringens), asi como
en otras especies de peces como el jurel (Trachurus murphyi), caballa (Scomber
japonicus),y bonito del Pacifico (Sarda chilensis) (Alburqueque,R., Palomba,M., Santoro,

M.,& Mattiucci, S.(2020) .

La identificacion en los nematodos se deben centrar en la parte morfoldgica de las
estructuras reproductivas , incluidas los extremos posteriores de los machos , también las
papilas sensoriales y otras caracteristicas cuticulares que pueden ser visualizado en el
extremo anterior (cabeza) como expansiones cuticulares asi también alrededor de la boca
Las técnicas moleculares utilizadas en sistematica pueden involucrar isoenzimas (enzimas
que catalizan la misma reaccién pero cuyos genes que las codifican se encuentran en
diferentes loci), aloenzimas (enzimas codificadas para por alelos), RFLP (polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion o patrones de bandas producidos en un gel
electroforético por fragmentos de ADN resultantes de la digestion con endonucleasas de
restriccion) o secuencias de bases en secuencias de ADN para una variedad de genes. Todos

estos materiales proporcionan informacion sobre la composicion genética y, por lo tanto,



pueden usarse para caracterizar taxones. La comparacion de secuencias de bases también
se utiliza para construir filogenias tanto de huéspedes como de parasitos, lo que permite a
los parasitdlogos estudiar la coevolucion, la colonizacion de huéspedes en el sentido

evolutivo y la biogeografia de las asociaciones huésped-parasito. (Roberts & Janovy, 2005)

Objetivo

Objetivo general

>  Evaluar la diversidad y el potencial zoonético de nematodos de la familia Anisakidae
que infectan peces marinos en la costa norte de Perd, desde un enfoque de taxonomia

integrativa (aspectos morfoldgicos, moleculares y de ultraestructura).

Objetivos especificos

»  Aislar larvas de la familia Anisakidae de peces marinos con importancia econémica
en la costa norte de Peru.

» ldentificar morfolégicamente los nematodos anisakidos a través de claves de
identificacion taxonémica con la ayuda de microscopia éptica y electronica de barrido.

»  Caracterizar genéticamente los nematodos a través de la secuenciacion parcial de gen
Cox 1 (ADNmt).

»  Comparar las secuencias por similitud de los anisakidos encontrados en la costa norte
de Peru con las secuencias de nematodos del mismo grupo depositadas en GenBank.

»  Construir arboles filogenéticos de las especies secuenciadas y analizar la filogenia del

grupo.

Meétodos



Universo y muestra

La poblacién comprende un total de 99 individuos de peces, adquiridos directamente de la
caleta Santa Rosa, Chiclayo, Norte de Peru, perteneciente a 10 especies, seis familias y tres
ordenes los que fueron identificados a un espécimen de Nebris occidentalis, 3 Sciena
deliciosa, 32 Pontinus dubius, 8 Sciaena callaensis, 7 Diapterus brevirostris, 3
Centropomus unionensis, 6 Kyphosus vaigensis, 5 Polydactylus approximans, 5
Polydactylus opercularis, 29 Genipterus maculatus (Tabla 1). De estas especies de peces

se lograron aislar un total de 25 larvas de nematodos de la familia Anisakidae

Disefio de estudio y Variables.

El estudio es prospectivo, de disefio observacional, descriptivo, diacrénico, enfoque
cuantitativo, se realizd en el laboratorio de Parasitologia e investigacion de la FCCNM-
UNFV.

Variable dependiente: nematodos parasitos de pece colectados.

Variable independiente: caracterizacion morfoldgica y molecular.

Instrumentos

Ficha de parametros morfolégicos donde se tomaron los datos como el nimero y nombre
de las especies de huéspedes y el nimero de parasitos encontrados.

Se empleo para la identificacion de los huéspedes u hospedero la clave de identificacion
taxonémica.

