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RESUMEN

La enfermedad Anisakidosis es producida por nemétodos parasitos (Anisakis,
Pseudoterranova, Contracacecum e Hysterothylacium) consumidos en el pescado
crudo o semicrudo en cebiche, mariscales o sushi. La poblacién de La Paz, Baja
California Sur, consume lisas Mugil curema y M. cephalus en cebiche y tacos,
peces con altas prevalencia e intensidad de parasitismo por larvas L3 de
Contracaecum multipapilatum sensu lato, lo que podria incrementar el riesgo de
adquirir la enfermedad. Se estudioé la supervivencia de las larvas en diferentes
medios culinarios y los efectos en su organizacién anatbmica mediante la técnica
histolégica convencional y microscopia electrénica de barrido. Se recolectaron 709
larvas de 58 lisas M. curema procedentes del Estero Zacatecas y Balandra. Los
nematodos se mantuvieron en solucion salina al 0.9% (testigo), jugo de limoén y
vinagre al 4% en temperaturas ambiente (24 a 27 °C) y refrigeracion (9°C). Se
cocinaron filetes de pescado con neméatodos en horno de microondas durante 2, 3
y 5 min en temperaturas de 85, 88 y 93°C y en estufa convencional se
empapelaron y cocinaron durante 7 y 10 min de 82 a 90°C. Otros se frieron
durante 5y 7 min de 70 a 82 °C. Se revisaron lisas destinadas para su distribucién
a supermercados, congelados por 7 dias en — 20 a -30°C. En temperatura
ambiente los nematodos tuvieron una supervivencia maxima de 16 dias en
solucion salina, ocho dias en jugo de limén y 42 dias en vinagre. En refrigeracion
perduraron 14 dias en solucién salina, seis dias en jugo de limén y 26 dias en

vinagre. En microondas, y cocimiento en aceite y empapelado se obtuvo la muerte



definitiva igual que en congelacién. Los medios que provocaron mas lesiones
fueron el limoén, vinagre y cocimiento. Los dafios en el tegumento incluyeron
cambios de grosor, aspecto, ruptura y desprendimiento de la cuticula de la
hipodermis; forma irregular de los cordones epidérmicos; desgarre, acortamiento
de las células musculares de tipo celomiario y adhesién de sus fibras contractiles.
La organizacion histolégica del aparato digestivo incluye ensanchamiento de la luz
intestinal y desorganizacion de su arreglo celular. Ademas la deshidratacion del
pseudoceloma. Considerando que para su consumo el tiempo de preparacion de
la carne de pescado y su exposicién al limén o vinagre es de 8 a 10 horas,
probablemente la viabilidad de los neméatodos no se veria afectada en el caso de
ingestion accidental, por lo que se recomienda su cocimiento o congelacion por
mas de una semana de -20 a -30°C y cocimiento posterior. El primer hospedero
intermediario no se encontré en muestras de sedimento (poliquetos, caprelidos,
isbpodos y copépodos) ni en zooplancton, pero en este Ultimo los copépodos
Labidocera trispinosa y Acartia lilljeborgii presentaron larvas de céstodos y
hemidridos respectivamente. En infecciones experimentales los copépodos y
peces pequefios actian como hospederos intermediarios ya que pueden comerse

las larvas del nematodo en vida libre.

Palabras clave: Anisdkidos, Mugil curema, supervivencia, La Paz, BCS. México.
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INTRODUCCION

La Ictiozoonosis son enfermedades transmitidas al ser humano por
bacterias, virus y parasitos (helmintos), por el consumo de pescado,
proveniente de las pesquerias y de la acuicultura. Existe una amplia variedad
de parasitos que pueden infectar a los peces, pero solo un numero
respectivamente pequefio puede causar enfermedades al ser humano (Quijada
et al., 2005).

Entre los causantes de las Ictiozoonosis se encuentran gusanos del
phylum Nematoda que se caracterizan por causar graves enfermedades en el
hombre, tales como algunas especies de la familia Anisakidae [Anisakis
simplex, Pseudoterranova decipienscomplex y Contracaecum (=Thynascaris)
osculatum], que provocan la Anisakidosis (Cabrera et al., 2004). Esta es una
enfermedad del aparato digestivo causada por la ingestion del tercer estadio
larvario (L3) del neméatodo. Basada en la localizaciéon dentro del humano, la
enfermedad se clasifica en anisakidosis gastrica, intestinal y extraintestinal
(pulmon, higado y pancreas). Recientemente se ha descrito la forma gastro-
alérgica que provoca urticaria, angioedema o anafilaxia acompafada de un
cuadro digestivo. Generalmente se distinguen dos etapas: la fase aguda, donde
el cuadro clinico se caracteriza por nauseas y vomitos que se presentan 4 a 6
horas después de la ingestion del pescado infectado o bien, dolor abdominal,
epigastrico y diarrea; la forma intestinal a veces se confunde con una
apendicitis. En la fase cronica se pueden encontrar lesiones ulcerativas o

tumores que a veces son confundidos con cancer gastrico. También se ha



mencionado que estd asociada con asma ocupacional y sintomas
reumatoldgicos (Cabrera et al., 2004 y Quijada et al., 2005).

Los anisakidos adultos son parasitos de mamiferos marinos (ballenas,
delfines y lobos marinos) y de algunas aves piscivoras (pelicanos vy
cormoranes), por medio de sus heces depositan en el mar los huevos
embrionados que contienen el primer estadio larvario, éste muda poco
después, al segundo estadio (L2), esta larva eclosiona en el agua y es ingerida
por un invertebrado crustaceo que actia como primer hospedero intermediario
generalmente copépodos. Los peces que se alimentan de copépodos
parasitados, actian como segundos hospederos intermediarios, donde se
desarrollo al tercer estadio (L3). El parasito completa su ciclo cuando los
hospederos definitivos ingieren los peces o cefalopodos portadores de la larva
L3 completandose el resto del desarrollo hasta la apariciéon de los vermes
adultos (Fig. 1). EI hombre actiia como hospedero accidental, cuando consume
la larva L3 que se encuentra libre o enquistada en los tejidos de peces. En el
hombre el parasito no logra desarrollarse hasta la fase adulta y sélo muda
hasta la larva L4 (Cabrera et al., 2004).

En América Latina se han descrito varias especies de peces como
hospederos intermediarios de anisakidos, dentro de ellas estd Trachurus
murphy, Merluccius hubbsi, Merluccius gayi, Sciaena deliciosa, Trichiurus
lepturus, Pagrus pagrus, Mugil cephalus y M. curema (Quijada et al., 2005).

Por otra parte, M. cephalus Linnaeus, 1758 y M. curema Valenciennes,
1836, peces comunmente llamados lisas, se caracterizan por presentar altas

prevalencias e intensidades promedio de la larva L3 de Contracaecum sp.



Estas especies son muy abundantes en esteros, bahias y sistemas lagunares
(Castro-Aguirre et al., 1999). M. cephalus es cosmopolita de mares templados,
tropicales y subtropicales. En el Océano Pacifico americano, se distribuye
desde California hasta Chile, incluyendo el Golfo de California e Islas
Galapagos. En el Océano Atlantico, desde Cabo Cod a Brasil, incluidos el Golfo
de México y el Caribe (Castro-Aguirre et al., 1999). M. curema se encuentra en
el Pacifico Americano desde bahia Sebastian Vizcaino, Baja California Sur,
México hasta Coquimbo, Chile. En el Atlantico también se encuentra desde
Cabo Cod a Brasil, incluidos el Golfo de México y las Antillas (Castro-Aguirre et
al., 1999). Las dos especies son eurihalinas, presentando movimientos de
penetracion y salidas a lugares dulceacuicolas (Castro-Aguirre et al., 1999). En
México, ambas especies tienen importancia comercial pues se consumen con
frecuencia debido a su bajo costo en tacos, ahumadas y en cebiche
principalmente. Plomozo-Lugo (2010) menciona que la captura de la flota
riberefia en el litoral del Golfo de California en el periodo 2001-2005 fue de 19,
115. 65 toneladas de las especies mas importantes, generando una ganancia
econOmica de $279, 140, 691 millones de pesos, donde la lisa constituye una
de las 4 especies mas importantes con una captura de 2, 103.18 toneladas.
Particularmente el género de Contracaecum (Railliet y Henry 1912)
incluye aproximadamente 100 especies, que se distribuyen a nivel mundial, por
lo general la larva mide entre 4 y 16 mm. En el extremo anterior son
observados tres labios, un diente cuticular conico y ligeramente romo. El poro
excretor abre inmediatamente posterior al diente. Después de los labios hay un

collar formado de anillos cuticulares que separa el cuello del cuerpo, las



anulaciones del collar son interrumpidos por una linea lateral. En el tubo
digestivo pueden destacarse dos ciegos, es decir, uno esofagico y el otro
intestinal. El extremo posterior es conico, la cola post-anal larga con mucron. In
vivo, presenta un color blanco-amarillento y en algunos casos, se encuentran
enrollados sobre si mismos, enquistandose en diversos 6rganos del hospedero
y con movimientos casi nulos (Olivero-Verbel y Baldiris-Avila 2008; Salgado-
Maldonado y Barquin-Alvarez 1978; Thiengo et al., 2000).

En particular, respecto al ciclo de vida de Contracaecum, Anderson
(2000) menciona que las aves piscivoras son los hospederos definitivos de su
fase adulta. Los huevos embrionados en primera fase larvaria se depositan en
el agua, en donde se desarrollan y eclosiona como segunda fase larvaria, con
un diente ventral a la abertura oral, el ventriculo y el ciego ventricular pequefio,
etapa de vida libre hasta ser ingerida por un invertebrado crustaceo,
generalmente copépodos que actlian como primer hospedero intermediario, en
cuyo hemocele aumenta ligeramente su tamafio y un desarrollo parcial de los
organos. Posteriormente los copépodos y otros invertebrados son consumidos
por peces gue sirven como segundos hospederos intermediarios vertebrados
en los que la larva alcanza su tercer estadio, crecen sustancialmente y se
encapsulan en el mesenterio de diferentes 6rganos, se ha demostrado que la

transferencia de las larvas de un pez a otro es posible mediante depredacion

(Fig. 1).
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Figura. 1. Ciclo de vida probable de Contracaecum multipapillatum s. I. (tomado de Salazar,
2011).



