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RESUMEN GENERAL:

Los nematodos de la familia Anisakidae incluyen tres géneros de importancia
clinica con una comprobada capacidad de causar infecciones accidentales en el ser
humano por consumo de productos pesqueros. Los géneros Anisakis sp. y
Pseudoterranova sp. han sido los méas estudiados, encontrandose principalmente
en hospedadores de ambientes acuaticos marinos, mientras que el género
Contracaecum sp. es de reporte reciente y se ha aislado tanto de hospedadores
acuaticos de agua dulce y salada, como de aves piscivoras.

En la primera parte del estudio se reporta la presencia de Contracaecum
multipapillatum, aislado de peces de los géneros Parachromis sp. (Guapotes),
Rhamdia sp. (Barbudos) y Hoplias sp. (Guabinas), peces de importancia comercial
y nutricional en Costa Rica y Guatemala donde la pesca artesanal es la principal
actividad pesquera. Este neméatodo habia sido reportado anteriormente en peces de
Sudameérica y Norteamérica, mientras que en Centroamérica Unicamente se tenian
sospechas de su presencia, por lo que este reporte representa el primero en la
region, basado en diagnostico morfoldégico y confirmativo molecular, para

determinar su presencia.

Las caracteristicas morfolégicas de las fases larvarias que infectaban los
peces recolectados tanto de Guatemala como de Costa Rica son compatibles con
miembros de la familia Anisakidae. La presencia de un diente apical en el extremo
cefalico y un mucrén en el extremo caudal confirma la presencia de larvas del tercer
estadio (L3). Internamente se observd la presencia de ciego paraesofagico,

ventriculo y apéndice ventricular, por lo que se identificaron como Contracaecum
sp.

El andlisis filogenético incluyd la amplificacion de las regiones ITS 1 5.8S e
ITS 2 28S de ADN nuclear ribosomal y del gen COX Il de ADN mitocondrial que
arrojaron secuencias compatibles con nematodos reportados en GenBank como
Contracaecum multipapillatum, proveniente de estudios desarrollados en California
y Grecia con valores de Bootstrap de 100%. Todas las secuencias obtenidas en

Centroamérica se ubican en un segmento comun, que demostré una estrecha
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similitud entre las secuencias obtenidas de los neméatodos de la regidon, comparadas

con las secuencias de otros nematodos identificados en otras regiones del mundo.

La segunda parte del estudio consistié en determinar la prevalencia de C.
multipapillatum tanto para Costa Rica como Guatemala, ademas de determinar los
porcentajes de infeccion para cada uno de los sitios de muestreo, la intensidad de
infeccion y sitio de ubicacion anatomica de L3 en los peces infectados, asi como
correlacionar la presencia de infeccién con parametros fisicoquimicos del medio

ambiente.

Se recolectaron 214 peces en 6 rios del Canton de Cafas, Guanacaste,
Costa Rica y 203 peces en lIzabal, Guatemala. Un total de 36 peces (16.8%)
resultaron infectados en Costa Rica y 51 (25.1%) en Guatemala. El género de pez
mas afectado en ambas regiones fue Parachromis sp. con un total de 25 peces
infectados en Costa Rica (prevalencia de 17.5%) y 23 peces infectados en
Guatemala (prevalencia de 29.5%). Se observé una marcada tendencia de las L3
para ubicarse en érganos viscerales (21 — 22%) y muy poca para ubicarse en tejido
muscular (2 — 3.7%). En cuanto al grado de infeccion, la menor cantidad de
nematodos infectando un pez fue de 1y 2 siendo estos de menor peso y longitud;
mientras que peces mas grandes presentaron mayores grados de infeccién siendo
de 12 a 14 nematodos por pez, observandose en estos un mayor peso y longitud,
comprobandose una relacion directa entre el tamafio de pez y grado de infeccién

parasitaria.

Los parametros fisicoquimicos del agua mostraron que la temperatura, el pH
y el oxigeno disuelto en agua se encontraron dentro de los limites aceptables para
el desarrollo de organismos saludables en los sitios de muestreo con presencia de
peces infectados por C. multipapillatum. No se observé asociacion entre los niveles
de parametros fisicoguimicos y la susceptibilidad de peces a infeccién, sin embargo,
en los rios donde los peces capturados fueron negativos a infeccion los rangos de

oxigeno fueron menores a los limites normales.

No se descarta la posibilidad de la influencia del oxigeno sobre la presencia

o0 ausencia de nematodos dado que se han reportado efectos de factores
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ambientales sobre el ciclo de vida del género Contracaecum, cuya poblacion de
hospedadores intermediarios puede fluctuar por un medio ambiente desfavorable
para la vida, no asi la poblacién de estos nematodos que de acuerdo a estudios
previos (Mancinni et al. 2013) se ha comprobado que poseen una alta capacidad

adaptativa a condiciones ambientales extremas.
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Introduccién General
Epidemiologia

Los nematodos de la familia Anisakidae, ocasionan la enfermedad conocida
como anisakidosis, esta familia incluye tres géneros importantes: Anisakis,
Contracaecum y Pseudoterranova. Una especie importante identificada mediante el
uso de técnicas moleculares fue Anisakis simplex, esta especie es la mas estudiada;
mientras que otras especies de los géneros Contracaecum y Pseudoterranova han
demostrado su potencial zoondtico en estudios recientes (Abebe y Traunspurger,
2006; Klimpel y Palm, 2011).

La distribucion de estos nematodos es mundial y su especificidad parasitaria
es muy amplia, por lo que pueden parasitar gran variedad de especies de peces,
principalmente peces marinos. Su presencia se ha reportado en el mar Mediterraneo
en el afilo 2014, en el mar del Japon en el afio 2012, y en Brasil, en el afio 2013.
Estudios recientes también han descrito la presencia de anisakidos en peces de
agua dulce de Colombia, México y Brasil (Cuadro 1). Estos parasitos muestran una
gran variedad de hospedadores intermediarios, que incluyen a crustaceos, pulposy
peces, mientras que el ser humano es un hospedador accidental (Abebe y
Traunspurger, 2006; Klimpel y Palm, 2011; Carvallho et al. 2014).

Anisakis sp. ha sido reportado en Latinoamérica en paises como Argentina,
Brasil, Colombia, Chile, México, Peri y Venezuela. Los primeros estudios
desarrollados por Martinez et al. (2004) en México y Martins et al. (2005) en Brasil,
determinaron una prevalencia del 40% de Contracaecum sp. en peces del género
Chapalichthys (Pintitos) y 80% en peces de los géneros Hoplerythrinus (Boconas) y
Hoplias (Guabinas), respectivamente. La presencia de Anisakis, Contracaecum, y
Terranova en peces del género Cynoscion guatucupa (Pescadillas) comercializados
en Rio de Janeiro, fue descrito por Fontanelle et al. (2013). Por su lado, Mancinni et
al. (2014), describieron la presencia del género Contracaecum en peces de los
géneros Hoplias y Rhamdia en lagunas de agua dulce de Argentina; mientras que
el estudio desarrollado por Gémez del Prado (2011) en Baja California correlacioné

infeccion humana con habitos y formas de consumo de productos pesqueros, al
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Cuadro 1. Distribucion y prevalencia de nematodos anisakidos presentes en peces de diferentes cuerpos de agua en

América Latina.

Parasito Hospedador Nombre comun Cuerpo de agua, pais Prevalencia (%) Mtu;:ra Referencia
Anisakis sp. Trichiurus lepturus Pez sable Rio de Janeiro, Brasil 20.31 64 Novo, et al. 2012
Anisakis sp. Cynoscion guatucupa Pescadilla Rio de Janeiro, Brasil 10 30 Fontenelle et al. 2013
Anisakis sp. Mugil liza Lebranche Anzoategui, Venezuela Maniscalchict et al., 2015

Mugil curema Lisa 5.61 913
Contracaecum sp. Chapalichthys encaustus Pintito Lago Chapala, México 40 50 Martinez et al., 2004
Hoplerythrinus unitaeniatus | Bocona Maranhao, Brasil
Contracaecum sp. Rio Amazonas, Brasil 80 18 Martins et al., 2005
Hoplias malabaricus Guabina
Contracaecum sp. Salminus affinis Rubio Rio Sina Pardo et al., 2007
Rio San Jorge, Colombia 93 45
Contracaecum sp. Hoplias malabaricus Guabina Laguna Ciénaga Grande, Colombia 100 45 Pardo et al., 2008
Contracaecum sp. Mugil curema Lisa Baja California, México 89.6 58 Valles, 2011
Contracaecum sp. Cynoscion guatucupa Pescadilla Rio de Janeiro, Brasil 6.6 30 Fontanelle et al. 2013
Contracaecum sp. Odontesthes bonariensis Pejerrey Cdérdoba, Argentina 68 Mancinni et al. 2014
Rhamdia quelen Bagre negro 87
Pimelodus albicans Bagre blanco 1402
Hoplias malabaricus Guabina 73
Oligosarcus jenynsii Pez dientudo 87
Contracaecum sp. Sciades proops Bagre Rio Japaratuba, Brasil 23 126 Carvallho et al., 2014
Contracaecum sp. Hoplerythrinus unitaeniatus | Bocona Rio Igarapé Fortaleza, Brasil 57 63 Milhomen y Tavares, 2015
Hoplias malabarius Guabina
Contracaecum sp. Mugil curema Lisa Anzoategui, Venezuela 84.39 913 Maniscalchict et al., 2015
Mugil liza Lebranche
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Muestra

Parasito Hospedador Nombre comin Cuerpo de agua, pais Prevalencia (%) total Referencia

Contracaecum sp. Chirostoma jordani Charal Lago Xochimilco, México 0.7 277 Garcia et al., 2016
Goodea atripinnis Tiro

Contracaecum sp. Piaractus brachypomus Pez chato Rio Amazonas, Brasil 32 34 Brito y Tavares, 2016

Hysterothylacium sp. | Trichiurus lepturus Pez sable Rio de Janeiro, Brasil 51.56 64 Novo, et al. 2012

Hysterothylacium sp. | Cynoscion guatucupa Pescadilla Rio de Janeiro, Brasil 83.3 30 Fontanelle et al. 2013

Pseudoterranova sp. Cynoscion guatucupa Pescadilla Rio de Janeiro, Brasil 133 30 Fontanelle et al. 2013

Pseudoterranova sp. Mugil curema Lisa Anzoategui, Venezuela 10 913 Maniscalchict et al., 2015
Mugil liza Lebranche
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evaluar la sobrevivencia de L3 de Contracaecum en platillos de carne de pescado
preparados de diversas maneras y con diversos ingredientes. Estudios recientes
realizados en Brasil, México y Peru, reportan prevalencias variables desde el 3% en
México (Garcia et al. 2016) hasta un 85% en Peru (Chiclla y Davies, 2016).

Morfologia

El tamafio de los individuos adultos varia segun el género entre 1 a4 cm en
el caso de machos y 1 a 3 cm en las hembras. La diferenciacion taxondmica en la
fase de Larva 3 (L3), se basa en la identificacion de estructuras en la parte anterior
y posterior del espécimen. Los individuos adultos se diferencian de las fases
larvarias previas por perder la estructura llamada mucrén una vez desarrollado el

quinto estadio larvario (Fagerholm, 1989; Borges et al. 2012; Nagasawa, 2012).

El estadio L3 es el méas frecuentemente descrito, dada su importancia en la
transmision al ser humano. En microscopia éptica muestra un eso6fago recto, el cual
se continla con un ventriculo esofagico. En el esdfago existen diferencias
morfolégicas que permiten la diferenciacion entre los diferentes géneros de
anisékidos. Anisakis sp. posee un ventriculo esofagico liso sin apéndices (Figura
1A), Pseudoterranova sp. posee un ventriculo esofagico con un ciego
paraesofagico, (Figura 1B) y Contracaecum sp. posee un ventriculo esofagico con

apéndice ventricular (Figura 1C).
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Figura 1. Diagnéstico diferencial morfolégico de la familia

Anisakidae. A: Anisakis sp. B: Pseudoterranova sp.
C: Contracaecum sp. da= diente aplical e= es6fago cp= ciego
paraesofagico ci= ciego intestinal i= intestino v= ventriculo

av= apéndice ventricular.
Tomado de Fernandez, S. (2009)

En el extremo caudal se observa un recto rodeado de tres glandulas rectales
(dos dorsales y una ventral), las cuales son caracteristicas del tercer estadio
larvario, sin embargo, éstas no siempre son visibles en microscopia optica (Figura

2) (Smith, 1983; Fagerholm, 1989; Nagasawa, 2012).

