BioScriba Vol. 2 (2) 106-114. Noviembre 2009 @

ANISAKIDOS DEL SAVORIN, Seriolella porosa (PISCES: CENTROLOPHIDAE).
ANALISIS DE LA INTERACCION PARASITO-HOSPEDADOR

Guagliardo, Silvia E., De Salvo, Maria N., Schwerdt, Carla B., Galeano, Noelia A., Tanzola, R. Daniel
Catedra de Patologia de Organismos Acuaticos. Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia-

UNS Bahia Blanca. Argentina. San Juan 670.
squaglia@criba.edu.ar

Resumen

Seriolella porosa es un pez de importancia pesquera que se distribuye en aguas del
Atlantico Sudoccidental. Los anisakidos causan alteraciones patoldgicas en los peces y
algunas especies se reconocen como agentes etiolégicos de enfermedades humanas. Los
objetivos del presente trabajo fueron describir el aspecto anatomo-patolégico de las lesiones
provocadas por el parasito y evaluar la capacidad invasora de Anisakis sp. en su migracion
hacia la masa muscular del hospedador. Se efectuaron estudios de histologia normal y
patolégica en 10 peces. Para comprobar la migracién de las larvas se tomaron muestras de
los flancos de 20 ejemplares y se procedid con la digestion artificial. Se registré escasa
migracion (0.02%). El test de correlacion por rangos de Spearman present6 una correlacion
positiva para la relacion entre carga parasitaria y el numero de capsulas melanizadas con
destruccién parasitaria (CMD) respecto de la talla corporal y el peso eviscerado del
hospedador. Los nematodes se presentaron encapsulados en mesenterios, a modo de
improntas sobre las visceras y en menor proporcion libres. La histopatologia evidencié que
las larvas estaban circunscriptas por tejido inflamatorio con abundante depdsito de fibra. La
escasa migracion larval al musculo en el savorin no significa un riesgo sanitario para el
consumo humano de este pez.
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Abstract

Seriolella porosa is an important fish resource in the Southwest Atlantic waters. The
anisakids cause pathological changes in fishes and some species are recognized as
aetiological agents of human diseases. The present study aims to describe anatomical-
pathological aspect of the injuries from the parasite and to establish the invasive capacity of
Anisakis sp. in its migration to muscular mass host. In order to check the migration of the
larvae, 20 filetes were processed with the artificial digestion. The experience showed low
migration (0.02%). There was a positive correlation between the total number of parasites
and the number of melanized capsules (CMD) respect host size and weight respectively. The
nematodes were encapsulated in mesenteries as imprints on the viscera or free in the
celomic cavity. The histopathology study showed that larvae were circumscribed by
inflammatory tissue with abundant presence of fiber. The low migration of Anisakis sp. to the
muscle in this host does not mean a health risk to human consumption.
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INTRODUCCION

El savorin (Seriolella porosa
Guichenot, 1848) se distribuye en aguas
del Atlantico Sudoccidental entre los
paralelos 35° y 50° S; siendo un pez de
importancia pesquera en las costas del
Mar Argentino (Sanchez y Bezzi 2004).
Entre sus parasitos mas prevalentes se
encuentran los nematodes anisakidos
(Nematoda: Ascaridoidea), los cuales
utilizan peces como hospedadores
paraténicos para cerrar sus complejos
ciclos vitales.

Se ha demostrado que los
anisakidos son la causa de varias
alteraciones patoldgicas producidas en
los peces, que pueden incluso originar la
reduccion de su valor comercial en los
mercados internacionales (Rego et al.
1985).