La tercera fase larvaria de varias especies de Contracaecum se han
registrado en peces del Golfo de México y América Central, encontrandose
aproximadamente cuatro especies dentro del género, como es el caso de C.
multipapillatum (von Drasche, 1882) morfolégicamente el adulto se caracteriza
por presentar tres labios generalmente de forma hexagonal, interlabios
presentes y bien desarrollados. El es6fago con una reduccion del ventriculo
globular. El ventriculo con un apéndice posterior sélido. Ciego intestinal
presente. Los machos sin alas caudales y hasta 7 pares de papilas postanal,
subventrales y laterales, numerosas papilas preanales, espiculas iguales y
gubernaculum ausente. Las hembras tienen la vulva en la parte anterior del
cuerpo (Navone et al., 2000).

Sin embargo, es dificil identificar a los anisakidos a nivel especie, ya que
algunas de las caracteristicas diagnosticas carecen de valor interespecifico, y
algunas especies morfolégicas forman en realidad complejos de varias
especies diferenciadas genéticamente (Nalder et al., 2005; Mattiucci et al.,
2008; Shamsi et al., 2008; Shamsi et al., 2009). En este caso la larva L3 del
presente estudio, esta dentro del complejo de C. multipapillatum, donde se han
descrito cuatro especies nuevas utilizando la diferenciacion de alozimas y
secuencias, como las de ADN mitocondrial de la subunidad Il del citocromo-
oxidasa (COX2) donde se describe a C. gibsoni y C. overstreeti antes
denominadas C. multipapillatum sp. “A” y C. multipapillatum “B” y con el primer
y segundo espaciador transcrito interno del ADN ribosomal (ITS-1, ITS-2) a C.
multipapillatum sp. “C” y C. multipapillatum sp. “D” (Mattiucci et al., 2006;

Mattiucci et al. ,2010; Shamsi et al., 2008).



Las larvas presentes en las lisas M. cephalus de la Bahia de La Paz
pertenecen a dicho complejo y aparentemente es una especie distinta de las

cuatro ya descritas (Overstreet, 2007 * comunicacion personal).

Descripcion Histologica de los nematodos.

Los nematodos se caracterizan por tener el cuerpo cilindrico, de forma
alargada. La pared corporal esta constituida por una cuticula de tipo acelular
formada principalmente de proteinas secretadas por la epidermis subyacente,
la cuticula esta formada por tres capas principales (zona cortical, zona media y
zona basal), que contienen colageno y otros compuestos, y una epicuticula, la
cual es delgada y puede presentar un recubrimiento de quinona. La epidermis,
también denominada hipodermis porque se encuentra bajo la cuticula, es por lo
general celular, pero puede ser sincicial en algunas especies, presenta cuatro
engrosamientos longitudinales que penetran en el pseudocele y se extienden a
lo largo del cuerpo denominados cordones longitudinales que son una
expansion del citoplasma hacia el interior, formando crestas a lo largo de las
lineas media dorsal, media ventral y medias laterales del cuerpo. Los nucleos
epidérmicos regularmente estan restringidos a estos cordones y se disponen
en hileras. La capa muscular de la pared del cuerpo estd formada en su
totalidad por fibras longitudinales, situadas entre los cordones longitudinales.
Estas fibras pueden ser anchas y planas, o bien altas y estrechas, dependiendo
de la especie. Cada fibra muscular posee un brazo delgado que va de ésta al

cordodn nervioso longitudinal dorsal o ventral, donde se produce la inervacion.

* The University of Southern Mississippi — Gulf Coast Research Laboratory



El pseudocele o pseudoceloma es una cavidad situada entre la pared y
las visceras, se encuentra relleno de un liquido y tejido fibroso. El aparato
digestivo esta dividido en una regién anterior (faringe) y el resto que constituye
el intestino. En corte transversal la faringe muestra una luz cuticular triradiada y
su pared contiene fibrillas musculares arregladas radialmente entre las
superficies externa e interna conteniendo ademas algunas células glandulares.
La pared intestinal presenta pocas células musculares y estd constituido de
epitelio cilindrico. El sistema excretor no posee células flamigeras ni ningun
mecanismo que provoque una corriente; esta formado por canales excretores
en forma de H rodeados de material citoplasmico y con un poro excretor que
parte del tubo comun, los canales se encuentran situados en el espesor de los
cordones laterales epidérmicos (Sherman y Sherman, 1970; Perez-lfigo, 1976;

Harrison y Ruppert, 1991) (Fig. 2).

cordén dorsal
epidermis
sincitial

nervio dorsal

epitelio
intestinal

lumen
intestinal
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lateral
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excretor
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nervio ventral

ventral

Figura. 2. Corte transversal de la morfologia anatomica de los nematodos. (Tomado de
Sherman y Sherman, 1970).



En México no hay registros de infeccion en el humano por nematodos
anisékidos, pero estos datos pueden estar relacionados con la falta de
conocimiento de la poblacion y de la comunidad médica, ya que tiene una
dificultad diagndstica por ser confundida facilmente con otras enfermedades del
tracto gastrointestinal, considerando que el pescado es un organismo que
representa peligro potencial de transmitir enfermedades al humano, causadas
principalmente por helmintos en su muasculo, este proyecto se enfocara en
estimar la supervivencia de la larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. |. en
diferentes medios utilizados en la preparacién culinaria del pescado y sus
cambios en la organizacion tisular derivados de su inmersion en los diferentes

medios.

ANTECEDENTES

El primer caso humano de Anisakidosis que se registré fue por Straub en
1955 en Holanda y descrita por Van Thief (1960) como un caso de anisakidosis
intestinal debido al consumo de arenques crudos o ligeramente salados. Esta
enfermedad también se denominé “enfermedad del gusano del arenque’.
Desde la descripcién del primer caso, se describieron 149 casos mas de
anisakidosis en Holanda entre 1955 y 1967 (Osanz-Mur, 2001).

El primer caso descrito en Norteamérica fue en 1972, donde se identificd
al nematodo causante como perteneciente al género Phocanema
(Terranova=Pseudoterranova) y fue recuperado quirdrgicamente de un

aneurisma de la arteria iliaca (Cheng 1982, In: Osanz-Mur, 2001).



En la actualidad existe una gran variedad de trabajos relacionados con
las enfermedades parasitarias asociadas al consumo de pescado. En los
altimos 10 afios se han incrementado notablemente los casos de Anisakidosis
en diversas partes del mundo (Rello-Yubero et al., 2004).

En Europa se han notificado alrededor de 500 casos anuales, tan solo
en Espafia 120 casos que consultaron por sintomas alérgicos, 96 casos se
implicaron verdaderamente con Anisakis simplex, de los cuales a 24 se les
extrajo uno 0 mas pardsitos del estbmago, a esta entidad la denominaron
Anisakiasis gastro-alérgica diferenciandola de la Anisakiasis géastrica, dado que
los sintomas de hipersensibilidad tras el contacto con el parasito eran mas
intensos y severos que los gastricos. Al parecer el nematodo vivo fue la fuente
antigénica y que necesito fijarse a la submucosa para producir la reaccion de
hipersensibilidad (L6pez-Serrano et al., 2000).

En Estados Unidos se han registrado cerca de 50 casos anuales y solo
en Japdn, se han notificado mas de 2000 al afio que representa el 95% de los
casos que ocurren en el mundo (Cabrera y Trillo-Altamirano, 2004).

Quijada et al. (2005) mencionan que en 1993 se registraron 11,629
casos Y la infeccion humana por esos nematodos fue descrita en Chile, Pert y
Brasil. En Peru se describieron ocho casos; sin embargo, soélo cinco de ellos
fueron confirmados, de éstos, s6lo a tres pacientes se les extrajo el parasito.
Dos de los casos fueron causados por Pseudoterranova decipiens y afectaron
la mucosa gastrica. Otro caso elimin6é la larva  por via bucal de

aproximadamente 20 mm de longitud. El paciente habia ingerido 12 horas
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antes un mariscal y posteriormente a la ingesta relatd dolor epigéstrico
persistente (Torres et al., 2000).

Cabrera y Trillo-Altamirano (2004) proponen varios factores que estan
asociados a la presencia de la anisakidosis en el mundo, debido a la
globalizacion en el consumo del sushi, sashimi y pescado ahumado. También
mencionan que en Peru, la anisakidosis esta asociada al incremento del
consumo de cebiche no solo en los departamentos de la costa, sino en la sierra
y selva, por lo tanto, el nimero de casos humanos estd subestimado y existe la
posibilidad que se incremente en los préximos afos.

Por otra parte, con el fin de evaluar el peligro que representa la
Anisakidosis para la salud publica y sugerir medidas preventivas Anabe-
Bandes et al. (2005) en Venezuela realizaron un estudio para determinar la
prevalencia e intensidad media de parasitismo por las larvas de neméatodos de
la familia Anisakidae, en especies de pescado fresco de mayor consumo. Las
muestras parasitadas fueron la lisa (Mugil curema y M. incilis) y el lebranche
(Mugil liza) con una prevalencia entre 76% Yy 94% y una intensidad media de
13.1 £ 5.2 parasitos /unidad y 10.7 £ 3.6 parasitos/unidad, respectivamente.
Las larvas de nematodos identificados en las muestras de lisa fueron
Pseudoterranova sp. (56%), Contracaecum sp. (48%) y Anisakis sp. (16%) y en
las de lebranche fueron Pseudoterranova sp. (47%), Contracaecum sp. (47%),
Anisakis sp. (16%) e Hysterothylacium sp. (3%) ubicandose principalmente en
el mesenterio y las visceras.

Dentro de las especies de la familia Anisakidae la mas estudiada ha sido

Anisakis simplex y en relacion a su supervivencia en diferentes condiciones, se
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ha encontrado que en procesos de ahumado hasta 40°C las larvas sobreviven.
Los filetes en salmuera suave y escabeche de 6% de sal y 2 a 2.5% de acido
aceético, sobreviven hasta 10 semanas y viven de cinco a seis semanas si la
concentracion de sal se incrementa de 8 a 9%. El cocimiento en estufa del
musculo del pez a 70°C, el cocimiento en microondas aplicando temperaturas
de 65 a77°C o la congelacion a -20°C aseguran la muerte de la larva (Oshima,
1972).

Hierro et al. (2006) estudiaron el efecto de monoterpenos en las larvas
L3 de Anisakis simplex s. |. encontrando alteraciones en la cuticula vy
proyecciones a manera de espinas en todos los tratamientos empleados

Por otra parte Jofré et al., 2008, elaboraron un estudio para buscar
estrategias de prevencion para consumo de pescado, debido a que en Chile se
presentd un caso de ingestion accidental de P. decipiens. Propusieron cocinar
el pescado o mariscos con temperaturas sobre 60°C durante al menos 15
minutos, en horno de microondas a temperaturas mayores a 77° C o bien
congelar el pescado antes de la preparacion a -20 °C por mas de una semana
ya que en salsa de soya puede resistir la larva por 18 horas, en solucién salina
al 1-2% sobrevive por mas de seis meses, al 4,3% siete semanas y al 8-9%
cinco a seis semanas. En acido acético al 1% mas de tres meses.