Figura 2. Extremo caudal familia Anisakidae. Gr= Glandulas
rectales A= Ano M= Mucrén

Tomado de Pardo, S. et al. (2008)

La visualizacion de la L3 por microscopia electronica muestra en el extremo
anterior una boca triangular con procesos bilobados, junto a un diente apical en la

region ventral. Posee tres labios, uno dorsal, ligeramente mas grande que los dos
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subventrales, cada labio posee dos papilas anteriores y una posterior, ademas de
dos I6bulos con aproximadamente 30 a 50 estructuras dentiformes alineadas y un

poro excretor ventral (Figura 3A y 3B) (Fagerholm, 1989; Nagasawa, 2012).

Al final de la cola se observa una estructura de funcion desconocida llamada
mucron, el cual es rudimentario en los primeros estadios larvales. (Figura 3C y 3D)
En las hembras se observa la vulva a la mitad del cuerpo o ligeramente posterior,
mientras que los machos poseen dos espiculas, la espicula izquierda mide 4 mm 'y
la derecha ligeramente menor en tamafio, poseen un ano rodeado de papilas anales
(Figura 4E) (Fagerholm, 1989; Smith, 1983).

Figura 3. Descripcion morfolégica mediante microscopia
electronica de la familia Anisakidae (4A) Extremo anterior
(P= Papila PE= Poro Excretor DA= Diente apical);
(4B) Extremo anterior (P= Papilas PE= Poro Excretor
DA= Diente Apical L= Labios); (4C) Extremo caudal
(a= ano m= mucron); Figura (4D) Vista en detalle de
mucron (M= Mucroén); Figura 4E: Extremo caudal de macho
(Pa= Papilas anales E= Espicula A= Ano

Tomado de Hernandez. et al. (2013).
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Ciclo de vida

El ciclo evolutivo de la familia Anisakidae es muy complejo. Se inicia con la
liberacién de huevos por el hospedador definitivo en el medio acuatico, donde se
desarrollaran los primeros tres estadios larvarios (L1, L2, L3). Los huevos
eclosionan liberando la L3 que es ingerida por diversos crustaceos, los cuales a su
vez seran depredados por peces y cefalépodos, que actian como hospedadores
intermediarios. Este estadio permanecera en tejidos viscerales y musculares por
varios afios, hasta que un mamifero marino o un ave (hospedadores definitivos)
actuen como depredador del hospedador intermediario, ingiriendo la larva (Figura
4) (Hacha y Zyfres, 2003; D’ Amelio et al. 2012; Romero y Valero, 2014).

Una vez dentro del hospedador definitivo, la larva se adhiere a la pared
gastrica y del duodeno donde muda al cuarto estadio larvario (L4) y finalmente a
adulto (L5), ocurriendo la reproduccion sexual y liberacibn de huevos, para
completar el ciclo de vida (Figura 4).

En los géneros de anisakidos presentes en agua dulce se desconocen adn
los hospedadores que participan en el ciclo evolutivo (Figura 4) (Hacha y Zyfres,
2003; D’ Amelio et al. 2012; Romero et al. 2014).

El ser humano resulta ser un hospedador accidental, al ingerir carne de peces
cruda o semi cocinada infectada con larvas de Anisakissp., Pseudoterranova sp., y
Contracaecum sp. en tercer estadio larvario (Klimpel y Palm, 2011; Ramanan et al.
2013).
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Figura 4. Ciclo de vida de la Familia Anisakidae: 1 y 2: Liberacion de huevos por
hospedadores definitivos y formacién de L1, L2 y L3; 3: Las larvas eclosionadas son
ingeridas por hospedadores invertebrados artropodos; 4: infeccion de diferentes
hospedadores intermediarios peces y desarrollaran los estadios larvales L4 y L5 (adultos).
5a. El ciclo se completa con la depredacion de hospedadores intermediarios por los
hospedadores definitivos. 5b. Infecciobn de hospedadores accidentales humanos por

ingestion de carne de pescado cruda o semi cocinada.
Diagnostico

Las técnicas de microscopia nos permiten amplificar detalles de muestras de
tejidos de diverso tipo que generalmente no son distinguibles a la vista del ojo
humano. En el estudio de neméatodos las técnicas microscopicas permiten la
observacion de especimenes delgados, o bien, tratados con técnicas que permiten
el adelgazamiento de sus estructuras externas con el fin de aumentar el contraste
de la imagen y poder observar con detalle las estructuras internas que permiten su

caracterizacion taxonomica (Amelinckx et al. 2008).

Mediante microscopia Optica se logran identificar anisakidos a nivel de
género mediante caracteristicas estructurales, para ello se colocan los
especimenes en un portaobjetos, aplicando una gota de solucion de Hoyer para
aclaramiento del espécimen, dejandose actuar de 30 a 60 minutos maximo, antes

de poder observar el espécimen al microscopio e identificar sus estructuras internas
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caracteristicas, es una técnica altamente sensible pero muy subjetiva. (Amelinckx
et al. 2008)

El Microscopio Electronico de Barrido (MEB), provee informacion sobre
morfologia y caracteristicas de la superficie del espécimen, su nivel de detalle de
las caracteristicas observadas es superficial, es el mas utilizado en parasitologia
para la identificacion de estructuras anatdmicas que permiten la identificacién

taxondémica de nematodos (Amelinckx et al. 2008).

La imagen generada por el MEB permite observar en forma detallada los
detalles estructurales externos del espécimen bajo analisis y asi lograr su

identificacion taxondmica (Amelinckx et al. 2008).

El diagnéstico molecular por medio de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) se considera una técnica altamente sensible y especifica para la
identificacion de especies de anisakidos. (D' Amelio et al. 2007; Borges et al. 2012;
Fontanelle et al. 2013).

El analisis molecular busca la identificacion de especies de Anisakidos
mediante la amplificacién de ADN ribosomal (ADNTr) de las regiones del Espaciador
de Transcripcién Interna ITS-1 5.8S e ITS-2 28S, que pueden ser comparados con
patrones de secuencias descritos para los diferentes géneros (Zhu et al. 2000; D'
Amelio et al. 2007; Borges et al. 2012; Diaz, 2015; Anshary et al. 2014).

Otros fragmentos de ADN muy utilizados en la identificacion de anisakidos
son los genes mitocondriales de la Citocromo Oxidasa Il (COX Il). EI ADN
mitocondrial (ADNmt) es una estructura circular compuesta por 37 genes, este es
un marcador lineal que permite el estudio filogenético de poblaciones por su
presencia de herencia materna en loci genéticamente independientes, a diferencia
de los genes del nucleo que presentan recombinacion genética en su herencia
parental (Mattiucci y Nascetti, 2006; Borges et al. 2012; D' Amelio et al. 2012).

Enfermedad en el ser humano

Después de que el ser humano ingiere las fases L3, éstas pueden provocar

diversos cuadros clinicos, dependiendo de la respuesta inmune de la persona
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infectada. Se puede presentar una enfermedad aguda gastrica o intestinal, la cual
se produce por la penetracion de la larva en la pared estomacal pocas horas
después del consumo de carne infectada, el cuadro se caracteriza por vomitos y
dolor de estbmago y puede complicarse con una fase extraintestinal por migracion
de la larva hacia diversos 6rganos y tejidos; y una fase crénica o gastro-alérgica que
se caracteriza por reacciones alérgicas de intensidad variable en piel hasta

procesos asmaticos (Hacha y Zyfres, 2003; Romero et al. 2014; Lim et al. 2015).

Las larvas ubicadas en la pared del estdmago forman granulomas
eosinofilicos con centros ulcerosos de 1 a 6 cm de didametro, la porcién anterior del
nematodo ingresa a la submucosa, donde es rodeado por fibrina e infiltracion celular
masiva, lo que provoca que el granuloma crezca y engrose la mucosa y submucosa
del estbmago. Algunas lesiones pueden perforar la pared, entonces la larva penetra
la cavidad abdominal, pudiendo migrar hacia diferentes regiones provocando signos
clinicos variables, que se confunden con gastritis ulcerativas (Ramanan et al. 2013;
Romero et al. 2014; Lim et al. 2015).

Las reacciones alérgicas asociadas con el consumo de pescado pueden
presentarse de dos formas: ya sea producidas por secrecion o excrecion de
antigenos cuando la larva viva infecta al ser humano, o bien sin participacién de las
larvas, debido a la acumulacién de toxinas producidas por antigenos cutaneos de
restos de tejidos de nematodos presentes en la musculatura de los peces. Se han
identificado diferentes antigenos; sin embargo, los mas importantes son las toxinas
Ani S1 y Ani S7, intimamente ligadas a respuestas inmunes mediadas por IgE que
se manifiestan como urticaria, angioedema, diarrea, broncoespasmo, asmay shock

anafilactico (Gonzalez et al. 2010; Lim et al. 2015).
Tratamiento, control y profilaxis:

En casos de Anisakidosis aguda, cuando la larva se localiza en estbmago o
duodeno la técnica endoscopica puede resultar muy efectiva, extrayendo el parasito
por medio de un férceps de biopsia junto a un fibroscopio. Si la larva se ubica en
una region inaccesible para el fibroscopio se procedera a un tratamiento quirdrgico

por medio de laparatomia y reseccion de la zona afectada, el mismo procedimiento
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se realiza en la presentacion extradigestiva, principalmente cuando se producen
obstrucciones intestinales por adherencias a tumores inflamatorios (Fernandez,
1999) (Pérez et. al. 2015).

En casos de reaccion de hipersensibilidad inmediata al nematodo, el
tratamiento se basa en antihistaminicos y corticosteroides parenterales e incluso
adrenalina. Cuando la reaccion de hipersensibilidad se debe a las toxinas del
nematodo, se recomienda evitar el consumo de carne de pescado incluso cocinada,

debido a que estas toxinas son termoestables (Ferndndez, 1999).

En cuanto a los farmacos antihelminticos para tratamiento especifico frente
a anisakidos, ninguno ha mostrado una eficacia verdadera. Se ha utilizado
tiabendazol en casos de obstruccion intestinal muy grave, el uso de ivermectina y
albendazol por via oral ha mostrado evoluciones favorables principalmente
albendazol, por lo que se ha convertido en el tratamiento de eleccion en muchos
casos, incluso recomendado por el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC), aunque no es aceptado oficialmente

por la FDA, para el tratamiento de anisakidosis (Fernandez, 1999).

Se han desarrollado investigaciones, utilizando extractos de plantas
naturales in vitro, con el fin de probar su eficacia frente a Anisakis, destacandose la
hoja de Perilla frutescens, en la medicina tradicional china, que ademas se utiliza
como condimento de pescado crudo, se ha observado que produce letalidad del
100% en larvas luego de 24 horas, comprobandose ademas que en las regiones de
China donde se utiliza esta planta como condimento, la prevalencia de anisakidosis

es menor (Fernandez, 1999).

El control y prevencion de la anisakidosis se basa en evitar la ingesta de
carne de pescado cruda o insuficientemente cocinada. En paises europeos las
normativas sobre esta enfermedad exigen congelar el pescado a -20°C por 24
horas, mientras que en Estados Unidos la legislacién exige congelar el pescado a
-23°C por tres dias. En Espafia se recomienda la evisceracion precoz del pescado
para evitar la migracion de larvas hacia la musculatura, las normativas de inocuidad

de alimentos indican que se debe cocinar el pescado por 10 minutos a 60°C. En el
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caso del pescado salado, ahumado o marinado, se recomienda colocarlo por 51
dias en vinagre, previo a su comercializacion y consumo. Es importante mencionar

gue el cocimiento en horno de micro ondas no afecta las larvas (Fernandez, 1999).

En Japon se ha estudiado el efecto vermicida de productos aditivos de su
comida tradicional, principalmente gingerol, soganol y polvo de rabano picante con
salsa de soya. Estos compuestos producen reduccién en la motilidad de las larvas,
sin embargo, los resultados de estos estudios no son concluyentes sobre su
capacidad vermicida para el control de las larvas previo al consumo de carne de

pescado cruda (Fernandez, 1999).
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ARTICULO 1

Caracterizacion morfolégicay molecular de Contracaecum multipapillatum

(Nematoda: Anisakidae) en Costa Rica y Guatemala

Resumen

Los nematodos de la familia Anisakidae incluyen tres géneros de importancia
clinica, capaces de causar infecciones accidentales en el ser humano por consumo
de productos pesqueros. Los géneros Anisakis y Pseudoterranova han sido los mas
estudiados, encontrandose principalmente en hospedadores de ambientes
acuaticos marinos; mientras que el género Contracaecum es de reporte reciente, y
se ha aislado tanto de hospedadores acuaticos de agua dulce como de agua salada,

como también de aves piscivoras.