Equipos: Microscopio de luz, Estereoscopio, balanza, calibrador Vernier, Microscopio

Electrénico, termociclador

Procedimiento



Colecta de peces hospederos

En hojas de campo, se anotaron las caracteristicas morfologicas como parametros
morfométricos: longitud total (LT) y la identificacion de los peces se realiz6 empleando
claves de identificacion taxonémica de peces marinos de Per( (Chirichigno & Vélez, 1998).
Los peces fueron evaluados empleando un microscopio estereoscopico de diseccion para la
bldsqueda de nematodos a nivel externo e interno de las visceras de los peces muestreados.
Colecta de Parasitos y analisis morfoldgico

Las larvas de anisakidos fueron aislados a partir de la musculatura o superficie visceral de
los peces hospederos y fueron colocadas en placas de Petri con agua de mar y fijadas en
alcohol al 80% caliente. En el laboratorio, los nematodos fueron cortados en 3 pedazos. Las
partes anterior y posterior fueron usadas para la identificacion morfoldgica. Las partes
medias fueron colocadas en alcohol al 100% para su uso en procedimientos moleculares.
Los nematodos fueron aclarados en lactofenol o alcohol fenol para su observacion y
medicidn con un microscopio éptico. Los nematodos fueron fotografiados con ayuda de un
microscopio Nikon con camara incorporada. Todos los analisis morfoldgicos fueron

Ilevados a cabo en el Laboratorio de Zoologia de Invertebrados, UNMSM.

Analisis de ultraestructura

Algunas larvas de nematodos colectadas fueron fijadas para el analisis de microscopio
electronico de barrido (MEB) que se realizO en el Laboratorio de Equipamiento

Especializado de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

Extraccién de ADN, amplificacién por PCR y secuenciacion de ADN



Preparacion y extraccion de ADN de las muestras: Los nematodos fueron colocados en
buffer de lisis (ATL buffer, QIAGEN). Se seccionaron partes de la muestra y procedio con
la extraccion del ADN gendmico usando el Genomic DNA Mini Kit (Tissue) (Geneaid
Biotech Ltd., Taiwan), de acuerdo con el protocolo del kit. EI ADN se eluy6 en 50 pl de

buffer de elucion y se almacen6 a -20°C.

Amplificacion del fragmento del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa | (CO1): Se
empled el siguiente par de cebadores: 211F (5"-TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-
3)y 210R (5"- CACCAACTCTTAAAATTATC-3") (Zhu et al., 1998). Las reacciones de
PCR fueron realizadas de acuerdo a Pantoja et al. (2015). Los productos de PCR seran
visualizados con tincidn de Sybergreen (Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA). Los productos
amplificados seran purificados con el kit Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life Sciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante, y seran secuenciados utilizando los mismos
iniciadores de reacciones de PCR y el kit de reaccidn de secuenciacion ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Terminator (Applied Biosystems-Perkin Elmer) en un secuenciador
MegaBACE (GE Healthcare Life Science). Las secuencias contiguas fueron ensambladas

en Geneious y seran depositadas en GenBank.

Analisis moleculares

Las secuencias fueron alineadas con Clustal W en MEGA 7.0. Los arboles filogenéticos

fueron construidos en base a Maxima verosimilitud (ML).

Resultados

Analisis morfoldgico



Un total de 99 peces perteneciente a 10 especies, seis familias y tres érdenes fueron
identificados empleando claves taxonémicas. La composicion de las especies de peces con
maés representacion fue Pontinus dubius, constituyendo el 35.5% de los peces con 32
individuos colectados, Genypterus maculatus constituye el 29.3% de los peces con 29

individuos colectados (Tabla 1).

Tabla 1
Especies de peces colectados de la caleta de Santa Rosa, Chiclayo, Lambayeque, Peru.

N = Numero de peces colectados. % = Porcentaje de peces colectados

Especies Orden Familia N %
Nebris occidentalis Perciformes Scombridae 1 1
Sciaena deliciosa Perciformes Scombridae 3 3
Pontinus dubius Scorpaeniformes Scorpaenidae 32 355
Sciaena callaensis Perciformes Scombridae 8 8
Diapterus brevirostris Perciformes Gerreidae 7 7
Centropomus unionensis Perciformes Centropomidae 3 3
Kyphosus vaigensis Perciformes Kyphosidae 6 6
Polydactylus approximans Perciformes Polynemidae 5 5
Polydactylus opercularis Perciformes Polynemidae 5 5
Genypterus maculatus Ophidiiformes Ophidiidae 29 29.3

Un total de 58 larvas de anisakidos fueron colectados y mediante caracteres morfoldgicos
fueron identificados pertenecientes al género Anisakis Dujardin, 1845 (3 morfoespecies)
(Tabla 2). En la identificacion de morfotipos se han tomado en cuenta el tamafio y la
ubicacion del ventriculo, la morfologia de la region posterior, con punta redondeada y con o

sin presencia de micron.



Tabla 2.
Especie de anisakidos colectados de peces marinos de la zona costera del Puerto Eten,
Chiclayo, Lambayeque, Pert. P = Prevalencia. N = Numero de parasitos.