En el caso particular de Contracaecum (Contracecosis) en el humano,
Schaum y Miller (1967) registraron por primera vez a C. osculatum en un
paciente de Alemania que presentd dos granulomas eosinofilicos en el
intestino. Deardorff y Overstreet (1980) infectaron animales de laboratorio

(roedores) con larvas de C. multipapillatum manifestando varias patologias.
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Vidal et al. (1994) infectaron gatos con larvas de C. multipapillatum
manifestando hemorragias y Ulceras.

Da Silva y Barros 2008 estudiaron la accion in vitro del aceite de citronella
en larvas L3 de Contracaecum sp. como método alternativo para el tratamiento
de esta parasitosis donde encontraron que en exposicidon de mas de dos horas
la larva muere. Ademdas encontraron ruptura cuticular, desintegracion de la
pared intestinal y presencia de algunas proyecciones de los 6rganos hacia la
parte interna del nematodo.

En Baja California Sur el primer trabajo que se realizé para medir la
supervivencia de la larva de Contracaecum sp. de las lisas en diferentes
medios y temperaturas fue por Gémez del Prado-Rosas et al. (2008).
Encontraron que la larva en solucién salina al 0.9% sobrevive cuatro, 12 y 12
dias en temperaturas de 37, 24, 15°C respectivamente. En jugo de limén la
larva sobrevive uno, seis y tres dias y en vinagre al 1% uno, uno y dos dias en

las respectivas temperaturas.

JUSTIFICACION

En México los peces Mugil curema y M. cephalus tienen un alto valor
comercial siendo uno de los recursos de la pesca riberefia mas importantes del
pais. Sin embargo, presentan altas prevalencias e intensidades promedio de
parasitismo por larvas L3 de Contracaecum sp. y aungue en el pais alin no se
conocen casos de Anisakidosis en el humano y debido a los diferentes habitos
de preparacion empleados para el consumo del pescado, es fundamental

conocer la supervivencia en dias de estas larvas en medios culinarios, ante la

13



posibilidad de que la poblacion se encuentre en riesgo de adquirir esta
enfermedad. Por lo anterior, es elemental conocer su ciclo bioldgico, ya que el
parasito lo completa cuando los hospederos definitivos ingieren los peces

portadores de la larva L3,

OBJETIVO GENERAL

Determinar la tasa de supervivencia en dias de la larva L3 de
Contracaecum multipapillatum s. |. en diferentes medios culinarios y conocer

los posibles hospederos intermediarios involucrados en el ciclo de vida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la supervivencia en dias de la larva (L3) de Contracaecum
multipapilatum s. |. de lisas frescas en cuatro medios culinarios: vinagre
diluido 4%, jugo de limén y solucién salina al 0.9% (en temperatura
ambiente y refrigeracion), horno de microondas y cocimiento en estufa (frito
y empapelado en aluminio).

2. Estimar la supervivencia en dias de la larva (L3) de Contracaecum
multipapillatum s. I. en lisas congeladas del supermercado.

3. Describir por métodos histolégicos y microscopia electronica de barrido
los dafos causados a la organizacion de las estructuras internar y los
tejidos de la pared corporal debidos a los diferentes medios culinarios
utilizados en las pruebas de supervivencia.

4. ldentificar el organismo que actua como primer hospedero intermediario

en sedimento de la zona intermareal y en la columna de agua.
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AREA DE ESTUDIO

La Bahia de La Paz, B.C.S., constituye el cuerpo de agua mas extenso
en la costa oriental de la peninsula de Baja California y uno de los mas
importantes en el Golfo de California. Se encuentra situada en la region
suroeste del Golfo de California entre los paralelos 24°45’ y 24°15’ Norte, y los
meridianos 110°15’ y 110°45’ Oeste (Fig.3). La topografia del fondo es variable,
siendo la parte sur relativamente somera (40 m) y la parte norte la mas
profunda con la depresion Alfonso (hasta 450 m). En la boca principal hay un
canal bien definido entre 220 y 320 m de profundidad. El intercambio de agua
entre la bahia y el Golfo de California se realiza a través de la boca principal y
parcialmente por la boca secundaria: el Canal de San Lorenzo (hasta 18 m. de
profundidad) en la parte este de la bahia (Salinas et al., 2003).

El clima es de tipo BW (h’) hw (e’) (Garcia, 1988) seco, semidesértico.
Su temperatura media anual es entre 22°C y 24°C, con régimen de lluvias en
verano y una precipitacion media anual menor de 200 mm (Roden, 1958. In:
Salinas et al., 2003). En verano hay un sistema de brisas que ocasionan
cambios diurnos del viento: los dominantes del sur se desarrollan de marzo a
agosto y son conocidos localmente como Coromueles, mientras que de
septiembre a febrero los vientos provienen del noroeste y se les denomina
Collas. La Cordillera de Baja California es un obstaculo para que los vientos del
noroeste y las brisas del Océano Pacifico penetren libremente a la bahia,
existiendo también la influencia de tormentas tropicales del sur en verano y

frentes frios del norte en invierno (Salinas et al., 2003).
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Balandra cuenta con el manglar mas grande dentro de la Bahia de La
Paz, se localiza en los 24°19’ 15” N y 110°18’45” W. Tiene una superficie de
52.5 hectareas, un cuerpo lagunar de 30 ha. y una comunidad de manglar de
22 ha. Por lo que cuenta con un nimero mayor de especies de peces, debido a
la influencia oceénica a la que esta sometida, a su mayor extension y a la
heterogeneidad de sustratos (Pedrin-Avilés et al., 1992) (Fig. 3).

La Ensenada de La Paz, es una laguna costera que se encuentra al
sureste de la Bahia de La Paz, entre los 24° 06' N y 110° 25’ O. Separada de
la bahia por una barra de arena denominada Mogote y se comunica con ella a
través de un canal de 4 km de longitud por 1-1.5 km de anchura
aproximadamente y 8 m de profundidad. La ensenada tiene una superficie
aproximada de 45 km?, con una profundidad media de 8 m; salinidad promedio
alrededor de 36 %o, lo que le confiere cierto grado de hipersalinidad (Garcia,
1988 y Morales Cabrera, 1982. In: Arreola-Lizarraga y Gonzalez-Navarro,
1996) (Fig. 3).

El Estero Zacatecas se encuentra ubicado en los 24°08 Ny 110°23’ W,
a 9.7 km de la ciudad de La Paz. Se estima que tiene una superficie de 20.2 ha
para la zona intermareal, de la cual 16.2 corresponden al bosque de mangle. El
canal de marea principal tiene una boca de 49.5 m de ancho y 1300 m de

longitud (Gonzalez-Zamorano et al., 2005) (Fig. 3).
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Figura. 3. Area de estudio Balandra y Estero Zacatecas en La Bahia y Ensenada de La Paz,

B.C.S., México.
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METODOLOGIA

Material biologico.

Durante dos temporadas: marzo a junio de 2009 y noviembre de 2009 a
marzo de 2010 se revisaron 40 lisas M. curema frescas donadas por el Sr.
Elias Salazar integrante de la Cooperativa Pesquera del Esterito en La Paz,
BCS y 18 lisas M. curema de noviembre del 2009 congeladas a temperaturas
de -20 a-30 °C durante 15 dias, obtenidas por donacién del centro comercial
Ley provenientes de Bahia Almejas, para la obtencion de nematodos y
realizacion de las pruebas de supervivencia. Las muestras mencionadas se
lograron obtener mediante el apoyo recibido por parte de Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA) y
de la Comision Estatal para la Proteccion de Riesgo Sanitario de la Secretaria

de Salubridad respectivamente.

ldentificacion taxondmica.

Los nematodos encontrados se identificaron morfolégicamente a nivel
genérico con las claves de identificacion de Yamaguti (1961) y Hartwich (1974)
y en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) se realizd
la secuenciacion del primer espaciador interno transcrito, ITS-1 (primers
SS1F/NC13R) y segundo espaciador interno transcrito, ITS-2 (primers
SS2F/NC2R) del ADN ribosomal para compararse con las secuencias de

diferentes especies del género en la base de datos del Gen Bank.
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Su descripcion se baso en 10 ejemplares que se midieron con un ocular
micrométrico anotandose en milimetros (mm) sus tallas minima, méxima y
promedio entre paréntesis.

Parametros ecoldgicos en parasitologia.

Los peces se transportaron en hielera al laboratorio de Parasitologia de
la Universidad Autbnoma de Baja California Sur (UABCS), donde se tomaron
los parametros meristicos del pez (longitud total, longitud patrén y altura).
Posteriormente se disecaron y se reviso detalladamente la serosa y la luz del
estomago e intestino, toda la estructura del higado, rifién, bazo y génadas asi
como la columna vertebral y el musculo dorsal a ella.

En la bitacora se registré la cantidad de nematodos encontrados en cada
uno de los 6rganos de los peces para el analisis de los parametros ecoldgicos
de prevalencia parasitaria e intensidad media de infeccion con el criterio de
Bush et al. (1997) en donde:

La prevalencia parasitaria es el porcentaje de la poblacion de
hospederos parasitados, respecto a la poblacion de hospederos revisados:

No. de Hospederos infectados
Prevalencia (%) = ¥ 100

No. de Hospederos examinados

La intensidad media de infeccion es la cantidad de parasitos de una

especie encontrados en cada hospedero parasitado:

No. de larvas

Intensidad media de infeccion =
No. de Hospederos infectados
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Los neméatodos encontrados en cada uno de los peces se colocaron en
cajas de Petri agregando 2 ml de solucién salina al 0.9% para mantenerlos
vivos y someterlos a los diferentes medios en los que se midio su supervivencia

en términos de duracién en dias.

Supervivencia de nematodos en lisas frescas.