El presente estudio reporta la presencia de Contracaecum multipapillatum de
peces de los géneros Parachromis (Guapotes), Rhamdia (Barbudos) y Hoplias
(Guabinas), peces de importancia comercial y nutricional en Costa Rica y
Guatemala, donde la pesca artesanal es la principal actividad. Este nematodo habia
sido reportado anteriormente en peces de Sudamérica y Norteamérica, mientras
que en Centroamérica Unicamente se tenian sospechas de su presencia, por lo que
este reporte representa el primero en la region, basado en diagnéstico morfolégico

y confirmativo molecular.

Las caracteristicas morfoldgicas de las fases larvarias que infectaban los
peces recolectados, tanto de Guanacaste, Costa Rica como de Izabal, Guatemala,
son compatibles con miembros de la familia Anisakidae. La presencia de un diente
apical en el extremo cefalico y un mucron en el extremo caudal confirma la presencia
de larvas del tercer estadio (L3). Internamente se observo la presencia de ciego
paraesofagico, ventriculo y apéndice ventricular, por lo que se identificaron como

Contracaecum sp.

El analisis filogenético incluyo la amplificacion de las regiones ITS 1 5.8S e
ITS 2 28S de ADN nuclear ribosomal y del gen COX Il de ADN mitocondrial, que

arrojaron secuencias compatibles con nematodos reportados en GenBank como C.
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multipapillatum encontrados en aves de California y Grecia con una similitud del
97%. Todas las secuencias obtenidas en Centroamérica se ubican en un segmento
comun, que demostr6 una alta relacion entre los nematodos de la region,

comparados con los identificados en otras regiones del mundo.

Palabras Clave: Anisakidae, Contracaecum multipapillatum, caracterizacion

morfoldgica, caracterizacion molecular, Costa Rica, Guatemala
Abstract

The Anisakidae family nematodes include three genera of clinical importance,
for their proven ability to cause accidental infections in humans due to the
consumption of fish products. The Anisakis and Pseudoterranova genera have been
the most studied, being found mainly in hosts of marine aquatic environments, while
the genus Contracaecum is from recent report, isolated from both aquatic freshwater
and saltwater hosts and piscivorous birds.

The present study reports the presence of Contracaecum multipapillatum,
infecting fish of the genera Parachromis, Rhamdia and Hoplias, which are of
commercial and nutritional importance in two regions of Central America where
artisanal fishing is the main activity. This nematode had previously been reported in
South America and North America, while in Central America there were only
suspicions of presence. This report represents the first of its kind in the region, based

on microscopic and confirmatory molecular diagnosis.

The morphological characteristics of the larval stages infecting the fish such
as an apical tooth at the cephalic end and a mucron at the caudal end confirmed the
presence of the third instar larvae (L3) of the Anisakidae family. Internally, the
presence of paraesophageal cecum, ventricle and ventricular appendix was

observed, identifiying the parasite as Contracaecum sp.

The phylogenetic analysis included the amplification of the ITS 1 5.8S and
ITS 2 28S regions of ribosomal nuclear DNA and the COX Il gen of mitochondrial
DNA that produced sequences similar to sequences of nematodes reported in
GenBank as C. multipapillatum in birds from California and Greece with similarities



of 97%. All sequences obtained from C. multipapillatum in Central America were in
a common segment, showing a high relationship between them, compared with

those identified in other regions of the world.

Key words: Anisakidae, Contracaecum multipapillatum, morphological

characterization, molecular characterization, Costa Rica, Guatemala

1. Introduccién

A pesar de ser conocidos desde mediados del siglo XX, los neméatodos
anisakidos han cobrado auge en los ultimos afios, debido a los efectos que poseen
las infecciones por estos nematodos para la salud humana. Las regiones donde mas
estudios se han desarrollado han sido en paises europeos del Mar Mediterraneo
(Matiucci et al. 2009) y en paises del Lejano Oriente, principalmente China, Korea y
Japén (Nagasawa, 2012).

Actualmente existen tres géneros de importancia médica en los anisakidos,
Anisakis sp., Pseudoterranova sp. y Contracaecum sp. Estos tres géneros han
demostrado ser capaces de infectar accidentalmente y provocar alteraciones a la
salud del ser humano y de utilizar una gran variedad de peces de diferentes regiones
del mundo como hospedadores intermediarios, destacando Contracaecum sp.
como el género que ha sido localizado en la mayor variedad de ambientes acuéaticos
(D’Amelio et al. 2007; Fontenelle et al. 2013).

La identificacion de las especies de estos nematodos a menudo es
problematica, debido a que morfolégicamente son muy similares, y las
caracteristicas observadas por distintas técnicas de microscopia Unicamente
permiten la diferenciacion a nivel de género, por lo que se hace necesaria la
identificacion a nivel de especie por métodos moleculares y andlisis filogenético.
(Hernandez et al. 2013).

La correcta identificacion de las especies de estos nematodos y la
determinacion de sus caracteristicas filogenéticas nos permitira comprender mejor
su ciclo de vida y su comportamiento poblacional, tomando en cuenta las dinamicas

ecosistémicas de las regiones donde es considerado endémico. Ademas, las
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implicaciones que conlleva su identificacion para la explotacion artesanal de
especies de peces y de otros organismos acuaticos de importancia alimenticia y
comercial, permitira evaluar la posibilidad de riesgos para la salud humana, tomando
en cuenta que esta actividad carece de procesos estandarizados de inocuidad de

alimentos.

Contracaecum multipapillatum, una de las especies de importancia zoonética
dentro de los anisakidos, ocasiona la enfermedad conocida como Contracecosis.
En Latinoamérica existen escasos reportes que comprueban la capacidad infectiva
para el ser humano, los reportes se circunscriben a hallazgos clinicos esporadicos,
principalmente en paises de Sudamérica como Peru (Barriga et al.1999), Brasil
(Amato et al.2006) y Chile (Jofré et al. 2008), donde los hallazgos no incluyen
diagnosticos confirmativos, que demuestren la veracidad del reporte o de las
especies implicadas en la infeccion. En México, los hallazgos han sido indirectos

(deteccion de anticuerpos) (Salazar et al. 2012).

El diagndstico y deteccién de C. multipapillatum en infecciones humanas se
basa en signos clinicos compatibles con antecedentes de consumo de carne de
pescado cruda o insuficientemente cocinada, principalmente en paises donde su
prevalencia es alta, por lo que el apoyo diagnéstico por endoscopia para la
extraccion de la larva y su posterior identificacion constituyen la principal

herramienta diagndstica de Contracecosis.

La distribucion de C. multipapillatum es mundial, se ha reportado tanto en
peces como en aves piscivoras de distintos cuerpos de agua de Iran en el continente
asiatico (Shamsi et al. 2010), en lagos de Egipto en Africa (Younis et al. 2017) y en
aguas del mar Mediterraneo en las costas de Grecia y Espafia (Matiucci et al. 2010).
En América del Norte se ha reportado su presencia en California (Nadler et al. 2000)
y en Florida (D’Amelio et al. 2011), mientras que en Sudameérica existen reportes no
confirmados en Brasil (Martins et al. 2005), Colombia (Pardo et al. 2007), Argentina
(Mancinni et al. 2014) y Peru (Serrano et al. 2017).

En el caso de Centroamérica, pescadores en zonas de pesca artesanal han

reportado a investigadores sobre la presencia de nematodos en peces (Wer y
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colaboradores, comunicacion personal), por lo que el objetivo de este estudio fue
establecer la presencia y confirmar el diagnostico de especies de nematodos
anisakidos colectados de peces de los géneros Parachromis (Guapotes), Rhamdia

(Barbudos) y Hoplias (Guabinas), mediante técnicas moleculares.

2. Metodologia
2.1. Areas de estudio

Se recolectaron peces en seis rios de la provincia de Guanacaste, Costa
Rica, entre los meses de abril y mayo de 2017 durante el verano y en cinco puntos
del Lago de Izabal y Rio Dulce, del departamento de Izabal, Guatemala, en el mes
de julio del afio 2017 durante el invierno, todos ellos cercanos a comunidades que
practican la pesca artesanal.

Los rios, en los cuales se desarroll6 el muestreo en Guanacaste fueron: El
Canal Interno de la Finca de la Universidad Técnica Naconal (UTN), Rio Duque, Rio
Paso Hondo, Rio Cafas, Rio Higueron y Rio Abangares, todos dentro del cantén
de Canfas. Los sitios de muestreo seleccionados en Izabal fueron puntos de pesca
cercanos a las comunidades El Estor y Mariscos, ambos dentro del Lago de Izabal;
y las comunidades Rio Dulce, El Higuerito y Cayo Piedra, situadas dentro de la

cuenca de Rio Dulce.
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Figura 1. Mapa de ubicacion geografica de los sitios de recolecta de
peces del canton de Cafas, Guanacaste, Costa Rica.
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Figura 2. Mapa de ubicacién geografica de los sitios de recolecta de
peces en el departamento de Izabal, Guatemala.

2.2. Poblacién y tamafio de muestra

Para establecer la presencia de la infeccidén del parasito en peces se calculd
el tamafio de muestra con el programa WinEpiscope para poblacién infinita con un
nivel de confianza del 95% y una prevalencia esperada del 3%, basada en estudios
anteriormente desarrollados en otras regiones de Latinoamérica, con caracteristicas
similares a las areas de estudio de la presente investigacién. La muestra optima
para establecer la presencia de infeccion fue de 99 peces por cada region de

estudio.

La prevalencia de la infeccion se estim6 basada en una confianza del 95% y
un error aceptado del 7.5%, la prevalencia estimada fue de 31% sobre una
poblacion infinita, siendo la muestra Optima para determinar la prevalencia de
infeccion de 147 peces por cada region de estudio, siendo esta la muestra minima

total a recolectar.



2.3. Recolectay transporte de la muestra

Se recolectaron 214 peces mediante pesca artesanal en los seis rios del
cantdn de Cafias y 203 peces en el lago de Izabal y la Cuenca del Rio Dulce, para
un total de 417 peces. Se recolectaron tres tipos de peces: Parachromis sp.
(Guapotes), Rhamdia sp. (Barbudo) y Hoplias sp. (Guabinas). Los peces
recolectados se transportaron en frio al Laboratorio de Parasitologia de la Escuela
de Veterinaria de la Universidad Nacional (UNA) en Costa Rica y al Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, (FMVZ),
Universidad de San Carlos (USAC) en Guatemala, para su posterior andlisis.

2.4 ldentificacion de peces, necropsiay extraccion de nematodos

De cada pez se tomaron datos de peso y tamafio y se identificd
taxonémicamente su género, seguidamente se realiz6 una necropsia buscando

larvas en Grganos viscerales y musculatura axial.

2.5. Preparaciéon de muestras para diagndstico

Del total de peces recolectados se extrajeron 103 larvas del tercer estadio
(L3) en Guanacaste y 135 larvas en lIzabal. Seguidamente, todas las larvas
extraidas se sometieron a digestiéon artificial con pepsina 1.5%, acido clorhidrico
0.8% (concentracion al 25%), con agitacion constante a 42°C, hasta lograr la
liberacién de las larvas de los tejidos.

Las L3 se dividieron en dos grupos; el primer grupo compuesto por 118 L3
se coloc6 en medio fijador (10 ml Formaldehido 10%, 20 ml Glutaraldehido 25%,
Base de agua 70 ml) para su identificacion por Microscopia Electronica de Barrido
(MEB). El segundo grupo de 120 L3 se preservo en alcohol al 70% destinadas para

su identificacion por microscopia optica y diagnéstico confirmativo molecular.
2.6. Identificacién por microscopia Optica

Las larvas recolectadas en alcohol al 70% se colocaron en un portaobjetos y

se les agrego 5 gotas de solucion de Hoyer dejandose reposar por 30 minutos. Se
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colocaron en microscopio Optico a 40X, observandose la presencia, posicion y
relacion de estructuras internas caracteristicas de las fases larvarias de nematodos
anisakidos, tales como ciego paraesofagico, esoéfago, ventriculo y apéndice
ventricular, ademés de estructuras externas especificas como la presencia de un
diente apical y un mucroén. La identificacion se realiz6 de acuerdo con las claves
morfologicas desarrolladas por Smith (1983), Pardo et al. (2008) y Hernandez et al.
(2013).