Sumado a esto, algunas especies
se reconocen como agentes etioldgicos de
enfermedades humanas produciendo
desoérdenes gastrointestinales y
eventualmente la muerte (Oshima 1972;
Margolis 1977; Smith y Wootten 1978;
Cabrera 'y  Trillo-Altamirano  2004).
Deardorff et al. (1984) designaron como
“anisakiasis” a la enfermedad inducida por
larvas de nematodes ascaridoideos que
penetran el tracto intestinal de mamiferos.
Sin embargo el término actualmente
aceptado para el conjunto de afecciones
provocadas por la ingesta de carne de
pescado cruda o insuficientemente cocida
cuando ésta es portadora de larvas de
tercer estadio del complejo Anisakis
simplex 'y Pseudoterranova decipiens
capaces de dafar la mucosa digestiva es
“anisakidosis” ( Ishikura et al. 1993). En el
Atlantico Sudoccidental, existen
antecedentes acerca de la presencia de
estas dos especies potencialmente
patégenas en diversas especies de peces:
Engraulis anchoita (Timi et al. 2001),
Macruronus magellanicus (lribarne 2001),
Merluccius  australis 'y M.  hubbsi
(MacKenzie y Longshaw 1995), M. hubbsi
(Szidat 1955; Sardella y Timi 1995),
Parona signata (Szidat 1969; Tanzola y
Guagliardo 2004), Genypterus blacodes y
G. brasiliensis (Sardella et al. 1998),
Cynoscion  guatucupa 'y  Porichthys
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porosissimus  (Schwerdt  2006). Sin
embargo en la mayoria de los casos se
trata de registros de las especies en los
hospedadores o bien de estudios sobre
ecologia parasitaria.

En vista de que los peces son
capaces de disparar respuestas celulares
contra larvas de anisakidos (Guagliardo
2003; Dezfuli 2007), sumado a la
importancia econémica de este recurso
ictico, los objetivos del presente trabajo
fueron: analizar la respuesta
antiparasitaria del savorin en relacion a la
carga, describiendo el aspecto anatomo-
patolégico de las lesiones provocadas por
el parasito y evaluar la capacidad invasora
de Anisakis sp. en su migracion larval
desde la cavidad celdmica hacia la masa
muscular del hospedador.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 101 ejemplares
adultos de S. porosa (68 machos, 32
hembras y un ejemplar de sexo
indeterminado) capturados entre octubre y
diciembre del 2007 en la zona norte del
Golfo San Matias (entre los paralelos
41°00" y 41°30° S y los meridianos 64°00°
y 65°00° O). El arte de pesca consistid en
redes de arrastre de fondo con portones
de 96 pies de ancho de boca.

Se efectuaron estudios de
histologia normal y patol6gica a partir de
organos y tejidos obtenidos
inmediatamente postmortem vy fijados en
Liquido de Bouin (alcohdlico). Se realizé la
inclusion en parafina. Se efectuaron cortes
de 5 p de espesor. Las técnicas de
coloracion utilizadas fueron: Hematoxilina-
Eosina (H&E), Acido Periddico-Reactivo
de Schiff (PAS) para carbohidratos y
coloracion tricrbmica de Masson para
tejido conectivo. Se obtuvieron
microfotografias mediante microscopio y
camara Olympus (BX51 vy C7070
respectivamente).

Con el fin de comprobar Ia
migracion de las larvas desde la cavidad
corporal hacia el musculo se tomaron
muestras de los flancos de 20 ejemplares,
y se reservaron en freezer para su
posterior tratamiento. La digestion artificial
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de 1.988,5 gramos de filet se realizd
utilizando una solucion salina de &cido
clorhidrico (pH 1-2) a la cual se afiadieron
10 g de pepsina (riqueza: 1:10000) y se
homogeneizd con agitador magnético. El
digestor se llevdo a bano termostatizado
hasta alcanzar 37° C. En este punto se
incorporo el filet descongelado y picado en
proporcion de 100g de filet/1l de solucion.
La mezcla se agitd a intervalos regulares y
se mantuvo a la temperatura antes
mencionada por un tiempo no menor a 2
horas. El liquido resultante se observo en
caja de Petri a ojo desnudo y bajo lupa.
Las medidas  de las  variables
morfométricas estan expresadas como el
promedio y su rango entre paréntesis. La
nomenclatura de los indices
morfométricos se basa en Koyama et al.
(1969).

Para estimar la relacion entre
carga parasitaria y el niumero de capsulas
melanizadas con destruccién parasitaria
(CMD) respecto de la talla corporal y el
peso eviscerado del hospedador, se utilizd
el test de correlacion por rangos de
Spearman (Siegel 1998). La diferencia
entre prevalencias segun el sexo del
hospedador se estimé mediante el
estadistico Z, siguiendo a Morales y Pino
de Morales (1987).