Para la realizacion de las pruebas de supervivencia se manejo un total de
10 neméatodos en cada medio con el que se trabajé y que se mencionan a
continuacion. En todos se midio el pH y se realizaron recambios de cada medio
diariamente durante los dias que se mantuvieron vivos los neméatodos. Se
hicieron dos réplicas de cada una de las siguientes pruebas:

1. Vinagre diluido al 4 %

2. Jugo de limoén

3. Solucion salina al 0.9%

4. Cocimiento en horno de microondas

5. Cocimiento en aceite comestible en estufa normal

6. Cocimiento al vapor (empapelado en aluminio)

En los tres primeros medios, la supervivencia de los helmintos se midié
tanto en condiciones ambientales como en condiciones de refrigeracion (9° C),
ya que los habitos culinarios comunes requieren de varias horas para el
cocimiento del pescado. En todos los dias se tomdé la lectura de la temperatura
ambiental. Como medio testigo se tomd a la solucién salina al 0.9% en

temperatura ambiente.
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Respecto al horno de microondas, los nematodos se colocaron dentro de
un filete de lisa y se sometieron a su cocimiento en la maxima potencia, en tres
tiempos (2, 3 y 5 min), y se tomé la temperatura del filete una vez terminado
cada uno de los tiempos de exposicion mencionados.

En cuanto al cocimiento en aceite comestible se realiz6 en una estufa
normal de marca RIVAL con llama media, los neméatodos se colocaron en
filetes, se doblaron y se dejaron durante cinco y siete minutos, que es el tiempo
estimado en el que se cuece la carne fileteada sin llegar a dorarse. Se tomoé la
temperatura de cada uno de los filetes cocidos.

En el cocimiento al vapor (empapelado en aluminio), también se
colocaron los nematodos en filetes, se doblaron, se envolvieron en papel
aluminio y se dejaron cocer por ambos lados durante cinco y siete minutos. Se
tomé la temperatura de cada uno de los filetes cocidos.

Los neméatodos muertos se colocaron en frascos viales con alcohol etilico
70% para su fijacion y conservacion con los datos correspondientes anotados

en la etiqueta respectiva.

Supervivencia de nematodos en lisas congeladas.
Después de su descongelamiento natural, se realizé la disecacion
correspondiente para la busqueda de los parasitos. Los neméatodos
encontrados se fijaron en alcohol al 70% y se anot6 la informacion relacionada

con su procedencia, tiempo y temperatura de congelacion.
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Técnica histoldgica.
Las larvas que se sometieron a la técnica histologica fueron aquellas

que sobrevivieron mas tiempo en cada uno de los medios empleados (5 min a

42 dias), las cuales se fijaron en alcohol etilico 70%, se cortaron en tres

fragmentos (anterior, medio y posterior) y se sometieron a cada uno de los

siguientes pasos:

a. Se deshidrataron en el procesador de tejidos en una serie de alcohol etilico
gradual (70%, 80%, 90%, 96% y tres cambios de 100%) durante una
hora en cada uno.

b. Se transparentaron con solucion alcohol etilico absoluto/Citrisoly (1:1) y
Citrisoly puro durante 30 minutos.

c. Se infiltraron con una solucién citrisolv/parafina (Paraplast) (1:1) 30 minutos,
y dos cambios de parafina a 60° C por dos horas.

d. Se incluyeron en moldes para cortes en parafina empleando parafina con 60
grados de fusién en un centro de inclusion.

e. Los cortes transversales de 4 micras se realizaron con un micrétomo de
rotacion Richert-Jung 2040.

f. Obtenidos los cortes, se pasaron a un bafio de flotacion conteniendo agua y
gelatina a 40°C para ser colocados en sus respectivos portaobjetos.

g. Los cortes se tifieron con hematoxilina de Weigert-eosina, aclarados en
Citrisoly y montados en preparaciones permanentes con Cytoseal.

h. Se tomaron micrografias con un sistema digital de captura de imagenes

acoplado a un microscopio Nikon optiphot 2, asi como las medidas en
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micras (um) del didmetro del eje dorso-ventral y del eje lateral de los

cordones epidérmicos.

Técnica de microscopia electrénica de barrido (MEB).

Esta actividad se llevd a cabo en el laboratorio de microscopia
electronica de barrido del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y de la UABCS. Los
nematodos fijados en alcohol etilico 70% se sometieron a una serie de
alcoholes graduales para su completa deshidratacién, manteniéndolos 30 min.
en cada uno de ellos hasta llegar al de 100% y se realizaron dos cambios en
cada tipo de alcohol. Posteriormente se sometieron al proceso de secado
critico con CO; en un aparato Samdri 795. Cada ejemplar se colocé en su
respectivo portamuestras y se sometieron al recubrimiento con oro en una
ionizadora Jeol Fine Coat ion sputter JFC-1100.

Finalmente, el 90% de las micrografias se obtuvieron con un microscopio
electronico de barrido Jeol JSM-6360 LV procedente de la UNAM y el 10% de
las microfotografias con un microscopio electronico de barrido Hitachi s-2300
de la UABCS. En ambos casos las escalas de las imagenes se anotaron en

micras (um)

Primer hospedero intermediario.
Sedimento
Se realizaron transectos de 50 metros en la zona intermareal de Balandra

y del Estero de Zacatecas, cada mes durante febrero a julio 2009. Se tomé una
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muestra de sedimento con la ayuda de un nucleador, cada 5 metros. El
sedimento obtenido se colocd en un frasco de plastico y tapa enroscable en el
que se fijo con formol al 10%.

Posteriormente, en el laboratorio se separaron los organismos del
sedimento usando dos métodos: el proceso de elutriacion y la técnica de
Baermann. El primero consiste en la separacion mediante centrifugacion de
particulas basado en el tamafio de las mismas (Flores-Chavez et al., 2009). Se
utilizé un sistema con un dispositivo de decantacion que somete una corriente
de flujo de aire, donde las particulas més ligeras son llevadas hacia arriba,
mientras que las particulas relativamente mas pesadas caen en el tamiz y con
la velocidad y turbulencia de la corriente de aire mejora la accién de separacion
(Fig. 4a). El segundo es empleado para la busqueda de helmintos en heces
(Pereira-Lima y Delgado, 1961), en este caso, se adecuo para el sedimento,
donde se utiliz6 un embudo con papel filtro, se colocé el sedimento y después
se le agreg6 agua caliente para filtrarlo, el contenido se deposité en una vaso
de precipitado (Fig. 4b).

Los organismos encontrados en los dos métodos se fijaron en alcohol
etilico anhidro 70% y se observaron en el microscopio estereoscopico para
buscar los nematodos. En el caso de duda de la presencia del parasito en
alguno de ellos, se colocé en salicilato de metilo para su aclaracion y su

identificacion.
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Figura 4. Métodos de separacion de sedimento. a Proceso de elutriacion. b Técnica de
Baerman.

Zooplancton

Se revisaron cinco muestras de zooplancton de la Bahia de La Paz (tres de
junio 2008 y dos de febrero 2009) obtenidas mediante arrastres superficiales
durante la marea mas alta; con una red conica de 60cm de didmetro de boca 'y
luz de malla de 333 pm, equipada con un flujdmetro. Las muestras de
zooplancton fueron facilitadas por el laboratorio de Plancton del Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR).

Para la busqueda del primer hospedero intermediario, se observaron las
muestras de zooplancton en el microscopio estereoscoépico, separandose los
crustaceos parasitados de los sanos. La identificacion taxonémica de los
crustaceos parasitados fue realizada por el Dr. Sergio Hernandez Trujillo del
CICIMAR.

Posteriormente los crustaceos parasitados se disecaron para la extraccion
de sus parasitos los cuales se tifieron con acetocarmin, se transparentaron con
salicilato de metilo y se montaron en preparaciones permanentes con resina
sintética para su posterior identificacibn taxondmica con la literatura

especializada.
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RESULTADOS

ldentificacion taxondmica del nematodo.

Se obtuvieron secuencias de 186 pares de bases (pb) del ITS-1y 231 pb
del ITS-2, con homologias de 90% (167/186 pb) y 96% (220/231 pb)
respectivamente, lo que indica que las larvas de neméatodos encontradas en las
lisas M. curema pertenecen al complejo C. multipapillatum y deben ser

referidas como C. multipapillatum sensu lato.

Descripcion de la larva de Contracaecum multipapillatum s. I.

Descripcion y medidas basadas en 10 especimenes. Cuerpo de forma
cilindrica con extremo anterior mas romo que el posterior el cual es coénico
terminando en una punta denominada mucroén (Figs. 5a y 5d). La longitud total
es de 17.20 a 23.21 (20.63) con un grosor de 0.76 a 0.94 (0.81). La cuticula es
gruesa con finas estriaciones transversales muy marcadas en el extremo
anterior del cuerpo, después de los labios se observan aproximadamente 32
anillos cuticulares que conforman el collar que delimita el cuello del cuerpo
(Figs.5c y 5b). En el extremo anterior se observan 3 labios de forma
redondeada, un dorsal con dos papilas y dos subventrales cada uno con una
papila, entre la base de estos ultimos se encuentra situado un diente cuticular
conico. El poro excretor abre posterior al diente (Figs. 5b, 5c, 6a, 6b). El anillo
nervioso se encuentra a una distancia de 0.22 a 0.45 (0.34) del extremo
anterior del cuerpo. El tubo digestivo esta conformado por una faringe muscular
en su mayor extension y un ventriculo glandular pequefio y esférico con una

longitud total que incluye a las dos regiones de 2.68 a 3.82 (3.17) y de ancho
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en la regiébn muscular de 0.10a 0.19 (0.13). Del ventriculo parte el ciego
esofagico con una longitud de 0.77 a 1.72 (1.08) y de ancho 0.10 a 0.19 (0.13).
El intestino expone un ciego anterior con una longitud de 2.16 a 3.07 (2.56) y
un ancho de 0.22 a 0.30 (0.27) méas grande que el ciego esofagico (Fig. 5a). El
intestino termina en el recto y ano, observandose tres glandulas rectales. El
ano estd situado a una distancia de 0.11 a 0.24 (0.17) del extremo posterior

(Fig.5d).
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Figura 5. Larva L3 de C. multipapillatum s. I. de M. curema. a. Region anterior del neméatodo
gue muestra anillo nervioso (an), faringe (f), ciego intestinal (c.i), ventriculo (v), ciego esofagico
(c.e) e intestino (i) (10X). b. Detalle del extremo anterior que muestra diente (d), poro excretor
(pe), labios (1) y faringe (f) (40X). c. Detalle de los labios en vista apical que muestra diente (d),
poro excretor (pe), linea lateral (It), labios (I) y collar (c) (10X). d. Extremo posterior que muestra

glandulas rectales (g.r), recto (r) y mucrén (m) (40X).
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Figura 6a. Extremo anterior de Contracaecum multipapillatum s. I. que muestra diente (d),

papilas de los labios (p) y labios (I) (10X).