2.7. Identificacion por microscopia electronica

Las larvas preservadas en solucion fijadora se lavaron en solucion salina
(0.9%) y agua destilada por 30 minutos y se introdujeron en el microscopio
electronico de barrido (Hitachi TM3000) para observar caracteristicas morfolégicas
externas propias de las L3 de anisakidos, como forma y presencia de tres labios
definidos y un diente apical en el extremo cefalico, y la presencia del mucrén en el
extremo caudal, basados en las claves morfolégicas desarrolladas por Hernandez
et al. (2013).

2.8. Anaélisis molecular

Para la extraccion de ADN de las larvas se utilizo el kit Dneasy® Blood and
Tissue (QIAGEN 2006), siguiendo las instrucciones del protocolo proporcionado por
el fabricante. Se amplifico el segmento de 519 pb del gen mitocondrial de la
Citocromo Oxidasa 2 (COX2) segun el protocolo descrito por D’Amelio et al. (2011)
utilizando los iniciadores 211F (5°-TTT TCT AGT TAT ATA GAT TGR TTY AT-3')y
210R (5-CAC CAACTC TTA AAA TTA TC-3’) con las siguientes modificaciones en
su metodologia: Se utiliz6 templado de ADN (0.8 — 1.6 pM), iniciadores en
concentracion 8 uM 'y Master Mix 0.6 uM (DreamTaq, Thermofisher®). La Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) se desarrolld6 mediante el siguiente
procedimiento: desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos, amplificacion de 34

ciclos que incluyeron desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineamiento a



46°C por 30 segundos y extension a 72°C por 90 segundos, y una extension final a
72°C por 7 minutos.

Ademas se amplific6 un segmento de 850pb del fragmento de ADN
ribosémico compuesto por la region ITS1, 5.8S e ITS2, 28S, descrito por D’Amelio
et al. (2011) usando los iniciadores NC5F (5- GTA GGT GAA CCT GCG GAA GGA
AGG ATC ATT-3') y NC2R (5 TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT-3’) con las
siguientes modificaciones: templado de ADN (0.8 — 1.6 uM), iniciadores en
concentracion 8 uM'y Master Mix 0.6 UM (DreamTaq, Thermofisher®). Para el PCR
se siguio el siguiente protocolo: desnaturalizacién inicial a 95°C por 10 minutos,
amplificacion de 30 ciclos que incluyeron desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
alineamiento a 52°C por 40 segundos y extension a 72°C por 75 segundos, seguidos

luego de una extension final a 72°C por 7 minutos.

Tanto para la amplificacion de las regiones ITS 1 gen 5.8S — ITS 2 gen 28S, como
para la amplificacién del gen COX Il se utilizaron controles positivos obtenidos de
ADN extraido de nematodos anteriormente colectados, el cual fue amplificado y
secuenciado previamente durante la estandarizacion del experimento. Los
productos obtenidos del PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8%, observandose bandas de 519 pb para el gen COXIl y bandas de 850 pb
para la region ITS1 5.8S — ITS2 28S.

Los productos finales de PCR fueron purificados y secuenciados. Las
secuencias obtenidas fueron alineadas con BioEdite y se compararon con
secuencias almacenadas en Gen Bank, posteriormente se evaluaron las relaciones
filogenéticas de las especies diagnosticadas, utilizando Analisis Bayesiano por

medio del programa Mr.Bayes®.

3. Resultados

Por medio de microscopia Optica se determin6 que las L3 extraidas de los
tres géneros de peces bajo estudio, tanto de Guanacaste como de Izabal,

correspondieron al género Contracaecum.



La longitud media de las larvas analizadas por microscopia 6ptica fue de 17
mm, las estructuras observadas en el extremo cefalico correspondieron a un diente
apical de 0.02 a 0.025 mm de longitud (Figura 3A) a lo largo del tercio anterior de la
larva se observd un esofago recto (3—3.2 mm) acompafiado por un ciego
paraesofagico de 2 a 2.5 mm de longitud (3B), tanto es6fago como ciego
paraesofagico desembocaron en un ventriculo al final del tercio anterior que midio
0.1 mm, desde el cual se extendié en direccion ventral y caudal un apéndice
ventricular de 0.4 mm de longitud y en direccion media caudal el tubo intestinal
(Figura 3C). En el extremo ventral caudal se observo el orificio anal y en el extremo
final caudal una estructura terminal aguda conocida como mucrén que midié de 0.04
a 0.05 mm de longitud (3D). Las caracteristicas morfolégicas de la microscopia
Optica de las L3 encontradas en Guanacaste y en lzabal se resumen en el Cuadro
1.
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Figura 3. Esquema de L3 de C. multipapillatum visualizadas por microscopia Optica. A.
Diente Apical (DA), Labio (L). B. Diente apical (DA), Es6fago (E), Ciego Paraesoféagico (CP).
C. Esofago (E), Ventriculo (V), Apéndice Ventricular (AV), Intestino (I). D. Mucrén (M).

Por medio de MEB se observaron en detalle las caracteristicas estructurales
de las larvas. Se observé un diente apical situado en el centro del extremo cefélico

acompafnado ventralmente por el orifico bucal, ambas estructuras estaban rodeadas
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por tres labios en cuyos extremos laterales se observaron papilas labiales, dos por
cada labio y seis en total (Figura 4A). A lo largo del cuerpo de la larva se observo la
cuticula de consistencia rugosa y en el extremo caudal medio el mucron (Figura 4B).
Las caracteristicas morfologicas de L3 de Guanacaste y de Izabal observadas en la

microscopia electronica se resumen en el Cuadro 1.

Figura 4. Larva 3 de C. multipapillatum visualizadas por MEB. A. Diente apical (DA), Boca
(B), Labios (L), Papilas Labiales (PL). B. Mucrén (M).

Un total de 14 L3, seis provenientes de Guanacaste, Costa Rica y ocho de
Izabal, Guatemala, se sometieron a PCR y secuenciacion. El producto de la
amplificacion de la regién ITS (ITS1-gen 5.8S - ITS2-gen 28S) de las 14 larvas se
muestra en la Figura 5. Las secuencias obtenidas variaron de los 477 pb a los 541
pb y pertenecieron Unicamente al fragmento ITS1 5.8S, mostrando una identidad
nucleotidica de un 88-92% con una muestra del género Contracaecum colectada de
Tilapia nilotica y procedente de Egipto (Genbank KX580603), de acuerdo con el

analisis del algoritmo BLAST.

Posteriormente, el analisis filogenético por inferencia bayesiana del
fragmento secuenciado confirmé que las secuencias obtenidas se agrupan en un
taxon perteneciente a C. multipapillatum, mostrando un valor de Bootstrap de 74%
con relacion a la secuencia obtenida de peces de Australia (KC437338) (Figura 6).

11



Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas de L3 de C. multipapillatum en peces de agua dulce de Guanacaste, Costa Rica e
Izabal, Guatemala.

Datos biométricos Caracteristicas microscopia 6ptica (mm) Caracteristicas

microscopia electrénica (mm)

Cédigo Pais Hospedador ‘ P(9) L (cm) L DA E CP V AV M ‘ DA M
Abangares 1 CRC Parachromis sp. 17.8 105 14 0.025 3.2 2 01 04 0.05 0.02 0.05
Abangares 2 CRC Hoplias sp. 58.3 185 20 0.02 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
Cafias 1 CRC Parachromis sp. 149.8 215 20 0.02 3 25 01 04 0.05 0.02 0.05
Cafas 2 CRC Rhamdia sp. 78.5 20.0 15 0.02 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
Higueron 1 CRC Parachromis sp. 93.0 19.0 18 0.02 31 25 01 04 0.04 0.02 0.05
Higueron 2 CRC Rhamdia sp. 69.9 20.0 15 0.02 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
El Estor 1 GTM Rhamdia sp. 156.5 32.0 12 0.02 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
El Estor 2 GTM  Parachromis sp. 78.3 19.0 15 0.025 3 25 01 04 0.05 0.02 0.05
Rio Dulce 1 GTM Rhamdia sp. 260.0 40.0 18 0.025 3.1 2 01 04 0.04 0.02 0.05
Rio Dulce 2 GTM  Parachromis sp. 78.0 18.0 22 0.02 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
Mariscos GTM Rhamdia sp. 1045.0 48.0 17 0.02 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
El Higuerito 1 GTM Rhamdia sp. 156.5 32.0 19 0.025 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05
El Higuerito 2 GTM Parachromis sp. 78.3 19.0 18 0.02 3 22 01 04 0.05 0.02 0.05
Cayo Piedra GTM  Rhamdia sp. 273.0 33.0 20 0.025 3 2 01 04 0.05 0.02 0.05

P: Peso; L: Longitud; DA: Diente Apical; E: Esofago; CP: Ciego Paraesofagico; V: Ventriculo; AV: Apéndice Ventricular; M: Mucrén.
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Figura 5. Fragmento ADN mitocondrial ITS1-Gen 5.8S — ITS2-Gen 28S. A. MM: Marcador
molecular (1kb), 1-6: L3 de Guanacaste, Costa Rica, C+ Control Positivo, C- Control
negativo. B. MM: Marcador molecular (1kb), 7-14: L3 de lzabal, Guatemala, C+ Control

positivo C- Control negativo.
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Figura 6. Cladograma del fragmento ITS1 5.8S — 1TS2 28S (327pb) de los géneros
Contracaecum, Pseudoterranova y Anisakis, generado por Inferencia Bayesiana (BI). Los
primeros nimeros de las ramas representan valores de Bootstrap de maxima verosimilitud
y probabilidades posteriores de andlisis bayesiano expresados como porcentajes sobre
10,000,000 de repeticiones. Las secuencias obtenidas en el presente estudio y las de
referencia para C. multipapillatum y Contracaecum sp. aparecen en sombra azul. Las
abreviaturas CRC y GTM corresponden a Costa Rica y Guatemala, respectivamente.

La amplificacion del gen COX Il (Figura 7) y su posterior secuenciacion
determind que las L3 de los sitios de muestreo de Costa Rica y Guatemala
pertenecen a la especie C. multipapillatum. El analisis del algoritmo BLAST revelo

que las secuencias presentan distintos porcentajes de identidad nucleotidica con
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varias secuencias encontradas en aves piscivoras (Pelecanus crispus),
procedentes de Estados Unidos (AF 179910) y Grecia (EU 852344).

MM 7 8 9 10 11 12 13 14 CG C MM

<519 pb

Figura 7. Regién COX Il ADN ribosomal MM Marcador molecular (1kb). n = 14 larvas
identificadas. 1-6. L3 de Guanacaste, Costa Rica. 7-14. L3 de lzabal, Guatemala. C+

Control positivo C- Control negativo

Asimismo, el analisis filogenético de las secuencias del gen COX Il muestra
un grupo bien definido de las L3, donde Unicamente las muestras de El Higuerito 1
y El Estor 1 de Guatemala se separan del resto, aunque mantienen un valor de
bootstrap del 100%. También se observo una estrecha relacion (valor de Bootstrap
100%) con secuencias de C. multipapillatum de Estados Unidos (AF 179910) y
Grecia (EU 852344), y una asociacion mas distante con otras especies de

Contracaecum (Figura 8).

4, Discusidén

Este estudio constituye el primer reporte confirmado mediante diagndstico
molecular de C. multipapillatum para Guanacaste, Costa Rica y para lzabal,
Guatemala en peces de agua dulce, los cuales son de importancia comercial y
alimenticia para estas dos regiones de Centroamérica. El hallazgo de estos
nematodos se suma a los reportes realizados en otras regiones de América, por
Salgado et al. (2004) que encontraron especies de Contracaecum sp. en Guapotes,
Garcia et al. (2016) en Pez tiro (Goodea atrippins) de cuerpos de agua dulce de
México, Pardo et al. (2007) en Guabinas de Colombia y Maniscalchit et al. (2015)

en Guabinas de Venezuela. A nivel mundial destacan los hallazgos de C.

14



multipapillatum de Yaunis et al. (2017) en Oreochromis niloticus (Tilapia) de Egipto

y de Shamsi et al. (2010) en diversos peces de Iran.
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Figura 8. Cladograma de una regién parcial del gen mitocondrial COX Il (472pb) de los
géneros Contracaecum, Pseudoterranova y Anisakis, generado por Inferencia Bayesiana.
Los primeros numeros de las ramas representan valores de Bootstrap de maxima
verosimilitud y probabilidades posteriores de analisis bayesiano expresados como
porcentajes sobre 10,000,000 de repeticiones. Las secuencias obtenidas en el presente
estudio y las de referencia para C. multipapillatum aparecen en sombra azul. Las

abreviaturas CRC y GTM corresponden a Costa Rica y Guatemala, respectivamente.