(40X). c: Extremo posterior (100X)
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RESULTADOS

CLASE NEMATODA

ORDEN ASCARIDIDA

SUPERFAMILIA ASCARIDOIDEA Railliet
y Henry, 1915

FAMILIA ANISAKIDAE (Railliet y Henry,
1912) Skrjabin y Karokhin, 1945
SUBFAMILIA ANISAKINAE Railliet y
Henry, 1912

GENERO Anisakis Dujardin, 1845
Anisakis sp.

Larva Ls

Descripcion

Los ejemplares presentaron una
longitud total promedio de 24.34 (20.80-
27.55) mm y un ancho maximo de 0.42
(0.38-0.48) mm. La cuticula se presento
con tenues estriaciones transversas. El
extremo anterior evidencid un diente
anteroventral y esbozos de papilas lateral
ventrolateral. El poro excretor fue de
posicién ventral, cercano al diente (Fig.
1a). El anillo nervioso se presenté a una
distancia de 0.27 (0.25-0.30) mm del
extremo oral. En el tubo digestivo anterior
se diferenciaron dos porciones. La primera
de ellas corresponde al es6fago muscular
o preventriculo, con una longitud de 1.93
(1.59-2.50) mm vy la siguiente al ventriculo
glandular de 0.87 (0.72-1.08) mm de
longitud (Fig. 1b). Este dltimo tramo
presentd6 una uniéon oblicua con el
intestino. En la porcion posterior se
observo el recto y tres glandulas rectales.
La cola conica, presentd una longitud de
0.11 (0.10-0.15) mm terminada en un
mucroén o espina distal (Fig. 1c)

(100x). b: Unién ventriculo-intestinal
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En la Tabla | se presentan los indices morfométricos calculados para el parasito en el
savorin.

Tabla |. indices morfométricos promedios de Anisakis sp en peces del Atlantico
Sudoccidental: a = Largo del cuerpo / Ancho del cuerpo, B; = Largo del cuerpo / Largo
esofago total, B, = Largo del cuerpo / Largo preventriculo, B; = Largo del cuerpo / Largo
ventriculo, y = Largo del cuerpo / Cola.

indices nhvﬂa acer ;;;?17;53 Paralichthys sp. Seriolella porosa
(Iribgrne 2001) (Incorvaia 1998) (presente estudio)
n= 50 n=7 n=10
a 45.87 43.87 58.74
B1 9.56 8.59 8.75
B2 13.83 13.15 12.74
B3 30.94 25.28 28.04
y 184 212.65 215.58

Histopatologia

La mayoria de los nematodes
recolectados se presentaron
encapsulados en los mesenterios del
savorin o dispuestos, a modo de
improntas sobre las visceras (Fig. 2). En
menor  proporcibn  se  encontraron
parasitos libres desplazandose sobre la
serosa visceral en la cavidad corporal.
Cada capsula albergé una o mas larvas.
Algunas de ellas estaban vivas al
momento de ser liberadas. Otras habian
muerto y se hallaban en diferentes

estados de degradaciéon reconociéndose
dentro de capsulas melanizadas con
destruccién parcial o total del parasito.

La histopatologia evidencid que las
larvas estaban circunscriptas por tejido
inflamatorio con abundante depdsito de
fibra. En la figura 3 puede observarse la
seccion transversal de una larva.
Rodeando al parasito se encontré una
capa de células mononucleares infiltradas
formando un estrato interno, en distinto
grado de degeneracioén y necrosis.

Fig. 2. Improntas larvales sobre la
capsula hepatica

Fig. 3. Corte histoloégico de capsula
reactiva en torno a la larva (H&E)
(200X).

Un estrato de tejido conectivo, con una sustancia de reaccion PAS positiva
algunas células y abundantes fibras, (Fig. 6). Dicho depodsito fue mas
conformé el limite externo de la capsula abundante en capsulas portadoras de
(Fig. 4 y 5). En algunos cortes, se larvas destruidas, reconocidas por la
observaron vasos  sanguineos  en presencia de restos cuticulares entre el
proliferacion. Entre el anisakido y la material degradado.
cubierta interna de la capsula pudo verse
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Fig. 4. Estrato celular y Fig. 5. Capa mterna celulary Fig. 6. Depdsito ceroide
fiboroso contiguo al parasito capa externa fibrosa (H&E). (PAS). (1000X).