Figura 6b. Micrografia electrénica de barrido del extremo anterior de la larva L3 de
Contracaecum multipapillatum s. I. muestra poro excretor (pe), labios (I) papilas de labios (p),
diente (d), abertura oral (ab) collar (c) y linea lateral (It).
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Pardmetros Ecoldgicos en Parasitologia.

De las 40 lisas M. curema frescas revisadas en el periodo de marzo a junio
de 2009 se obtuvieron 201 larvas, con una prevalencia de parasitacion de 95%
y una intensidad media de 10.5 parasitos y en el periodo de noviembre de 2009
a marzo de 2010 se encontraron 476 larvas, obteniendo una prevalencia de
parasitacion del 100% y una intensidad media de 23.8 parésitos. De las 18 lisas
congeladas que se revisaron se encontraron 32 larvas muertas, la prevalencia
de parasitacion fue de 77.7% y la intensidad media fue de 2.2 parésitos.

De los 6rganos revisados de los peces frescos en el periodo marzo-junio
2009 los mas parasitados fueron el intestino con 83 parasitos y el musculo-
columna vertebral con 75 parasitos (Fig. 7), en el periodo noviembre de 2009-
marzo 2010 el masculo-columna vertebral con 223 parasitos y el intestino con
121 parasitos (Fig. 7). De los peces congelados los érganos mas parasitados

fueron el masculo-columna e higado con 14 parasitos (Fig. 7).
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Figura 7. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en diferentes 6rganos de M. curema.
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Supervivencia.

Las larvas L3 recolectadas de las 40 lisas se sometieron a los diferentes
medios, donde se encontré que en temperaturas de 24 a 26°C sobrevive 16
dias en solucion salina 0.9%, en jugo de limén 8 dias y 42 dias en vinagre al
4%. En cambio, en temperatura de 9°C sobrevive 14 dias en solucion salina
0.9%, en jugo de limon 6 dias y 26 dias en vinagre 4%. El medio donde la
supervivencia fue mayor en vinagre tanto en temperatura ambiente y
refrigeracion (Fig.8).

Por otra parte, en el proceso de cocimiento de los filetes en microondas
y en estufa con aceite y empapelados con temperaturas de 70 a 90 °C las
larvas murieron inmediatamente (Tabla 1). Asi como las encontradas en los

peces congelados por siete dias en temperaturas de -20 a-30 °C.

Larva L3

10 T° Ambiente (24 a 26 °C) 10 - T° Refrigeracion (9°C)
8 g |
6 - 6 |
4 A 4
2 A 5 |
0 T T L e N 0 T T L
1 6 11 16 21 26 31 36 41 1 6 11 16 21 26 31 36 41
Dias Dias
Vinagre 4% Jugo de limdn =&-5Solucion Salina9%

Figura 8. Supervivencia de larvas L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en dias de los
diferentes medios y temperaturas.
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Tabla I. Supervivencia de C. multipapillatum s. I. en el medio de cocimiento con sus respectivas
replicas. Tiempo en minutos (T), temperatura en grados centigrados (°C) y supervivencia (S)

Control

T °C
Microondas

2 85

3 88

5 93
Aceite

5 70

7 82

Empapelado
7 82

10 90

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

10

Réplicall

°C

85

88

93

70

82

82

90

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

10

Réplicalll

°C

85

88

93

70

82

82

90

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

Muertos

33



Descripcion histoldgica de cortes transversales de Larva L3 y de la pared

del cuerpo por microscopia electronica de barrido.

De la evaluacién de los cortes histolégicos de las larvas expuestas en los
diferentes medios utilizados para conocer la supervivencia en dias, se encontré
que en solucién salina al 0.9% (testigo) en temperatura ambiente con un
diametro en el eje dorso-ventral de 640.22 y en el eje de los cordones laterales
de 651.61 muestra que la cuticula esta totalmente adosada a la hipodermis,
con grosor y aspecto uniforme, las células musculares de tipo celomiario con
aspecto homogéneo, bien delimitadas, las fibras contractiles y la zona apical no
contractil. El digestivo con muchas células caliciformes y ciego esofagico
presente. Probablemente glandula excretora (Fig. 9a).

Los organismos en solucion salina al 0.9% (testigo) en temperatura
ambiente sometidos a la técnica de MEB, muestran en la cuticula del extremo
anterior separacion y ruptura de los anillos cuticulares del collar, en cambio, el
extremo posterior se observa que la cuticula tiene un aspecto uniforme (Figs.

9b y 9c).
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Figura 9. Larva L3 Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de solucién salina 0.9% en
temperatura ambiente. a. Corte histologico de la parte anterior de la region media del cuerpo.
Cuticula (c), corddn longitudinal (cl), intestino (i), ciego esofagico (ce), fibras contractiles (fi),
porcion sarcoplasmica (sa). glandula excretora (ex). 96X. b. Micrografia electrénica de barrido
del extremo anterior La flecha indica la separacion de los pliegues cuticulares del collar. 300X.

c. Micrografia electrénica de barrido del extremo posterior. 400X.
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Los organismos en solucion salina al 0.9% en temperatura de
refrigeracion con un diametro en el eje dorso-ventral Fig. 10a de 656.21 y Fig.
10b 656.80 el eje de los cordones laterales Fig. 10a de 625.11 y Fig. 10b
627.58, no sufren cambios muy notables respecto a lo mencionado en
temperatura ambiente. La cuticula esta totalmente adosada a la hipodermis. La
pared del digestivo con células cilindricas con nucleos basales y se observa el
ciego esofagico. (Fig. 10a). Las células celomiarias bien delimitadas
distribuidas en 4 grupos separados por los cordones epidérmicos dorsal,
ventral y laterales (Fig. 10b).

En el MEB, la cuticula de las larvas en solucion salina al 0.9 % en
temperatura de refrigeracion se observa con ligeras separaciones de los
pliegues cuticulares del collar e invaginaciéon de los labios, después del collar la
cuticula tiene un aspecto uniforme al igual que en el extremo posterior (Figs.

10c y 10d).
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Figura 10. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. |. en el medio de solucion salina al
0.9 % a temperatura de refrigerador. a. Coste histolégico de la parte anterior de la regién media
del cuerpo y b. Corte histolégico de la parte posterior de la regiébn media del cuerpo. Cuticula
(c), cordon longitudinal (cl), intestino (i), ciego esofagico (ce), fibras contractiles (fi), porcion
sarcoplasmico (sa). 96 X. c. Micrografia electronica de barrido del extremo anterior. La flecha
indica la separacién de los pliegues cuticulares del collar. d. Micrografia electronica de barrido
del extremo posterior.
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Los neméatodos expuestos en jugo de limén en temperatura ambiente
con un diametro en el eje dorso-ventral de 468.13 y en el eje de los cordones
laterales de 444.92, presenta la cuticula con ligero adelgazamiento en algunas
zonas Yy evidente separacion de la hipodermis. Los cordones epidérmicos
laterales con forma irregular y no adosada a la cuticula. Las fibras contractiles
con ligeras lesiones, se ven mas cortas, no se observa la region apical de las
células solo las fibras contractiles basales. El digestivo con algunas células
caliciformes y las células cilindricas con nudcleos basales y ciego esofagico
presente. También se observa probable esbozo del ovario (Fig. 11a).

Los neméatodos expuestos en jugo de limén en temperatura ambiente, en
el MEB se observa la cuticula del extremo anterior con ligeras separaciones de
los pliegues cuticulares y descarapelamiento en algunas zonas, los labios se
ven invaginados. El extremo posterior la cuticula tiene un aspecto uniforme

(Figs. 11by 11c).
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Figura 11. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. |. en el medio de limén en
temperatura ambiente. a. Corte histolégico de la parte anterior de la regién media del cuerpo.
Cuticula (c), corddn longitudinal (cl), intestino (i), ciego esoféagico (ce), ovario (ov), fibras
contractiles (fi). 96X. b. Micrografia electrénica de barrido del extremo anterior. Las flechas
sefialan la invaginacion de los labios y separacion cuticular del collar. c. Micrografia electronica

de barrido del extremo posterior.
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Las larvas que estuvieron en jugo de limén en temperatura de
refrigeracion con un didmetro en el eje dorso-ventral de 435.65 y en el eje de
los cordones laterales de 418.71, muestra la cuticula separada de la
hipodermis en algunas zonas. No se observa la regién citoplasmica apical de
algunas células musculares manteniéndose solamente las fibras contractiles
acortadas. El digestivo presenta las caracteristicas histolégicas generales
descritas anteriormente asi como el ciego esofagico y la presencia del esbozo
del ovario (Fig.12a).

En los organismos expuestos en jugo de limén en temperatura de
refrigeracion sometidos al MEB, se observa la cuticula rota en algunos anillos
gue conforman el collar (Fig. 12b). El extremo posterior tiene el mismo aspecto

gue el de los ejemplares de temperatura ambiente (Fig. 12c).
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Figura 12. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de jugo de limén a
temperatura de refrigeracion. a. Corte histolégicos de la parte anterior de la regién media del
cuerpo. Cuticula (c), corddn longitudinal (cl), intestino (i), ciego intestinal (ci), fibras contractiles
(fi), porcion sarcoplasmica(sa), ovario (ov). 96 X. b. Micrografia electronica de barrido del
extremo anterior. La flecha indica las zonas de ruptura cuticular del anillo. 400 X. c. Micrografia
electrénica de barrido del extremo posterior. 400 X.
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Los cortes histolégicos de las larvas del medio de vinagre al 4%en
temperatura ambiente con un diametro del eje dorso-ventral de 552.16 y del
eje de los cordones laterales de 499.43, la cuticula se observa con
adelgazamiento en algunas zonas y ligera separacion de la hipodermis. Los
cordones epidérmicos laterales con forma irregular. Las fibras contractiles se
ven mas cortas y angostas y algunas zonas no se aprecia la region apical no
contrctil. El digestivo con pared ligeramente desintegrada se observan el ciego
esofagico y el posible esbozo del ovario (Fig. 13a).

La cuticula de los organismos expuestos a vinagre al 4% en temperatura
ambiente, observadas en el MEB, muestran que en la regién del extremo
anterior se observa con aspecto homogéneo, los pliegues cuticulares son
uniformes, en cambio el extremo posterior presenta en algunas zonas lesiones

de quemaduras y ruptura (Figs. 13b y 13c).
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Figura 13. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. . en el medio de vinagre en
temperatura ambiente. a. Corte histolégico de la parte anterior de la region media del cuerpo
Cuticula (c), corddn longitudinal (cl), intestino (i), ciego intestinal (ci), fibras contractiles (fi). 96X.
b. Micrografia electrénica de barrido del extremo anterior. La flecha indica la linea lateral que
modifica la interrupcion de los anillos cuticulares del collar. c. Micrografia electrénica de barrido
del extremo posterior.
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Los organismos expuestos en vinagre 4% en temperatura de
refrigeracion con un didmetro del eje dorso-ventral de 492.25 (Fig. 14a) y
443.58 (Fig. 14b) y el eje de los cordones laterales de 624.32 (Fig. 14a) y
443.87 (Fig. 14b). En la primera figura los cordones epidérmicos estdn mejor
definidos y se observa el ciego esofdgico y aparentemente un esbozo del
ovario. La segunda figura indica una regién mas posterior en donde el intestino
también muestra cierta destruccion de su pared, ademas el pseudoceloma se
deshidrato haciendo que el intestino se mantenga en contacto con las fibras
musculares.