La identificacion del género de las L3 se realizé mediante la observacion de
caracteristicas anatémicas internas por microscopia Optica, se determiné la
presencia de ciego paraesofagico, ventriculo y apéndice ventricular, estructuras
compatibles con el género Contracaecum sp. Dichas caracteristicas morfolégicas
concuerdan con las reportadas en los estudios desarrollados por Matiucci et al.
(2010) y Nagasawa (2012).

El diagnéstico morfolégico de C. multipapillatum por medio de MEB permitio
observar en el extremo cefalico un diente apical en posicion central junto a la
apertura bucal, ambas estructuras se encontraban rodeadas por un labio dorsal y

dos labios ventrales y un poro excretor en posicion ventral. El resto del cuerpo
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poseia una cuticula rugosa, lo que concuerda con lo reportado por Hernandez et al.
(2013). En contraste, la microscopia Optica permiti6 determinar estructuras
anatomicas externas, como la presencia de diente apical en el extremo cefalico y
un mucrén en la parte terminal del extremo caudal, previamente descritas (Matiucci
et al. 2010, Nagasawa 2012), identificando estas larvas como pertenecientes al
estadio L3 de nematodos anisakidos en peces de Guanacaste e Izabal, confirmando
la descripcion de Smith (1983) que describe a diferentes especies de peces como

hospedadores intermediarios de esta familia de nemétodos.

El diagnostico molecular de la region ITS identifico los especimenes hasta el
nivel de género, al comparar las secuencias obtenidas con las almacenadas en la
base de datos GenBank por medio del algoritmo BLAST. Las secuencias obtenidas
en el presente trabajo fueron de un menor tamafio a lo esperado (~500 pb de 850),
y pertenecieron al gen 5.8S, que es una region mas conservada y en consecuencia
insuficiente para realizar una identificacién a nivel de especie con el algoritmo
BLAST. Sin embargo, en el analisis filogenético bayesiano, tanto las muestras de
este estudio como las secuencias de especies de Contracaecum de Kenia
(KF990491), de Egipto (KX580603) y de Iran (FM210433), con las que se observo
mayor similitud, se agruparon con la secuencia de C. multipapillatum (KC437338)
de Australia con un 100% de relacién filogenética. De manera que, a pesar de la
longitud de nuestras secuencias es posible utilizar la region ITS para separar
especies, siempre que exista suficiente informacion de los extremos ITS1 e ITS2 en
la comparacién, debido a que representan sitios de mayor variabilidad como lo
reporta Zhu et al. (1998).

Por su parte, el gen COX Il permitié una identificacion mas exacta de las
secuencias obtenidas en el presente estudio, las cuales al ser comparadas con las
secuencias almacenadas en GenBank por medio del algoritmo BLAST, fueron
compatibles con C. multipapillatum. Esto quedo confirmado en el analisis de
inferencia bayesiana, que mostré altos valores de Bootstrap y alta probabilidad
posterior bayesiana con las secuencias de referencia de California (AF179910) y

Grecia (EU852344), agrupando todos los especimenes en un solo grupo como C.
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multipapillatum. Los resultados mostraron altos valores de asociacion (90 a 100%),
por lo que la precision filogenética nos permite confirmar los resultados obtenidos
con el fragmento ITS 1- 5.8S. Nuestros resultados difieren de lo indicado por
D’Amelio et al. (2011) y Cavallero et al. (2011), que reportan una excelente
capacidad del identificar especies de parasitos con el gen COX Il, e incluso
determinar caracteristicas intraespecificas. Ademas, establecieron una baja
capacidad para determinar relaciones filogenéticas inter especificas, debido a que
en sus estudios observaron valores bajos de Bootstrap al evaluar similitudes entre
individuos de diferentes especies, algo que no sucedié en el presente estudio,

donde estos valores fueron altos y confiables.

Podemos concluir entonces, que no existe mayor variabilidad entre las
secuencias encontradas y las caracteristicas morfolégicas evaluadas de los
nematodos, independientemente de la region de donde procedian (Costa Rica o
Guatemala). Seria importante desarrollar estudios en otros paises
Centroamericanos para determinar si las caracteristicas son similares en toda la

region.

5. Conclusiones

e Se reportan por primera vez en Centroamérica fases infectivas de C.
multipapillatum en peces de agua dulce (Guapote, Barbudo, Guabina)

capturados mediante pesca artesanal.

e No se encontro diferencia significativa entre las caracteristicas morfolégicas
de las larvas 3 de C. multipapillatum identificadas mediante diagnéstico
microscoépico, independientemente del género de pez que infectaron o de la

region geografica en la cual fueron encontrados.

e El andlisis filogenético confirmd alta similitud entre las secuencias de ADN de
los especimenes identificados en Centroamérica con los reportados en

Grecia y California, USA.
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0. Recomendaciones

e Alertar a las autoridades de salud publica, asi como a la poblacion expuesta
por consumo de productos pesqueros artesanales sobre la presencia de C.
multipapillatum en Barbudos, Guapotes y Guabinas de las dos regiones de

Centroamérica donde se desarroll6 el presente estudio.

e Desarrollar estudios que permitan identificar otros géneros y especies de la
familia Anisakidae que se encuentren infectando peces, tanto en cuerpos de
agua continentales y ocedénicos de otras regiones de Centroameérica.

e Realizar estudios de caracterizacion de nematodos en crustaceos, aves y
otros géneros de peces, sospechosos de integrar el ciclo de vida de C.
multipapillatum en Centroamérica, con el fin de establecer la importancia de
su papel en el ciclo de vida del nematodo y el riesgo que pueden representar
para la salud humana.
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Prevalencia de Contracaecum multipapillatum (Nematoda: Anisakidae)
en peces de aguas continentales de
Guanacaste, Costa Rica e Izabal, Guatemala

RESUMEN

Contracaecum multipapillatum (Nematoda: Anisakidae) posee un ciclo de
vida que incluye a peces como hospedadores intermediarios, mamiferos marinos y
aves como hospedadores definitivos, y al ser humano como hospedador accidental
por consumo de carne de pescado cruda o semi cocinada, ocasionando
Contracecosis. Este riesgo para la salud humana hace importante determinar la
prevalencia, asi como la intensidad de infeccidn y ubicacion anatémica en peces de

aguas continentales destinados al consumo humano mediante pesca artesanal.

Se recolectaron 214 peces en 6 rios del Canton de Cafias, Guanacaste,
Costa Rica y 203 peces en el Lago de Izabal y Rio Dulce, del departamento de
Izabal, Guatemala. Se recolectaron 36 peces infectados en Ganacaste y 51 en
Izabal. Se recolectaron 103 larvas del tercer estadio (L3) en Guanacaste y 135
larvas en Izabal. Se tomaron parametros fisicoquimicos del agua (temperatura, pH
y oxigeno disuelto en agua) en los sitios de pesca para determinar su asociacion a

la susceptibilidad de los peces a infeccion.

La prevalencia de infeccion para Guanacaste fue de 16.8% y 25.1% para
Izabal, se observé mayor afinidad de L3 por érganos viscerales (22.4% en
Guanacaste — 25.12% en lIzabal) y menor por tejido muscular (2% en Guanacaste
— 0.98% en lzabal). La intensidad de infeccion fue de 1 y 2 nematodos por pez en
peces pequefios; y 12 a 14 nematodos por pez en peces mas grandes. No se
observé asociacion entre los parametros fisicoquimicos del agua y la susceptibilidad

de peces a infeccion.

Palabras clave: Anisakidae, Contracaecum multipapillatum, pesca artesanal,

Costa Rica, Guatemala
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Abstract

Contracaecum multipapillatum (Nematoda: Anisakidae) has a life cycle that
includes fish as intermediate hosts, marine mammals and birds as definitive hosts
and humans as an accidental host for consumption of raw or semi-cooked fish meat,
causing Contracecosis. This risk to the human health makes it important to
determine the prevalence, as well as the intensity of infection and anatomical
location in inland waters fish destined for human consumption through artisanal

fishing.

214 fish were collected in 6 rivers of Canton de Cafas, Guanacaste, Costa
Rica and 203 fish in Lago de Izabal and Rio Dulce, in Izabal, Guatemala. 36 infected
fish were collected in Ganacaste and 51 in Izabal. Were collected 103 larvae of the
third stage (L3) in Guanacaste and 135 larvae in lzabal. Physicochemical
parameters of the water (temperature, pH and oxygen dissolved in water) were taken
at the fishing sites to determine their association with the susceptibility of the fish to

infection.

The prevalence of infection for Guanacaste was 16.8% and 25.1% for Izabal,
higher affinity of L3 was observed in visceral organs (22.4% in Guanacaste - 25.12%
in 1zabal) and lower in muscle tissue (2% in Guanacaste - 0.98% in Izabal). Infection
intensity was 1 and 2 nematodes per fish in small fish; and 12 to 14 nematodes per
fish in larger fish. No association was observed between the physicochemical
parameters of the water and the susceptibility of fish to infection.

Key words: Anisakidae, Contracaecum multipapillatum, artisanal fishing,

Costa Rica, Guatemala

1. Introduccién

Los nematodos de la familia Anisakidae comprende a los géneros Anisakis,
Pseudoterranova y Contracaecum , que han cobrada importancia por su capacidad
de producir infecciones zoonéticas por consumo de carne de pescado cruda o

insuficientemente cocinada. La especie Contracaecum multipapillatum, posee un
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ciclo de vida que se desarrolla en ambientes acuaticos parasitando a diferentes
especies de crustaceos en sus primeras fases larvarias y a peces en su tercer
estadio larvario, siendo esta la fase infectante para los hospederos definitivos
constituidos por aves piscivoras, en las que se da la reproduccion sexual y liberacién

de huevos hacia el medio ambiente acuatico iniciando un nuevo ciclo de vida.

El género Contracaecum ha sido reportado en ciclidos del género
Oreochromis sp. (Tilapia) y Parachromis sp. (Guapotes) en México y Peru (Salgado
et al. 2004 y Chiclla et al 2015), mientras que Mancinni et al. (2014) reportaron
prevalencias de Contracaecum spp. del 70% y 87% en Hoplias spp. (Guabinas) y
Rhamdia spp. (Barbudos) de Argentina, y Manischalchi et al. (2015) establecieron
prevalencias de 83.6% en peces del género Mugil spp. (Lisas) de Venezuela, siendo
estos los unicos reportes en América Latina de hallazgos de C. multipapillatum en

peces destinados al consumo humano.

Los reportes que asocian los nematodos anisakidos con infecciones
accidentales en el ser humano son también escasos en Latinoamérica. En Peru
(Serrano et al. 2008) se confirma la infeccion por neméatodos de los géneros Anisakis
y Pseudoterranova, mientras que en Argentina (Menghi et al. 2001) se ha reportado
la zoonosis sin determinar el género y especie de anisakido involucrado. Aunque la
capacidad infectiva de Contracaecum spp. no ha sido confirmada en seres humanos
debido a la ausencia de reportes de infecciones especificas, si ha sido comprobada

experimentalmente en modelos animales en México (Vidal et al. 1994).

La infeccion en el ser humano es conocida como Contracecosis y
clinicamente produce tres cuadros clinicos caracteristicos que se desarrollan segun
la capacidad de la larva de superar la respuesta inmune del ser humano. El primer
cuadro es el cuadro gastroalérgico que inicia con vomitos y diarrea acompafiados
de dolor agudo por penetracion de la larva infectiva en la mucosa gastrica o
duodenal. La migracion extraintestinal de la larva ocasiona el cuadro crénico o
gastro-alérgico, caracterizado por reacciones alérgicas en piel o en tracto
respiratorio que se manifiestan como procesos asmaticos (Hacha y Zyfres, 2003;
Romero et al. 2014; Lim et al. 2015).
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Debido al reciente hallazgo y confirmacion de la presencia de Contracaecum
multipapillatum en peces comerciales de Guanacaste, Costa Rica e lzabal,
Guatemala, cobra importancia conocer y determinar los factores que influyen en la
presencia de estos neméatodos en determinadas poblaciones de peces y el riesgo
que pueden representar para la salud humana, por lo que este estudio planteé como
objetivo determinar la prevalencia de infeccion del parasito en peces de consumo
humano (Guapotes, Barbudos y Guabinas) en distintos sitios de pesca artesanal de
Guanacaste y Guatemala, determinar la ubicacion de la larva 3 (L3) en los peces
y correlacionar su presencia con parametros fisicoquimicos del medio ambiente

acuatico.
2. Metodologia

2.1. Areas de estudio

Se recolectaron peces en seis rios de la provincia de Guanacaste, Costa
Rica, y cinco puntos del Lago de Izabal y Rio Dulce, del departamento de Izabal,
Guatemala, todos ellos cercanos a comunidades que practican pesca artesanal.