Parasito Estadio (L3) Hospedero N P
Anisakis spl.  Genypterus 8 40
maculatus
Anisakis sp2  Genypterus 2 10
maculatus
Anisakis sp3  Genypterus 10 50
maculatus
Tabla 3.

Morfotipo de los Anisakidos obtenidos de Genypterus maculatus colectados de peces
marinos de la zona costera de la caleta de Santa Rosa, Chiclayo, Lambayeque, Peru.

U de M: unidad de medida

Morfotipo / SP1 SP2 SP3

Caracteristica

Longitud total 26-27 20 20-34
Ancho maximo

Longitud eséfago  1.6-1.7 15 2.7-5
Longitud 546-665 422 620-

ventriculo 1122



Ancho ventriculo  421-560 340 349-400
Ancho eso6fago 216-556 228 276-301

Anillo nervioso 320-305 272 202-362

Mucron NE P NE
Longitud mucrén ~ NE NE 26
Cola 98 113 139-285

Figura 1. Anisakis spl. de Genypterus maculatus. Extremo anterior y posterior.



50um

Figura 2. Anisakis sp2. de Genypterus maculatus. Extremo anterior y posterior.




Figura 3. Anisakis sp3. de Genypterus maculatus. Extremo anterior y posterior.

Figura 4. Anisakis sp3. de Genypterus maculatus. Extremo anterior y posterior.
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Figura 5. Arbol filogenetico (Maxima verosimilitud) de las tres especies de
Anisakis (A. pegreffi, A. physeteris y A. brevispiculata) encontradas en Genypterus

maculatus.

Analisis molecular

El arbol de maxima verosimilitiud basados en las mtDNA Cox2 secuencias de los tres
morfotipos Anisakis spl., Anisakis sp2. y Anisakis sp3. permitié identificarlos como A.

brevispiculata, A. pegreffi, A. physeteris y respectivamente.



DISCUSIONES

Hasta hace 10 afios, especies de Anisakis Dujardin, 1845 en Per( eran asociadas a dos tipos
de larvas: Anisakis tipo | y Anisakis tipo Il, diferenciadas por las caracteristicas
morfométricas del eséfago glandular (ventriculo) y por la presencia o ausencia de un mucrén
(Osanz-Mur, 2001). Recientes estudios basados en caracteristicas moleculares indican que
estos dos tipos de larvas de Anisakis correspondian a Anisakis simplex y Anisakis pegreffi.
La identificacion de las larvas L3 de Anisakis colectadas en Genypterus maculatus se basé
en las caracteristicas del tracto gastrointestinal (longitud del ventriculo), y presencia o
ausencia de mucrdn terminal (Pantoja et al., 2015). Los nematodos descritos aqui son formas
larvarias correspondientes al estadio L3 de tres especies de Anisakis y han sido identificadas
en base a caracteres morfoldgicos y moleculares como A. brevispiculata, A. pegreffi, A.
physeteris. Aniskis brevispiculata es reportada por primera vez en Per(. Estas tres larvas
fueron encontradas enquistadas sobre la superficie de los ciegos.

Miembros del género Anisakis son parasitos comunes de organismos marinos a nivel
mundial. Los estadios larvales de Anisakis encontrados en peces son econdémicamente
relevantes debido al impacto en el producto pesquero (Osanz-Mur, 2001). Ademas, de poseer
importancia en salud publica, ya pueden transmitirse a los seres humanos por via oral (Osanz-

Mur, 2001).

CONCLUSIONES

La técnica de DNA barcoding ayudd a identificar a nivel de especie con bastante precision,
con mayor al 98% de identidad las diferentes especies de Anisakis por analisis de una regién

del gen cox2. Las lecturas de los datos crudos en AB1 tuvieron alta calidad, dando mayor



confianza a los resultados por comparacion BLAST.
Este es el primer registro de A. brevispiculata en Per(. Los resultados obtenidos en este
estudio aportan el conocimiento sobre la diversidad y distribucion de las especies de Anisakis

en las aguas del Pacifico sudamericano y su relevancia para la salud publica.

RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer mds estudios con mayor nimero de pescados y variedad en la zona norte del
Perd, ya que los resultados obtenidos en este estudio son muy alentadores contribuyendo a mejorar
el conocimiento sobre la diversidad y distribucién de las especies de Anisakis en las aguas del

Pacifico sudamericano y su relevancia para la salud publica.

Se debe continuar con trabajos similares utilizando base de datos GenBank que contiene
secuencias genéticas utilizada para la identificaciéon de especies y su comparacidon en andlisis

filogenéticos
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