(Masson). (400X). (400X).

Por fuera de la capsula se encontraron
acumulos de pigmento pardo-negruzco
(Fig. 7). En las capsulas con un estado de
desintegracibn mas avanzado, que
corresponderian a larvas de larga data
dentro  del hospedador, pudieron

Fig. 7. Deposﬂo de plgmento Fig. 8. Lrvaetida de

pardo negruzco (H&E). (400

Se registré6 escasa migracion muscular
(0.02%; solo se recuperd una larva en la
muestra digerida proveniente de 20
ejemplares). No hubo diferencias
estadisticamente significativas respecto
de las prevalencias (p>0.05) vy

larga data en el hospedador
X). (PAS). (400X).

observarse so6lo restos cuticulares vy
depdsitos de pigmentos ceroides (Fig. 8).
Si bien las capas del estrato fibroso fueron
similares en constitucion a las descriptas
rodeando larvas vivas, dicho estrato
presenté mayor desarrollo (Fig. 9).

Fig. 9. Estrato fibroso en
torno a restos larvales
(Masson). (40X).

abundancias parasitarias (p> 0.10) entre
machos y hembras de savorin. La carga
parasitaria y el numero de capsulas
melanizadas presentaron una correlacion
positiva respecto de la talla y el peso del
hospedador (Tabla Il y III).

Tabla Il. Valores de correlacion entre la carga parasitaria y el numero de
capsulas melanizadas respecto de la talla y el peso en hospedadores machos.

Carga parasitaria
(promedio= 0.60+£10.96)

Capsulas melanizadas
(promedio= 0.47+1.13)

Talla r=0.67, p< 0.000
Peso r=0.67, p< 0.000

r=0.41, p< 0.000
r=0.43, p< 0.000
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Tabla Ill. Valores de correlacion entre la carga parasitaria y el numero de
capsulas melanizadas respecto de la talla y el peso en hospedadores

hembras.
Carga parasitaria Capsulas melanizadas
(promedio= 11.31+14.19) (promedio= 0.75+2.36)
Talla r=0.91, p< 0.000 r=0.64, p< 0.000
Peso r=0.82, p< 0.000 r=0.64, p< 0.000
DISCUSION autores en otros peces parasitados por

Los estadios larvales (L3) del
complejo Anisakis simplex presentes en
los peces pueden determinarse teniendo
en cuenta la estructura del tubo digestivo
anterior, la posicion del poro excretor y la
presencia de un diente perforador y un
mucrén o espina caudal. Sin embargo, su
identificacion especifica es complicada
porque muy pocos de los caracteres
utilizados, encontrados en el adulto, estan
presentes en los juveniles (Berland 1989;
Pereira Bueno 1991; Dick y Choudhury
1995).

De acuerdo con las descripciones
y medidas tomadas por otros autores
(Koyama et al. 1969; Berland 1989;
Nigmatullin y Shukhgalter 1990; Gonzales
y Kroeck 2000; Timi et al. 2001) podemos
concluir que los nematodes hallados en S.
porosa corresponden a Lz de Anisakis Tipo
| de Berland (1961). Los caracteres
taxondémicos que permiten la
determinacion a nivel de especie de estos
parasitos aparecen recién en el estadio
adulto. Sin embargo, estudios moleculares
y de cultivo in vitro de estadios tempranos,
obtenidos de hospedadores
intermediarios, confirmaron que las
caracteristicas encontradas en larvas
similares a las descriptas en el presente
trabajo, corresponderian a individuos de la
especie Anisakis pegreffii (Mattiucci et al.
1997). Asi lo han considerado también
Nigmatullin 'y Shukhgalter (1990) e
Iribarne (2001) para larvas halladas en
lllex argentinus y en M. magellanicus,
respectivamente.