En el MEB, se observa que los organismos expuestos en vinagre 4% en
temperatura de refrigeracidon tienen la cuticula del extremo anterior con ligera
separacion y ruptura de algunos pliegues que conforman el collar. La cuticula

del extremo posterior se observa uniforme (Figs. 14c y 14d).
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Figura 14. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de vinagre en
temperatura de refrigeracion. a. Corte histolégico de la parte anterior de la regién media del
cuerpo y b. Corte histolégico de la parte posterior de la regién media del cuerpo. Cuticula (c),
cordén longitudinal (cl), intestino (i), ciego intestinal (ci), ovario (ov), fibras contractiles (fi),
porcion sarcoplasmica (sa). 96X. c. Micrografia electrénica de barrido del extremo anterior. La
flecha indica la linea lateral que modifica la interrupcién de los anillos cuticulares del collar. d.
Micrografia electronica de barrido del extremo posterior.
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En las larvas que se cocinaron en microondas con un diametro del eje
dorso-ventral de 427.02 y del eje de los cordones laterales de 788.68, se
observa que la mayor parte de la cuticula estd adosada sobre la hipodermis.
Los cordones epidérmicos laterales con forma irregular adosados a la
hipodermis y alcanzan a tocar el borde externo del intestino. Por la
deshidratacion sufrida las fibras contractiles de las células musculares estan
muy cortas y adheridas entre si y su region apical al canzan a tocar el borde
externo del intestino. Este tiene un mayor diametro y las células musculares
alteradas con aspecto granuloso tienen un orden similar a las celdas de un
panal (Fig. 15a).

En el MEB las larvas que se cocinaron en microondas se observa que la
cuticula de la region después del collar tiene un aspecto homogeneo, el
extremo anterior estd cubierto por el musculo del pescado. En el extremo
posterior se ve que la cuticula presenta algunas lesiones ligeras de

guemaduras y ruptura provocada por el cocimiento (Figs. 15b y 15c).
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Figura 15. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de microondas. a. Corte
histoldgico de la parte posterior de la regién media del cuerpo Cuticula (c), cordén longitudinal
(cl), intestino (i), fibras contractiles (fi), porcion sarcoplasmica (sa). 80X b. Micrografia
electrénica de barrido del extremo anterior. La flecha sefiala la region después del collar. c.
Micrografia electrénica de barrido del extremo posterior. La flecha indica zonas del extremo
posterior con lesiones de quemaduras.
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Por otra parte las larvas que se expusieron en cocimiento en aceite con
un didmetro del eje dorso-ventral de 586.11 um y del eje de los cordones
laterales de 632.60 pm, presentan una cuticula con grosor variable y
separacion de la hipodermis en algunas zonas. Los cordones epidérmicos
laterales con forma irregular, de aspecto no homogéneo y tocan el borde
externo del intestino. Las fibras contractiles de las células musculares, son mas
cortas en las zonas cercanas a los cordones laterales pero estan alargadas en
la mayoria de su extension, la region apical de las células también alcanzan el
borde externo del intestino por la deshidratacion producida. En el intestino las
células de la pared presentan una desintegracion y desgarramiento en algunas
zonas, el ciego esofagico con un ligero desorden de las células y la presencia
del esbozo del ovario pegado a la pared del intestino (Fig. 16a).

En el MEB las larvas que se cocinaron en aceite la cuticula del extremo
anterior presenta separacion y ruptura de los pliegues, en algunas zonas éstos
tienen descarapelamiento y los labios estan invaginados. En algunas zonas del

extremo posterior se observan lesiones de quemaduras (Figs. 16b y 16c).
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Figura 16. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de cocimiento en aceite.
a. Corte histologico de la parte anterior de la region media del cuerpo. Cuticula (c), corddn
longitudinal (cl), intestino (i), ciego esofagico (ci), ovario (ov), fibras contractiles (fi), porcién
sarcoplasmica (sa). 96X. b. Micrografia electrénica de barrido del extremo anterior. La flecha
indica ruptura y descarapelamiento de los pliegues cuticulares del collar. 500X. c. Micrografia
electrénica de barrido del extremo posterior. La flecha sefiala lesiones de quemadura. 600X.
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En los especimenes que se empapelaron con un diametro del eje dorso-
ventral de 480.88 y del eje de los cordones laterales de 434.45, se puede ver
que la mayor parte de la cuticula estd adosada a la hipodermis, con aspecto
uniforme en la zona de mayor grosor y mas adelgazada en la zona opuesta.
Los cordones epidérmicos laterales con forma irregular. La regién citoplasmica
de las células musculares esta en contacto con el mesénquima laxo del
pseudoceloma, alcanzando el borde externo del intestino debido a la
deshidratacion producida. Las fibras contractiles musculares se ven acortadas
y adheridas entre si en la zona de mayor grosor de la cuticula. El arreglo de las
células de la pared del intestino tienen una desintegracion mayor (Fig. 17a).

En el MEB, los nematodos que se empapelaron y cocinaron, muestran
qgue la cuticula en algunas zonas presentaron descarapelamiento y separacion
de los pliegues cuticulares que conforman el collar y el extremo posterior tiene

zonas con lesiones graves de quemaduras (Figs. 17by 17c).
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Figura 17. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de cocimiento en
empapelado en aluminio. a. Corte histolégico de la parte posterior de la region media del
cuerpo. Cuticula (c), corddn longitudinal (cl), intestino (i), ciego intestinal (ci), fibras contractiles
(fi), porciéon sarcoplasmica (sa). 96X. b. Micrografia electrénica de barrido del extremo anterior.
La flecha indica la separacion de los pliegues cuticulares del collar. ¢c. Micrografia electrénica
de barrido del extremo posterior. La flecha sefiala las lesiones de quemadura causadas por el
medio. La flecha sefiala lesiones de quemadura. 600X.
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En cambio los nematodos que se sometieron a congelamiento el
diametro del eje dorso-ventral de 780.42 y del eje de los cordones laterales de
811.48, la cuticula se ve adosada a la hipodermis en la mayor parte de su
extension, con aspecto uniforme. Los cordones epidérmicos laterales con forma
irregular y adosados a la hipodermis y uno de ellos alcanza el borde externo del
intestino. Las fibras contractiles de las células musculares mas cortas en una
zona y alargadas en la otra y muy adheridas entre si, la regién apical de las
células también alcanzan el borde externo del intestino. Las células de la pared
del intestino con nucleos basales y arreglo uniforme y se observa probable
glandula excretora (Fig. 18a).

En el MEB las larvas sometidas a congelamiento se observa ruptura
cuticular y pérdida de las estriaciones cuticulares del collar, la morfologia de los
labios no se distingue (Fig. 18b). El extremo posterior aparentemente muestra

ligera ruptura de la cuticula (Fig. 18c).
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Figura 18. Larva L3 de Contracaecum multipapillatum s. I. en el medio de congelacion. a. Corte
histolégico de la parte anterior de la regién media del cuerpo. Cuticula (c), cordén longitudinal
(cl), intestino (i), fibras contractiles (fi), porcién sarcoplasmica (sa). 9 X. b. Micrografia
electrénica de barrido del extremo anterior. La flecha indica la localizacion de los labios. 400 X.
c. Micrografia electronica de barrido del extremo posterior. 300 X.

53



De la observacién de los cortes histolégicos se encontré que los medios
que provocan mas lesiones son el limén, vinagre y cocimiento. Las lesiones
incluyeron la ruptura de la cuticula, separacién de la hipodermis asi como
cambios en su grosor. Los cordones epidérmicos tuvieron forma irregular. En
las células musculares se observé acortamiento y adhesion de las fibras
contractiles y presencia variable de la region citoplasmica no contrdctil
incluyendo su desaparicion. La organizacion histologica del aparato digestivo
incluye cambios en su volumen y desorganizacion del arreglo celular incluida
su desintegracion. En relacion al pseudoceloma el cambio mas notable fue su
desaparicion por estar ocupado completamente por las células musculares y el
digestivo (Fig. 18 a, d, g, jy n).

Respecto a las observaciones con el MEB se encontré que los medios
gue provocan mas lesiones en la cuticula son el jugo de limén y cocimiento.
Las lesiones incluyeron separacién de los pliegues que conforman el collar,
descarapelamiento y ruptura de la cuticula e invaginacion de los labios. La
zona mas lastimada en los diferentes nematodos sometidos a los medios fue el
extremo anterior, ya que el extremo posterior solo presentd algunas lesiones de
guemaduras en los medios de vinagre y cocimiento, la parte intermedia del

cuerpo muestra un aspecto homogéneo (Fig. 18 b, c, e, f, h, i, k, I, oy p).
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Figura 19. Cortes histolégicos (linea superior) y micrografias electrénicas de barrido del extremo anterior (linea media) y posterior (linea inferior) de
la larva L3 de Contracaecum multipapillatum s.l. Cuticula(c), Cordén longitudinal (cl), Intestino (i), Ciego esofagico (ce), Fibras contractiles (fi),
Porcion sarcoplasmica (sa). Glandula excretora (ex). Las flechas sefialan los dafios ocasionados por los medios.
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Primer hospedero intermediario.

Se obtuvieron 60 muestras de sedimento de las zonas del Estero de
Zacatecas y de Balandra recolectadas en el periodo febrero a julio de 2009. De
estas muestras 40 de los meses de febrero, marzo, abril y mayo se tamizaron
mediante el proceso de elutriacion, donde se encontraron poliquetos, isopodos,
caprelidos y copépodos sanos (Tabla II).

De los meses de junio y julio, las 20 muestras recolectadas se tamizaron
con la técnica de Baermann, donde se obtuvieron nematodos de vida libre y

copépodos no parasitados (Tabla Il1).

Tabla Il. Organismos encontrados en las muestras de sedimento con el

proceso de elutriacion.