Los rios en los cuales se desarrolld6 el muestreo en Guanacaste fueron el
Canal Interno de la Finca de la Universidad Técnica Nacional (UTN), los rios Duque,
Paso Hondo, Cafias, Higuerdn y Abangares, todos ubicados en el cantén de Cafias.
Los sitios de muestreo seleccionados en Izabal fueron puntos de pesca cercanos a
las comunidades de El Estor y de Mariscos, ambos dentro del Lago de Izabal; y las
comunidades de Rio Dulce, El Higuerito y Cayo Piedra, situadas dentro de la cuenca
de Rio Dulce (Cuadro 1).

2.2 Tamarfo de muestra

El tamafio de muestra para determinar la presencia (nivel de confianza 95%,
prevalencia esperada 3%) y la prevalencia (nivel de confianza 95%, error aceptado
7.5%, prevalencia esperada 31%) de la infeccion se calculé mediante el programa
WinEpiscope, utilizando parametros para poblacién infinita. Se obtuvo un tamafio

de muestra a analizar de 99 peces y 147 peces por region, para determinar
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presencia y prevalencia, respectivamente. Sin embargo, se recolectaron 214 peces

en Guanacaste y 203 peces en Izabal para un total de 417 peces.

2.3 Recolecta de datos y peces

Previo a la captura de los peces se tomaron parametros fisicoquimicos del
medio ambiente acuético (pH, temperatura y oxigeno) por medio de una sonda
multiparamétrica en cada sitio de pesca y se tomaron las coordenadas con equipo

de georreferenciacion.

Luego se procedid a capturar tres tipos de peces mediante pesca artesanal:
Parachromis sp., (Guapote) Rhamdia sp. (Barbudo) y Hoplias sp. (Guabina). Los

peces se transportaron en frio para su posterior analisis.

En el laboratorio se tomaron datos biométricos (peso y tamafio) de cada pez
y se identificaron taxon6micamente a nivel de género, se realizé necropsia
buscando larvas de diferentes especies de pardsitos anisdkidos en dérganos
viscerales y musculatura axial. Para establecer la intensidad de infeccion por region
anatomica se colocaron los nematodos extraidos en cajas de Petri, y se realizo el

conteo del nimero de larvas extraidas por pez y por ubicacién (visceras o musculo).

2.4  Andlisis parasitoldgico

Las larvas extraidas (90 de Guanacaste y 133 de Izabal) se sometieron a
digestion artificial en pepsina 1.5%, acido clorhidrico 0.8% (concentracién al 25%),
en agitacion constante a 42°C hasta lograr la liberacion de las larvas de los tejidos,
y se preservaron en alcohol al 70% para su diagndéstico por microscopia 6ptica y
técnicas moleculares como se describié previamente (Wer y colaboradores,

comunicacion personal).

2.5. Andlisis estadistico

Se identificaron las zonas de muestreo con presencia de peces infectados y
se establecié la prevalencia de infeccidn por estadistica descriptiva. Se determiné

la infeccion por nematodos en peces, los géneros de peces infectados, la ubicacion
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anatomica (musculo, visceras) de las larvas y los parametros fisicoquimicos (pH,
temperatura y oxigeno) entre los sitios de pesca, para determinar si existian
diferencias significativas mediante el programa Win epi®. Para ello se calcularon los
valores de Chi? para prueba de dos colas o prueba corregida de Yates en muestras

de tamafio no proporcional.

3. Resultados

Las L3 recolectadas se identificaron como pertenecientes al género
Contracaecum mediante microscopia electrénica y se confirmaron mediante
microscopia éptica y analisis molecular como C. multipapillatum. Se establecioé una
prevalencia de infeccion de un 16.8% (36/214) en peces de Guanacaste y 25.1%
(51/203) en peces de lzabal. Los sitios con presencia de peces infectados en
Guanacaste fueron los rios Abangares, Cafias e Higueron, mientras que, en Izabal,
de encontraron peces infectados con larvas de C. multipapillatum en todos los sitios
muestreados. El porcentaje de infeccion en peces de los sitios de muestreo tanto
de Guanacaste como de Izabal se desglosa en el Cuadro 1.

La prueba corregida de Yates no determiné diferencias significativas entre
los tres sitios de muestreo de Guanacaste con presencia de peces positivos
(P>0.05), mientras que para lIzabal se determind una diferencia significativa entre
Cayo Piedra y los demas sitios de muestreo ya que se encontraron menos peces

positivos con relacion a la cantidad de peces recolectados (P<0.05).

Los parametros fisicoquimicos del agua (temperatura, pH, oxigeno) en los
sitios con presencia de peces infectados no mostraron diferencias significativas,
tanto con la prueba corregida de Yates como con el célculo de Chi? (P>0.05),
mientras que los sitios en los que no se encontraron peces infectados destacaron
por sus bajos niveles de oxigeno disuelto en agua (<4 ppm) a diferencia de los sitios

con peces infectados, que presentaron niveles normales de oxigeno (Cuadro 2).

En Guanacaste la mayor proporcion de peces infectados fue del género
Parachromis sp. en el rio Abangares (29.4%), y del género Rhamdia sp. en el rio

Higuerdn (45.4%). Por su parte en Izabal la mayoria de los peces infectados fue del
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género Parachromis sp. en Rio Dulce (41.5%) y del género Rhamdia sp. (36.4%) en
el sitio de Mariscos (Cuadro 1). No se determiné diferencias significativas entre

infeccion por C. multipapillatum y género de pez (P>0.05).

La mayor intensidad de infeccion determinada en los peces de Guanacaste
fue de 14 larvas por pez en un espécimen del género Parachromis con peso de
148.8 g y longitud de 24 cm; mientras que en Izabal la mayor intensidad de infeccién
se observo en un pez del género Rhamdia con peso de 260 g y 40 cm de longitud,
que poseia un total de 12 larvas. Ademas, se recolect6 un pez del género Hoplias
con una intensidad de infeccién de 4 larvas (Cuadro 3).

Cuadro 1. Prevalencia de C. multipapillatum en peces de Guanacaste, Costa Rica
e lzabal, Guatemala.

Sitio de Rhamdia sp. Parachromis sp. Hoplias sp. Total Coordenadas
muestreo
Guanacaste %(+/total) % (+/total) % (+/total) % (+/total) N o

Rio Duque 0 (0/1) 0 (0/1) 0 (0/0) 0(0/2) 10.3170 -85.1469
Canal UTN 0 (0/0) 0 (0/2) 0 (0/0) 0(0/2) 10.3249 -85.1530
Rio Paso Hondo 0 (0/20) 0 (0/26) 0 (0/0) 0(0/46)  10.4211 -85.1508
Rio Abangares 0 (0/1) 29.4 (5/17) 100 (1/1) 31.6 (6/19)  10.2536 -85.0114
Rio Cafias 13.5 (5/37) 17.0 (8/47) 0 (0/0) 15.5 (13/84)  10.3815 -85.1128
Rio Higueron 45.4 (5/11) 24 (12/50) 0 (0/0) 27.9 (17/61)  10.3504 -85.0684
TOTAL 14.3 (10/70) 17.5 (25/143) 100 (1/1)  16.8 (36/214)

Sitio de Rhamdia sp. Parachromis sp. Hoplias sp. Total Coordenadas
Muestreo 1zabal o, a1y % (+/total) % (+/total) % (+/total) N 5
Rio Dulce 33.3(7/21) 415 (17/41) 0 (0/0) 38.7 (24/62)  15.6601 -89.0027
El Higuerito 18.2 (6/33) 20 (2/10) 0 (0/0) 18.6 (8/43)  15.7644 -88.8498
Cayo Piedra 6.4 (2/31) 0 (0/0) 0 (0/0) 6.4 (2/31) 15.7303 -88.8847
Mariscos 36.4 (12/33) 0 (0/0) 0 (0/0) 36.4 (12/33)  15.4884 -89.1757
El Estor 14.3 (17) 14.8 (4/27) 0 (0/0) 14.7 (5/34)  15.4900 -89.2898
TOTAL 22.4 (28/125) 29.5 (23/78) 0(0/0)  25.1(51/203)
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Cuadro 2. Pardmetros fisicoquimicos observados en los sitios de muestreo de
Guanacaste, Costa Rica e lzabal, Guatemala.

Sitio de

Mussieo TSRS B Odgeno | presenciademiectin o
Rio Duque 25.9 7.4 29 0
Canal Finca UTN 27.7 7.2 2.7 0
Rio Paso Hondo 27.7 7.3 2.7 0 46 46
Rio Abangares 30.1 8.3 4.9 6 12 19
Rio Cafias 28.3 7.5 6.6 13 71 84
Rio Higuerdén 28.1 7.4 6.1 17 44 61
TOTAL 36 178 214

Sitio de Temperatura pH Oxigeno Pregt_ancia de Infecc_ic’m TOTAL

Muestreo lzabal (°c) (6.5-8) (5-14mgll) Positivos Negativos
Rio Dulce 30.4 7.9 6.5 24 38 62
El Higuerito 30.9 8.5 7.0 8 35 43
Cayo Piedra 31.0 8.8 7.0 2 29 31
Mariscos 30.5 8.6 6.6 12 21 33
El Estor 30.2 10.5 6.5 5 29 34
TOTAL 51 152 203

Se observaron larvas enquistadas en visceras de los 36 peces infectados
recolectados en Guanacaste, incluyendo el Unico pez del género Hoplias
procedente del rio Abangares, mientras que solamente un espécimen perteneciente
al género Parachromis proveniente del rio Higueron (3%), mostré larvas
enquistadas en la fascia muscular celémica. En Izabal también se observaron larvas
enquistadas en visceras de todos los peces infectados, mientras que dos de estos
peces (un Rhamdia y un Parachromis ) también mostraron larvas enquistadas en la
fascia muscular celomica (Cuadro 4). Se establecié una marcada preferencia de las
L3 de C. multipapillatum por visceras y no por musculatura, tanto en los peces de

Guanacaste como de Izabal (P<0.05).
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Cuadro 3. Intensidad de infeccidn por L3 en peces colectados en
Guanacaste, Costa Rica (A) e Izabal, Guatemala (B).

A
Rhamdia sp. Parachromis sp. Total Peso Longitud
Numero de L3
% (*/total) % (*/total) % (*/total) Media () Media (cm)
1 13.9 (5/36) 22.2 (8/36) 36.1 (13/36) 66.7 17.5
2 2.8 (1/36) 13.9 (5/36)  16.7 (6/36) 119.8 19.0
3 5.6 (2/36) 13.9 (5/36)  19.4 (7/36) 77.8 17.5
4 2.8 (1/36) 8.3 (3/36) 13.9 (5/36) 82.8 19.1
5 0 (0/36) 2.8 (1/36) 2.8 (1/36) 77.4 18.0
6 2.8 (1/36) 2.8 (1/36) 5.6 (2/36) 72.3 18.2
9 0 (0/36) 2.8 (1/36) 2.8 (1/36) 93.0 19.0
14 0 (0/36) 2.8 (1/36) 2.8 (1/36) 148.8 24.0
Total 27.8 (10/36) 69.4 (25/36) 100 (36/36)
Media 92.32 19.04
B
Rhamdia sp. Parachromis sp. Total Peso Longitud
Numero de L3
% (*/total) % (*/total) % (*/total) Media (g) Media (cm)
1 9.8 (5/51) 3.9 (2/51) 13.7 (7/51) 214.9 28.4
2 39.2 (20/51)  17.6 (9/51) 58.7 (29/51) 212.9 27.8
3 11.8 (6/51) 3.9 (2/51) 15.7 (8/51) 233.2 29.2
4 2 (1/51) 0 (0/0) 2 (1/51) 265.0 30.0
5 5.9 (3/51) 0 (0/0) 5.9 (3/51) 304.0 32.7
7 2 (1/51) 0 (0/0) 2 (1/51) 1045.0 48.0
8 2 (1/51) 0 (0/0) 2 (1/51) 280.0 35.0
12 2 (1/51) 0 (0/0) 2 (1/51) 260.0 40.0
Total 745 (38/51)  25.5 (13/51) 100 (51/51)
Media 351.87 33.89
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Cuadro 4. Infeccion por L3 en visceras de peces de
Guanacaste, Costa Rica (A) e Izabal, Guatemala (B).