Respecto de la interaccion
parasito-hospedador se observé que la
reaccion de defensa en el savorin es
similar a las observadas por distintos
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anisakidos (Torres y Gonzales 1978; Rego
et al. 1985; Borucinska y Heger 1999;
Ramakrishna y Burt 1991; Guagliardo
2003). En esta clase de hospedadores
existe una fuerte reaccion celular frente a
la presencia de estadios larvales de
nematodes. Hecho esperable dado la
tendencia a la migracion tisular dentro del
hospedador.

La reaccion inflamatoria involucrd
macrofagos, linfocitos, células epitelioides
y fibroblastos. Las capsulas reactivas que
rodearon a la larva se organizaron segun
una capa interna compuesta por
macrofagos y otra externa, formada por
fibras colagenas vy fibroblastos. Esta ultima
a su vez, diferenciada por dos zonas: la
interior densa y la exterior mas laxa,
iguales que las observadas por Margolis
(1970), Ramakrishna y Burt (1991), Dick y
Choudhury (1995) y Tanzola (2004). La
presencia de una sustancia adyacente a la
cara interna de la capsula también fue
citada como respuesta frente a otras
infestaciones por anisakidos:
Pseudoterranova decipiens (Ramakrishna
y Burt 1991), Terranova galeocerdonis
(Tanzola 2004) e Hysterothylacium sp.
(Guagliardo 2003). Podria tratarse de
lipofucsina, pigmento amarillo-verdoso
asociado con la acumulacion visceral de
macroéfagos, producido por la oxidacion de
lipidos de membrana y la destruccion
celular (Wolke et al 1985). El depdsito
pardo negruzco, observado por fuera de
algunas capsulas en el presente estudio,
se atribuye a cumulos de melanina.

Rego et al. (1985) hallaron algunos
quistes con material amorfo en fase de
hialinizacion en Pagrus pagrus. Este
proceso de autolisis del parasito estaria
en marcha en las llamadas CMD del
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presente trabajo como evidencia de
infestaciones de larga data. Segun
Margolis (1970), el espesor de la capsula
depende de la abundancia de tejido
conectivo en el sitio y del tiempo de
infeccién. Por tal razon, se considera que
la eficacia reactiva del sistema inmune del
savorin podria verse incrementada con la
talla del pez o por el aumento de
exposicion a estadios infectivos acordes a
la ontogenia.

Autores como Smith y Wootten
(1975) y McGladdery (1986), relacionan la
presencia de larvas de A. simplex en el
musculo de Clupea harengus con altas
cargas en la cavidad corporal. En M.
magellanicus la intensidad media fue muy
elevada (321.02 parasitos por
hospedador), registrandose también la
migracion de A. simplex al tejido muscular
en el 90% de los peces procesados
(Iribarne 2001). Es importante destacar
que la técnica de digestion utilizada en los
estudios mencionados coincide con la del
presente trabajo y que la unica larva
obtenida en la actual experiencia provino
de uno de los ejemplares de S. porosa
con alta intensidad parasitaria. El
porcentaje de migracion larval fue muy
bajo. Las presentes observaciones
sostienen las hipotesis de Smith vy
Wootten (1975) y McGladdery (1986), en
el sentido que la carga parasitaria es
relevante tanto a nivel de poblacion de
hospedadores como de individuo, en
relacion al comportamiento migratorio de
las larvas. Diversas hipdtesis intentan
explicar la migracion muscular de los
anisakidos en los peces, fenédmeno clave
por sus implicancias en la salud humana
(Tanzola 2009). La eficacia inmune del
savorin permite contrarrestar los efectos
deletéreos de la migracién, considerando
que la misma constituye una estrategia de
favorizacion de los parasitos. Al invadir el
musculo, las larvas provocan deficiencia
motora en el pez y su consecuente
pérdida de la capacidad de escape frente
a potenciales depredadores (Sprengel et
al. 1991).

En S. porosa, se infiere una
tendencia a la contencion fibrosa del
parasito con eventual destruccion larval.
Desde el punto de vista zoondtico, a partir
de nuestras observaciones, el bajo
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potencial miotropico de Anisakis sp. en el
savorin no significan un riesgo sanitario
para el consumo humano de este pez.
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