Estacion Poliquetos Caprelidos Copépodos  Is6podos Total

Balandra 106 5 86 18 215

E. Zacatecas 66 6 49 13 134
Total 172 11 135 31

Tabla Ill. Organismos encontrados en las muestras de sedimento con la
técnica de Baermann.

Estacion Nematodos Copépodos Total
de vida libre
Balandra 46 22 68
E. Zacatecas 68 18 86
Total 114 40

56




Resultados

(o<

De las muestras de zooplancton de la columna de agua de la Bahia de
La Paz revisadas se encontraron larvas de peces, eufalsidos y quetognatos no
infectados por nematodos. Sin embargo, en las muestras de febrero 2009 se
encontraron 38 copépodos de la especie Labidocera trispinosa infectados
probablemente con céstodos (Fig. 20) y de las muestras de junio 2008 se
encontraron 15 copépodos de la especie Acartia lilljeborgii infectados por

metacercarias de hemiuridos (Fig. 21).

Figura 20. Labidocera trispinosa con un parasito en el hemocele
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Figura 21. Acartia lilljeborgii con un parasito en el hemocele

Durante el periodo del tiempo de las actividades mencionadas no se
encontré el organismo que pudiera actuar como primer hospedero intermediario

de C. multipapillatum s. |. en estadio dos.

57



DISCUSION

Identificacion taxon6mica.

La correcta identificacion taxonomica de los neméatodos anisakidos, en
cualquier etapa de su ciclo de vida es elemental para comprender la
epidemiologia del parasito y asi poder desarrollar estrategias para el control de
las enfermedades asociadas con ellos. Sin embargo, existen limitaciones al
momento de la identificacion de los estados larvarios usando las caracteristicas
morfologicas (Olivero-Verbel y Baldiris-Avila. 2008), por lo que se acudio a la
identificacion molecular a través de la secuenciacion del ITS-1 e ITS-2,
indicando que estas larvas de nematodos pertenecen a una especie
genéticamente cercana a las especies del complejo de C. multipapillatum, pero
aun se encuentra en proceso la confirmacion de que se trate de una especie
diferente a las cuatro integrantes de este complejo, por lo que la manera
indicada para referirse a los especimenes encontrados en M. curema de la
Bahia y Ensenada de La Paz es C. multipapillatum s. |. Ademas,
probablemente las larvas de los nematodos que se encuentran en M. cephalus
de la Bahia de La Paz es la misma especie de dicho estudio segun Overstreet,

2007 (comunicacion personal).

Términos Ecoldgicos en Parasitologia.

Las Larvas de L3 de varias especies de Contracaecum han sido
encontradas en peces del Golfo de México y aguas adyacentes, una familia en
particular es la Mugilidae, que se caracterizan por presentar un alto indice de
parasitosis, en este estudio se trabajo con M. curema donde se registré una

prevalencia de 95% y 100%, e intensidad media de 10.5 y 23.8 reflejando un
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alto poder de colonizacion de este neméatodo. Estos resultados coinciden con
Salgado-Maldonado y Barquin-Alvarez (1978) en M. cephalus donde registran
una prevalencia parasitaria de 100% para Contracaecum sp. en los meses de
mayo Yy julio. Ellos mencionan que la carga parasitaria en general y
helmintolégica en particular, que afecta a las lisas, puede explicarse con base
en su edad, habitos alimenticios y las &reas geogréaficas en que se desarrolle el
sistema. Por su parte, Rawson (1976) In: Salgado-Maldonado y Barquin-
Alvarez (1978)y Valles-Rios et al., 2000 mencionan que el incremento del
namero de pardsitos con la edad y la talla del huésped es atribuido a la
acumulacion del nematodo C. multipapillatum, el cual permanece alojado en el
pez por varios afos, asi como a la mayor probabilidad de interaccién con otros
huéspedes infectados como los juveniles que estan en contacto con los peces
de edad més avanzada, en los periodos de abundancia del parasito.

La accion parasitaria de los nematodos nos puede indicar que cualquier
grado de infecciébn compromete la integridad del pez, y por lo tanto, del 6érgano
donde se encuentra, de los peces revisados los 6rganos mas parasitados
fueron el intestino y el musculo-columna vertebral (Fig.7). La preferencia del
parasito a los 6rganos viscerales, es hacia el mesenterio intestinal lo que
podria limitar su potencial zoondtico, sin embargo, varios autores han descrito
la presencia de larvas encapsuladas en la musculatura del pescado, en
especial en la musculatura ventral, por lo que proponen la posibilidad de
migracion de estas larvas hacia la musculatura del pescado tras su captura
(Osanz-Mur, 2001). En estudios respecto a la migracibn de larvas de
anisakidos en el musculo del arenque del Pacifico, han observado que el

tiempo entre la captura y el procesado y la exposicion de las larvas a las
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temperaturas del ahumado y a las salmueras, pueden estimular las
migraciones de dichas larvas hacia los masculos en busca de un lugar mas
adecuado Hauck, (1977) In: Osanz-Mur (2001), por lo que si los peces no son
propiamente congelados y eviscerados después de la captura, los nematodos
pueden migrar al madsculo y representar un riesgo de parasitosis para los
humanos. Smith (1984) In: (Wharton et al.,, 1999) menciona que la
encapsulacién puede simbolizar la preparaciébn para la migracion de las
visceras hacia el musculo, lo que esta relacionado con los peces que acumulan
gran cantidad de lipidos en el tejido muscular.

Huss y Drewes (1989) In: Osanz-Mur (2001) mencionan que no hay
evidencia de que los neméatodos emigren desde las visceras hacia la
musculatura después de la captura, independientemente de las condiciones de
almacenamiento, por lo que no se conocen procedimientos de manipulacién
practicos del pescado aplicables que pueden eliminar o reducir, la presencia de

nematodos en los filetes de pescado.

Supervivencia.

Haciendo una integracion de los diferentes procesos utilizados para
inactivar la larva L3 de los anisakidos, Jofré et al., 2008 menciona que
Pseudoterranova en soluciones salinas al 1-2% sobrevive por mas de seis
meses, al 4-3% siete semanas y al 8-9% cinco a seis semanas, la
supervivencia en este estudio de C. multipapillatum s. |. en solucion salina al
0.9% es de 16 dias en temperatura ambiente y 14 dias en refrigeracion, existe
una incompatibilidad en los tiempos en dias en la supervivencia en los estudios

esto se puede deber a que son especies diferentes. Sin embargo Huss (1988)
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In: Osanz-Mur (2001) menciona que una solucion de sal concentrada a mayor
del 10%, es letal para los neméatodos, pero se puede esperar una supervivencia
de mas de dos semanas a una concentracion de sal mas baja.

Por otra parte, en este trabajo la concentracion utilizada de acido acético
fue mayor, lo que justifica la accion de supervivencia en menos tiempo si se
compara con los resultados obtenidos por Jofre et al., (2008) que utiliza el
acido acético al 1% en Pseudoterranova en donde resiste mas de tres meses.
Considerando que la supervivencia de C. multipapillatum s. I. en este medio fue
alrededor de 2 a 5 semanas en las diferentes temperatura; Karl et al., (1994);
Huss, (1997) In: Osanz-Mur (2001) mencionan que el efecto del acido no es tan
pronunciado, como el incremento de la concentracion de sal a 8-9%, con lo que
el tiempo de supervivencia puede reducir, ya que la adicion de sorbatos al
escabechado no tiene influencia en la viabilidad de los nemétodos, debido a
que la cuticula confiere a los nematodos anisakidos la resistencia necesaria
para sobrevivir a los &cidos y enzimas digestivas de los mamiferos.

En relacion con las larvas expuestas a cocimiento en estufa empleando
aceite a temperaturas de 70 y 82°C y empapelados a 82 y 90 °C las larvas de
C. multipapillatum s. |. murieron, resultado similar a lo obtenido por Torre-
Molina et al. (2000) In: Jofre et al. (2000) quienes encontraron que las larvas de
anisakidos se destruyen por el calor a 60°C durante 10 minutos. Respecto al
microondas ellos mencionan que las larvas no se destruyen por este
tratamiento en contraste con los resultados obtenidos en este estudio en el que
las larvas murieron tras su exposicion a temperaturas de 85 a 93 °C durante 2
a 5 min, lo cual esta acorde con lo mencionado por Jofre et al. 2000 quienes

indican que la coccién en horno de microondas requiere de una temperatura
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mayor a 77°C en la porcidbn mas gruesa del producto, para inactivar las larvas
de anisakidos.

Los resultados presentados en proporcién a las bajas temperaturas
utilizadas en los centros comerciales son similares con lo expresado por
Deadorff y Throm (1988) in Antunes et al, (2008) donde muestran que la larva
de Anisakis muere a los -35°C en un periodo de una hora, aunque hay
diferencia en la metodologia empleada y en la especie del parasito en prueba,
se puede ver que al ser sometido el pescado entero a bajas temperaturas por
mas de una semana la larva no sobrevive, reflejAndose también en la baja
prevalencia de 77.7% y la intensidad media de 2.2 en comparacién con los

peces frescos de este trabajo.

Descripcion histolégica de cortes transversales de Larva L3 y de la
pared del cuerpo por microscopia electronica de barrido.

Considerando que la supervivencia de C. multipapillatum s. |. es mayor a
un dia en los medios de solucion salina, limén y vinagre, es importante conocer
las lesiones provocadas a la larva en los diferentes medios utilizados. Sin
embargo, hay una ausencia de bibliografia que permita establecer una
comparacion y medir, en cierta forma, las lesiones que se observaron en los
medios empleados en este trabajo. Da Silva Justino y Antunes Barros (2008)
en el estudio realizado para determinar la resistencia de larvas de
Contracacecum sp. con aceite de citronela obtenido de la planta Cymbopogon
sp., encontraron en general, que después de introducir las larvas L3 en el
aceite de una a cuatro hrs., las lesiones en la composicion estructural de la

pared corporal y 6rganos internos de los neméatodos, consistieron en la ruptura
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cuticular y desintegracion de la pared intestinal, y la presencia de algunas
proyecciones de los érganos hacia la parte exterior del parasito produciendo
protuberancias evidentes.

De acuerdo con estos autores, las lesiones de los nematodos
observadas después de una hora de exposicion al aceite, incluyeron el
desprendimiento de la cuticula de la hipodermis en algunas zonas. Este efecto
también se presento en las larvas sometidas en los medios de este trabajo
(Fig.19). Sin embargo, los autores mencionados observaron el desprendimiento
total de la cuticula en los tratamientos de 2 a 4 hrs de inmersion de las larvas
en citronela, lo cual tampoco se observo en este trabajo.