A
Sitio de Visceras
Muestreo Rhamdia sp. Parachromis sp. TOTAL
% (n*/n total) % (n*/n total)

Abangares 0 (0/0) 100 (5/5) 33 (5/5)
Cafias 100 (5/5) 100 (8/8) 100 (13/13)
Higueron 100 (5/5) 92 (11/12) 100 (17/17)
TOTAL 100 (10/ 10) 96 (24/25) 100 (35/35)
B

P Visceras
fﬂulﬂlgsctireeo Rhamdia sp. Parachromis sp. TOTAL

% (n*/n total) % (n*/n total)
El Estor 100 (1/1) 100 (4/4) 100 (5/5)
Rio Dulce 100 (7/7) 100 (17/17) 100 (24/24)
Mariscos 100 (12/12) 0 (0/0) 100 (12/12)
El Higuerito 100 (6/6) 100 (2/2) 100 (8/8)
Cayo Piedra 100 (2/2) 0 (0/0) 100 (2/2)
TOTAL 100 (28/28) 100 (23/23) 100 1/51)
4. Discusion

Las prevalencias de L3 de C. multipapillatum determinadas en Guanacaste
(16.8%) e lIzabal (25.1%) fueron menores a las reportadas en regiones de similar
latitud tropical en Latinoamérica (Pardo et al. 2007 y 2008; Martinez et al. 2004;
Garcia et al. 2016), estos estudios realizados en Argentina, Colombia y México
analizaron géneros diferentes de peces a los estudiados en el presente trabajo, lo
que podria explicar la diferencia entre las prevalencias determinadas en
Guanacaste e lzabal, con respecto a los demas trabajos. Pardo et al. (2007 y 2008)
mencionan la capacidad de infeccién de Contracaecum. sp para afectar a distintas
especies de peces como un factor clave para explicar la diferencia de prevalencias
entre diferentes huéspedes, en el presente estudio no se determind
estadisticamente esta afinidad especifica o una mayor susceptibilidad de alguna de
las especies de peces estudiadas a la infeccion con C. multipapillatum, sin embargo
se observé en ambas regiones de estudio una mayor prevalencia en Parachromis
sp., con respecto a Rhamdia sp., factor que al no ser concluyente debe ser

investigado en futuros trabajos.
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Las diferentes prevalencias detectadas en Centroamérica se pueden deber
a caracteristicas del medio ambiente, que son diferentes entre las dos regiones
donde se desarrollo el estudio. Segun Garcia et al. (2016), existe una relacion entre
la variabilidad de la prevalencia de helmintos con las caracteristicas locales del
medio ambiente, las cuales al ser Optimas favorecen la presencia y abundancia de
los hospederos tanto intermediarios como definitivos para dar continuidad al ciclo
de vida de nematodos como Contracaecum spp. Esto concuerda con lo observado
en los sitios muestreados con presencia de peces infectados en Guanacaste, que
presentaron como caracteristica comun, un medio ambiente asociado a la presencia
de bosque seco tropical y de zonas semi urbanas ubicadas en las cuencas de los
rios, mientras que en lzabal la caracteristica comun eran medios ambientes que
variaban entre la presencia de bosque tropical himedo y plantas acuaticas como tul
en la mayoria de los sitios de muestreo y grandes zonas urbanas en otros sitios,
favoreciendo la presencia de determinadas especies de aves piscivoras cuyas
densidades poblacionales mayores o menores podrian influir en el aumento o
disminucién del ciclo evolutivo de Contracaecum multipapillatum y por consiguiente

en sus rangos de prevalencia.

Estos datos de prevalencia en ambas regiones son el primer reporte de
infeccion de la especie Contracaecum multipapillatum infectando a peces de los
géneros Parachromis, Rhamdia y Hoplias en Latinoamérica. Hasta la fecha
solamente se habia reportado la presencia de Contracaecum a nivel de género, sin
determinar la especie en Parachromis sp (Salgado et al. 2004) en México, y en los
peces Astronotus sp en Brasil (Azevedo et al, 2007) y Oreochromis sp en Peru
(Chiclla et al, 2015 y Serrano et al. 2015)

Las altas prevalencias en algunos de los puntos de muestreo de Guatemala
pueden deberse a su cercania a zonas urbanas y cercania con puntos de
comercializacion de peces. En esos sitios, los habitos relacionados con limpieza y
eliminacién de visceras de peces hacia el rio podrian influir en la presencia de mayor
cantidad de alimento para la fauna acuatica local, y por consiguiente mayor

exposicion de peces depredadores como Rhamdia sp. y Parachromis sp. a visceras
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contaminadas con L3. Esto concuerda con las observaciones de Gea (2015), que
determind estos habitos en puntos de pesca de alta mar y observo una relacion
directa entre la evisceracion y eliminacion de contenidos contaminados con
nematodos al medio ambiente acuético y el aumento de prevalencias y carga

parasitaria por anisakidos en peces de los sitios donde se realizaba esta actividad.

En contraste, los sitios con bajas prevalencias del parasito en peces fueron
aquellos en los que se establecieron niveles de oxigeno inferiores a 2 ppm, el cual
es un valor debajo de lo considerado como 6ptimo (5 a 14 mg/l) para el adecuado
desarrollo de un ecosistema, (Boyd, 2015). Segun Huizinga (1967) y Borges et al.
(2012), un bajo nivel de oxigeno podria provocar migraciones de crustaceos
copépodos, hospederos primarios de C. multipapillatum a otros ecosistemas
acuaticos con condiciones fisicoquimicas mas favorables, disminuyendo asi su

presencia y posible ingestion por peces y disminuyendo posibilidad de infeccion.

La menor cantidad de larvas por pez se determind en Guanacaste, donde los
peces mostraron menor peso Yy longitud en comparacion con los peces de Izabal,
que reportaron un mayor peso y longitud, detectandose una mayor cantidad de
larvas en estos peces. Esto concuerda con los reportes de Hamman (1999) y Pardo
et al. (2008), que correlacionaron una alta intensidad de infeccién con una mayor
edad, peso y talla de peces en Serrasalmus spilopleura (Pirafias) y en Hoplias
malabaricus (Guabinas) respectivamente, indicando que los peces mas grandes
poseen habitos alimenticios mas voraces, y por consiguiente, poseen una mayor
predisposicion a ser infectados por Contracaecum. Esta caracteristica la comparten
Parachromis sp., Rhamdia sp., y Hoplias sp., segun los datos aportados por Bussing

(1998), que reportan su naturaleza voraz y depredadora.

También se observd, una alta tendencia de C. multipapillatum por ubicarse
formando quistes en drganos viscerales, mientras que la cantidad de quistes
adheridos en musculatura fue muy escasa, estos resultados son similares a los
hallados por Pardo et al. (2008) y Hernandez et al. (2013), los cuales reportaron una
baja afinidad de las L3 de Contracaecum sp. por adherirse a tejido muscular, y una

fuerte tendencia a la formacion de quistes en organos viscerales, ademas de una
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baja capacidad de migracion desde visceras hacia musculatura una vez que el pez
ha muerto. Esto es importante, pues determina la capacidad infectiva de las larvas

para el ser humano al momento de consumir productos pesqueros.

El presente estudio reporta por primera vez la presencia de Contracaecum
sp, un nematodo zoondtico en peces de agua dulce de las regiones de la provincia
de Guanacaste, Costa Rica y del departamento de Izabal, Guatemala, donde son
comercializados artesanalmente y constituyen una fuente basica de alimentacion
para poblaciones cercanas a rios y lagos. La presencia del neméatodo zoonético en
Centroamérica debe de alertar a los profesionales de la Salud para tomar en cuenta
la Contracecosis como diagndstico diferencial en casos clinicos donde los
antecedentes incluyan habitos de consumo de carne de pescado cruda o
semicocinada. La ausencia de protocolos diagndsticos puede estar provocando un
sub diagndstico de la enfermedad en el ser humano y se recomienda implementar
politicas de prevencion enfocadas a crear buenos habitos de limpieza y cocina de

platillos a base de carne de pescado y asi prevenir infecciones accidentales.

5. Conclusiones

e Laprevalencia de C. multipapillatum en peces Parachromis sp., Rhamdia sp.,
y Hoplias sp. fue de 16.8% para Guanacaste, Costa Rica y de 25.1% para

Izabal, Guatemala.

¢ No se estableci6 diferencia significativa en la preferencia de infeccion de C.
multipapillatum por un determinado género de pez, pero si se observo una

mayor tendencia de peces infectados del género Parachromis sp.
e Se determind la preferencia de ubicacion de L3 de C. multipapillatum en

organos viscerales y menor tendencia por ubicarse en tejido muscular en

peces recién capturados.
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7.

No se determin6 una asociacion entre las caracteristicas fisicoquimicas del
agua de los sitios muestreados con peces infectados y la presencia de
infeccion por C. multipapillatum en estos peces.

Recomendaciones

Divulgar los resultados de los estudios realizados sobre presencia de
infeccion de anisakidos en peces de consumo humano, con el fin de
promover buenas practicas de limpieza de productos de pesca y adecuada
preparacion de alimentos que incluyan carne de pescado cruda o

semicocinada entre la poblacion humana.

Investigar la presencia de infeccion en poblacion humana que consume

peces infectados en Cafas, Guanacaste e Izabal, Guatemala.

Establecer por medio de nuevos estudios, el ciclo de vida de C.
multipapillatum y los organismos que participan en éste como hospedadores

intermediarios y definitivos en la regién Centroamericana.

Promover estudios en otras regiones de Centroamérica para evidenciar si
existe presencia de neméatodos anisakidos, que se encuentren afectando a

poblaciones de peces destinadas a consumo humano.
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Discusién general

Este estudio constituye el primer reporte confirmado mediante diagndstico
molecular de C. multipapillatum para Guanacaste, Costa Rica y para lzabal,
Guatemala en peces de agua dulce, los cuales son de importancia comercial y
alimenticia para estas dos regiones de Centroamérica. El hallazgo de estos
nematodos se suma a los reportes realizados en otras regiones de América, por
Salgado et al. (2004) que encontraron especies de Contracaecum sp. en Guapotes,
Garcia et al. (2016) en Pez tiro (Goodea atrippins) de cuerpos de agua dulce de
México, Pardo et al. (2007) en Guabinas de Colombia y Maniscalchit et al. (2015)
en Guabinas de Venezuela. A nivel mundial destacan los hallazgos de C.
multipapillatum de Yaunis et al. (2017) en Oreochromis niloticus (Tilapia) de Egipto
y de Shamsi et al. (2010) en diversos peces de Iran.

La identificacion del género de las L3 se realizé mediante la observacion de
caracteristicas anatémicas internas por microscopia Optica, se determind la
presencia de ciego paraesofagico, ventriculo y apéndice ventricular, estructuras
compatibles con el género Contracaecum sp. Dichas caracteristicas morfolégicas
concuerdan con las reportadas en los estudios desarrollados por Matiucci et al.
(2010) y Nagasawa (2012).

El diagnoéstico morfolégico de C. multipapillatum por medio de MEB permitio
observar en el extremo cefalico un diente apical en posicién central junto a la
apertura bucal, ambas estructuras se encontraban rodeadas por un labio dorsal y
dos labios ventrales y un poro excretor en posicién ventral. El resto del cuerpo
poseia una cuticula rugosa, lo que concuerda con lo reportado por Hernandez et al.
(2013). En contraste, la microscopia Optica permitid determinar estructuras
anatomicas externas, como la presencia de diente apical en el extremo cefalico y
un mucron en la parte terminal del extremo caudal, previamente descritas (Matiucci
et al. 2010, Nagasawa 2012), identificando estas larvas como pertenecientes al
estadio L3 de nematodos anisakidos en peces de Guanacaste e Izabal, confirmando
la descripcion de Smith (1983) que describe a diferentes especies de peces como

hospedadores intermediarios de esta familia de nematodos.
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El diagndstico molecular de la region ITS identifico los especimenes hasta el
nivel de género, al comparar las secuencias obtenidas con las almacenadas en la
base de datos GenBank por medio del algoritmo BLAST. Las secuencias obtenidas
en el presente trabajo fueron de un menor tamafio a lo esperado (~500 pb de 850),
y pertenecieron al gen 5.8S, que es una region mas conservada y en consecuencia
insuficiente para realizar una identificacion a nivel de especie con el algoritmo
BLAST. Sin embargo, en el analisis filogenético bayesiano, tanto las muestras de
este estudio como las secuencias de especies de Contracaecum de Kenia
(KF990491), de Egipto (KX580603) y de Iran (FM210433), con las que se observo
mayor similitud, se agruparon con la secuencia de C. multipapillatum (KC437338)
de Australia con un 100% de relacion filogenética. De manera que, a pesar de la
longitud de nuestras secuencias es posible utilizar la regién ITS para separar
especies, siempre que exista suficiente informacion de los extremos ITS1 e ITS2 en
la comparacién, debido a que representan sitios de mayor variabilidad como lo
reporta Zhu et al. (1998).

Por su parte, el gen COX Il permitié una identificacion mas exacta de las
secuencias obtenidas en el presente estudio, las cuales al ser comparadas con las
secuencias almacenadas en GenBank por medio del algoritmo BLAST, fueron
compatibles con C. multipapillatum. Esto qued6 confirmado en el analisis de
inferencia bayesiana, que mostré altos valores de Bootstrap y alta probabilidad
posterior bayesiana con las secuencias de referencia de California (AF179910) y
Grecia (EU852344), agrupando todos los especimenes en un solo grupo como C.
multipapillatum. Los resultados mostraron altos valores de asociacion (90 a 100%),
por lo que la precision filogenética nos permite confirmar los resultados obtenidos
con el fragmento ITS 1- 5.8S. Nuestros resultados difieren de lo indicado por
D’Amelio et al. (2011) y Cavallero et al. (2011), que reportan una excelente
capacidad del identificar especies de parasitos con el gen COX IlI, e incluso
determinar caracteristicas intraespecificas. Ademas, establecieron una baja
capacidad para determinar relaciones filogenéticas inter especificas, debido a que

en sus estudios observaron valores bajos de Bootstrap al evaluar similitudes entre
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individuos de diferentes especies, algo que no sucedié en el presente estudio,

donde estos valores fueron altos y confiables.

Podemos concluir entonces, que no existe mayor variabilidad entre las
secuencias encontradas y las caracteristicas morfoldgicas evaluadas de los
nematodos, independientemente de la region de donde procedian (Costa Rica o
Guatemala). Seria importante desarrollar estudios en otros paises
Centroamericanos para determinar si las caracteristicas son similares en toda la

region.

C. multipapillatum es un nemétodo perteneciente a la familia Anisakidae,
cuyos miembros se han asociado frecuentemente a la produccion de zoonosis
accidentales por consumo de pescado en distintas regiones del mundo. En la region
Centroamericana este estudio constituye el primer reporte confirmado de estos
nematodos en especies de peces de agua dulce que son comercializados
artesanalmente y que a su vez constituyen una fuente basica de alimentacion para

poblaciones cercanas a rios y lagos.

Las prevalencias de L3 de C. multipapillatum determinadas en Guanacaste
(16.8%) e lzabal (25.1%) fueron menores a las reportadas en regiones de similar
latitud tropical en Latinoamérica (Pardo et al. 2007 y 2008; Martinez et al. 2004;
Garcia et al. 2016), estos estudios realizados en Argentina, Colombia y México
analizaron géneros diferentes de peces a los estudiados en el presente trabajo, lo
que podria explicar la diferencia entre las prevalencias determinadas en
Guanacaste e Izabal, con respecto a los demas trabajos. Pardo et al. (2007 y 2008)
mencionan la capacidad de infeccién de Contracaecum. sp para afectar a distintas
especies de peces como un factor clave para explicar la diferencia de prevalencias
entre diferentes huéspedes, en el presente estudio no se determino
estadisticamente esta afinidad especifica o una mayor susceptibilidad de alguna de
las especies de peces estudiadas a la infeccion con C. multipapillatum, sin embargo
se observo en ambas regiones de estudio una mayor prevalencia en Parachromis
sp., con respecto a Rhamdia sp., factor que al no ser concluyente debe ser

investigado en futuros trabajos.
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Las diferentes prevalencias detectadas en Centroamérica se pueden deber
a caracteristicas del medio ambiente, que son diferentes entre las dos regiones
donde se desarrollo el estudio. Segun Garcia et al. (2016), existe una relacion entre
la variabilidad de la prevalencia de helmintos con las caracteristicas locales del
medio ambiente, las cuales al ser 6ptimas favorecen la presencia y abundancia de
los hospederos tanto intermediarios como definitivos para dar continuidad al ciclo
de vida de nematodos como Contracaecum spp. Esto concuerda con lo observado
en los sitios muestreados con presencia de peces infectados en Guanacaste, que
presentaron como caracteristica comun, un medio ambiente asociado a la presencia
de bosque seco tropical y de zonas semi urbanas ubicadas en las cuencas de los
rios, mientras que en lzabal la caracteristica comun eran medios ambientes que
variaban entre la presencia de bosque tropical himedo y plantas acuaticas como tul
en la mayoria de los sitios de muestreo y grandes zonas urbanas en otros sitios,
favoreciendo la presencia de determinadas especies de aves piscivoras cuyas
densidades poblacionales mayores o menores podrian influir en el aumento o
disminucién del ciclo evolutivo de Contracaecum multipapillatum y por consiguiente

en sus rangos de prevalencia.

Estos datos de prevalencia en ambas regiones son el primer reporte de
infeccion de la especie Contracaecum multipapillatum infectando a peces de los
géneros Parachromis, Rhamdia y Hoplias en Latinoamérica. Hasta la fecha
solamente se habia reportado la presencia de Contracaecum a nivel de género, sin
determinar la especie en Parachromis sp (Salgado et al. 2004) en México, y en los
peces Astronotus sp en Brasil (Azevedo et al, 2007) y Oreochromis sp en Peru
(Chiclla et al, 2015 y Serrano et al. 2015)

Las altas prevalencias en algunos de los puntos de muestreo de Guatemala
pueden deberse a su cercania a zonas urbanas y cercania con puntos de
comercializacion de peces. En esos sitios, los habitos relacionados con limpieza y
eliminacién de visceras de peces hacia el rio podrian influir en la presencia de mayor
cantidad de alimento para la fauna acuatica local, y por consiguiente mayor

exposicion de peces depredadores como Rhamdia sp. y Parachromis sp. a visceras
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contaminadas con L3. Esto concuerda con las observaciones de Gea (2015), que
determind estos habitos en puntos de pesca de alta mar y observo una relacion
directa entre la evisceracion y eliminacion de contenidos contaminados con
nematodos al medio ambiente acuético y el aumento de prevalencias y carga

parasitaria por anisakidos en peces de los sitios donde se realizaba esta actividad.

En contraste, los sitios con bajas prevalencias del parasito en peces fueron
aquellos en los que se establecieron niveles de oxigeno inferiores a 2 ppm, el cual
es un valor debajo de lo considerado como 6ptimo (5 a 14 mg/l) para el adecuado
desarrollo de un ecosistema, (Boyd, 2015). Segun Huizinga (1967) y Borges et al.
(2012), un bajo nivel de oxigeno podria provocar migraciones de crustaceos
copépodos, hospederos primarios de C. multipapillatum a otros ecosistemas
acuaticos con condiciones fisicoquimicas mas favorables, disminuyendo asi su

presencia y posible ingestion por peces y disminuyendo posibilidad de infeccion.

La menor cantidad de larvas por pez se determind en Guanacaste, donde los
peces mostraron menor peso Yy longitud en comparacion con los peces de lIzabal,
que reportaron un mayor peso y longitud, detectandose una mayor cantidad de
larvas en estos peces. Esto concuerda con los reportes de Hamman (1999) y Pardo
et al. (2008), que correlacionaron una alta intensidad de infecciéon con una mayor
edad, peso y talla de peces en Serrasalmus spilopleura (Pirafias) y en Hoplias
malabaricus (Guabinas) respectivamente, indicando que los peces mas grandes
poseen habitos alimenticios mas voraces, y por consiguiente, poseen una mayor
predisposicion a ser infectados por Contracaecum. Esta caracteristica la comparten
Parachromis sp., Rhamdia sp., y Hoplias sp., segun los datos aportados por Bussing

(1998), que reportan su naturaleza voraz y depredadora.

También se observod, una alta tendencia de C. multipapillatum por ubicarse
formando quistes en drganos viscerales, mientras que la cantidad de quistes
adheridos en musculatura fue muy escasa, estos resultados son similares a los
hallados por Pardo et al. (2008) y Hernandez et al. (2013), los cuales reportaron una
baja afinidad de las L3 de Contracaecum sp. por adherirse a tejido muscular, y una

fuerte tendencia a la formacion de quistes en O0rganos viscerales, ademas de una
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baja capacidad de migracion desde visceras hacia musculatura una vez que el pez
ha muerto. Esto es importante, pues determina la capacidad infectiva de las larvas

para el ser humano al momento de consumir productos pesqueros.

El presente estudio reporta por primera vez la presencia de Contracaecum
sp, un nematodo zoondtico en peces de agua dulce de las regiones de la provincia
de Guanacaste, Costa Rica y del departamento de Izabal, Guatemala, donde son
comercializados artesanalmente y constituyen una fuente basica de alimentacion
para poblaciones cercanas a rios y lagos. La presencia del neméatodo zoonético en
Centroamérica debe de alertar a los profesionales de la Salud para tomar en cuenta
la Contracecosis como diagnéstico diferencial en casos clinicos donde los
antecedentes incluyan habitos de consumo de carne de pescado cruda o
semicocinada. La ausencia de protocolos diagndsticos puede estar provocando un
sub diagndstico de la enfermedad en el ser humano y se recomienda implementar
politicas de prevencion enfocadas a crear buenos habitos de limpieza y cocina de

platillos a base de carne de pescado y asi prevenir infecciones accidentales.
Conclusiones generales

e Se reportan por primera vez en Centroamérica fases infectivas de C.
multipapillatum en peces de agua dulce (Guapote, Barbudo, Guabina)

capturados mediante pesca artesanal.

e No se encontro diferencia significativa entre las caracteristicas morfolégicas
de las larvas 3 de C. multipapillatum identificadas mediante diagndstico
microscoépico, independientemente del género de pez que infectaron o de la

region geografica en la cual fueron encontrados.

e El andlisis filogenético confirmd alta similitud entre las secuencias de ADN de
los especimenes identificados en Centroamérica con los reportados en

Grecia y California, USA.
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La prevalencia de C. multipapillatum en peces Parachromis sp., Rhamdia sp.,
y Hoplias sp. fue de 16.8% para Guanacaste, Costa Rica y de 25.1% para
Izabal, Guatemala.

No se estableci6 diferencia significativa en la preferencia de infeccion de C.
multipapillatum por un determinado género de pez, pero si se observo una

mayor tendencia de peces infectados del género Parachromis sp.

Se determind la preferencia de ubicacion de L3 de C. multipapillatum en
organos viscerales y menor tendencia por ubicarse en tejido muscular en

peces recién capturados.

No se determin6 una asociacion entre las caracteristicas fisicoquimicas del
agua de los sitios muestreados con peces infectados y la presencia de
infeccion por C. multipapillatum en estos peces.

Recomendaciones generales

Alertar a las autoridades de salud publica, asi como a la poblacién expuesta
por consumo de productos pesqueros artesanales sobre la presencia de C.
multipapillatum en Barbudos, Guapotes y Guabinas de las dos regiones de

Centroamérica donde se desarroll6 el presente estudio.

Desarrollar estudios que permitan identificar otros géneros y especies de la
familia Anisakidae que se encuentren infectando peces, tanto en cuerpos de

agua continentales y ocedanicos de otras regiones de Centroamérica.

Realizar estudios de caracterizacion de nematodos en crustaceos, aves y
otros géneros de peces, sospechosos de integrar el ciclo de vida de C.
multipapillatum en Centroamérica, con el fin de establecer la importancia de
su papel en el ciclo de vida del nematodo y el riesgo que pueden representar

para la salud humana.
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Divulgar los resultados de los estudios realizados sobre presencia de
infeccion de anisdkidos en peces de consumo humano, con el fin de
promover buenas practicas de limpieza de productos de pesca y adecuada
preparacion de alimentos que incluyan carne de pescado cruda o

semicocinada entre la poblacion humana.

Investigar la presencia de infeccion en poblacibn humana que consume

peces infectados en Cafas, Guanacaste e Izabal, Guatemala.

Establecer por medio de nuevos estudios, el ciclo de vida de C.
multipapillatum y los organismos que participan en éste como hospedadores

intermediarios y definitivos en la region Centroamericana.

Promover estudios en otras regiones de Centroamérica para evidenciar si
existe presencia de nematodos anisakidos, que se encuentren afectando a

poblaciones de peces destinadas a consumo humano.
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