Por su parte, Hierro et al. (2006), encontraron alteraciones en la cuticula
de la larva L3 de Anisakis simplex s. |. tales como rugosidades y deformaciones
0 proyecciones a manera de espinas en todos los tratamientos empleados
cuando las ratas a las que infectaron con este nematodo fueron tratadas
experimentalmente con citral, citronela, cuminaldehido y carvacrol en aceite de
olivo, excepto en el del cuminaldehido. Estas caracteristicas no fueron
observadas en la cuticula de los ejemplares de este trabajo.

Otro cambio identificado por Da Silva Justino y Antunes Barros (2008) es
el aumento del volumen del nematodo después de 4 hrs de inmersion en el
aceite de citronela. En contraste, en el presente trabajo se observo la
deshidratacion de las larvas en los tres medios de cocimiento asi como en el de
congelacion, provocando la desaparicion aparente del pseudoceloma, ya que
éste esta ocupado en su totalidad por el intestino y las células musculares del

tegumento (Figs. 15, 16, 17 y 18).
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En el tratamiento de citronela durante 4hrs empleado por los autores, se
observo la desintegracion de la pared del intestino y desorganizacion del
arreglo de las células musculares del tegumento. Hierro et al. (2006) también
registran la ruptura de la pared intestinal de la larva L3 de Anisakis simplex s. I.
en los tratamientos con citral y citronela. Ademas estos autores indicaron que el
cuminaldehido y el carvacrol causaron el ensanchamiento de la luz intestinal
con presencia de material celular. Estas caracteristicas aunque en menor
proporcién, se encontraron en las larvas del presente trabajo, expuestas a
vinagre en temperatura ambiente y refrigerado, en cocimiento en microondas,
aceite y empapelado.

Un aspecto importante a considerar es que las larvas que se sometieron
a la técnica histolégica fueron aquellas que sobrevivieron mas tiempo en cada
uno de los medios utilizados en este trabajo (5 min a 42 dias), en contraste con
los tiempos de inmersion en el aceite de citronela empleados por Da Silva
Justino y Antunes Barros (2008), los cuales no excedieron las 4 hrs. las
lesiones descritas en ambos trabajos, son similares en términos generales, es
decir, en ambos casos se observd desprendimiento de la cuticula de la
hipodermis, alteracion en la organizacion de las células musculares y del
intestino, incluyendo la desintegracion de su pared.

Sin embargo, los dafios fueron menos drasticos en aquellas larvas
expuestas al jugo de limon y vinagre tanto de temperatura ambiente como de
refrigeracion considerando que estos resultados se obtuvieron en exposiciones
a los medios hasta por 42 dias, en comparacion con el aceite de citronela

cuyas lesiones fueron mas drasticas en menor tiempo de exposicion.
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Respecto al grado de desintegracion de la pared intestinal, podria
considerarse de importancia similar el efecto que causoé la inmersion por 4 hrs
en el aceite de citronela y el del cocimiento en aceite y empapelado que

ocurrieron en menos de 10 min.

Primer hospedero intermediario.

No obstante se han hecho muchas investigaciones para conocer el ciclo
de vida de los Anisakidos por medio de infecciones experimentales, pero toda
via no se han aclarado totalmente, en especial, la manera en que la larva se
transfiere al primer hospedero. El probable ciclo de vida que se describe para
Contracaecum multipapillatum por Huizinga (1967) es el siguiente los adultos y
la cuarta fase larvaria se encuentran en el tracto digestivo de aves piscivoras,
los huevos son depositados en un medio acuatico junto con las heces del
hospedero. Los huevos se desarrollan al primer estadio larvario
aproximadamente en 5 dias en una temperatura de 21°C, esta larva muda en
el huevo a la segunda etapa dentro de 5 a 7 dias. Después de un periodo de
incubacion en el medio acuético las larvas salen mediante movimientos
ondulatorios. Las larvas del segundo estadio (L2) presenta un ciclo de vida libre
manteniendo la primera muda cuticular como una funda protectora, hasta ser
ingerida por copépodos que se infectan al ser penetrados en el hemocele, el
segundo estadio larvario no muda al tercer estadio, muestra un ligero aumento
de tamafo y el desarrollo parcial del apéndice ventricular. Cuando peces
planctofagos ingieren los copépodos infectados, las larvas penetran la cavidad
del cuerpo y migran a una variedad de 6rganos internos, donde se encapsulan

y otros peces por depredacion llegan a infectarse del tercer estadio hasta llegar
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a aves piscivoras donde mudan al cuarto estadio y después a su fase adulta y
se completa su ciclo de vida. Desde estos ultimos hospederos intermediarios,
las larvas pueden llegar al hombre (hospedero accidental) que aparece en el
ciclo por ingerir pescado semi-cocido o ligeramente marinado.

En este trabajo en las muestras de sedimento y de la columna de agua
no se encontraron invertebrados infectados por la larva L3, el primer hospedero
intermediario de anisakidos no se ha descrito naturalmente en invertebrados,
sin embargo, se han realizado varias infecciones experimentales, Koe y
Fagerholm (1995) desarrollaron el ciclo de vida In vitro de C. osculatum donde
menciona que los peces pequefios alcanzan a comer las larvas que se
encuentran en vida libre, pero indican que los crustaceos como copépodos
Calanoideos, nauplios y larvas de Cirripedia cypris pueden actuar como
hospederos paraténicos, ya que son ingeridos por peces .

Mosgovoy et al. (1968) In: Dziekonska-Rynko y Rokicki (2007)
estudiaron el ciclo de vida de C. rudolphii, donde trabajaron con numerosos
invertebrados (crustaceos, oligoquetos y moluscos), pero solo lograron infectar
a copépodos y larvas de libélulas y concluyeron que los copépodos son
hospederos paraténicos, mientras que las larvas de libélulas de los géneros
Coenagrion y Agrion sirven como hospederos intermediarios. No lograron
infectar a cormoranes con copépodos Ciclopoides y peces infectados
experimentalmente, sin embargo, Bartlett (1996) In Dziekonska-Rynko vy
Rokicki (2007) menciona que los copépodos y anfipodos pueden ser
hospederos paraténicos, mientras que los peces son hospederos
intermediarios ya que pueden llegar a comerse las larvas que estan en el

estadio de vida libre. Esto podria ser una de las posibilidades por las cuales el
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primer hospedero intermediario no se encontré en los invertebrados del
sedimento y de la columna de agua revisados. Tomando en cuenta que larvas
L3 de Contracaecum sp. se han encontrado en peces juveniles de M. cephalus
y M. curema y considerando el ciclo de vida de los mugilidos que corresponde
en dos fases: la primera es la existencia peldgica de las larvas recién
eclosionadas que se alimentan del plancton, predominantemente
microcustaceos en mar abierto, habria la posibilidad de que en esta fase se
infectaran, (Smith 1983 In: Pereira-Blanco 1997) menciona que larvas de A.
simplex son mas frecuentes en los eufausidos, hospederos intermediarios que
viven a 100-200 m de profundidad que en los que habitan en aguas
superficiales costeras, por lo que existe la posibilidad de que el primer
hospedero sea un invertebrado y se encuentre estas zonas. Sin embargo, la
segunda etapa del ciclo comprende la existencia estuarina de los juveniles en
crecimiento hasta alcanzar la madurez sexual, la alimentacion en esta fase
cambia a ser herbivoros e iliofagos alimentandose principalmente de
diatomeas, cianofitas e incluso cloroficeas (Anabe-Bandes, 2005). Lo que nos
sugiere gue durante esta etapa M. curema ingiere las larvas del segundo
estadio larvario y, en éste, mudar al tercer estadio. Pero en las muestras de
sedimento no se encontraron huevos o larvas del segundo estadio de C.
multipapilatum s. I. lo que nos puede indicar que se encuentren en zonas mas
profundas y por lo tanto, el lugar de muestreo, la zona intermareal, no fue el
adecuado o bien la técnica empleada para la separacion del sedimento y
obtencion de los invertebrados no fue apropiado. Considerando que los huevos
miden alrededor de 65 por 58 uy la larva L2 miden aproximadamente 362 por

13 p (Huizinga, 1967) y pudieron pasar facilmente por la malla empleada.
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Recapitulando, si la preparacion de la carne de pescado y su exposicion
al limén o vinagre es de 8 a 10 horas, y considerando que la supervivencia de
la larva L3 en estos medios es mayor a un dia, y aunque provocan a la larva
lesiones severas similares a las causadas por el aceite de citronela que es
recomendado por Da Silva-Justino y Antunes-Barros (2008) como un
tratamiento eficaz para Contracaecum sp. ya que inducen la ruptura cuticular,
desintegracién de la pared intestinal y algunas proyecciones de los érganos
hacia la parte exterior del nematodo formando protuberancias evidentes
después de cada hora de exposicion en el aceite. Y en comparaciéon con los
efectos provocados a la larva de C. multipapillatum s. |. por los medios
empleados en este estudio, que fueron ligeros en relacién con el tiempo en el
que estuvieron expuestos, considerando que las lesiones necesarios para
afectar la viabilidad de la larva es necesario un dafio penetrante a la cuticula
externa, para que los elementos digestivos puedan actuar rapidamente
reduciendo a fragmentos a los nematodos, ya que esta le confiere resistencia
necesaria para sobrevivir a los acidos y enzimas digestivas de mamiferos
(Adams et al., 1999). Por lo que la tasa de mortalidad de la larva de C.
multipapilatum s. I. en los medios utilizados en este estudio como tratamientos
alternativos nos indica que en la exposicion en limén o vinagre probablemente
no se vean afectadas en el caso de la ingestion accidental, por lo que es
favorable su cocimiento a altas temperaturas o congelacion por mas de una

Sémana para su consumao.
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CONCLUSIONES

La lisa M. curema del Estero de Zacatecas y Balandra de La Paz BCS
presentan altas prevalencias e intensidad promedio de parasitismo por la larva
L3 de C. multipapillatum s.I, siendo el masculo- columna vertebral e intestino
los 6érganos con mayor abundancia.

La supervivencia maxima (42 y 26 dias) de las larvas L3 de C.
multipapillatum s. I. expuestas a los diferentes medios culinarios, fue en vinagre
al 4% tanto en temperatura ambiente como en refrigeracion respectivamente.

Los medios de jugo de limén y vinagre presentaron las lesiones mas
ligeras (desprendimiento de cuticula de la hipodermis y alteraciones en la
organizacion de las células musculares), tomando en cuenta que la
supervivencia minima en jugo de limén en temperatura ambiente es de tres
dias y en temperatura de refrigerador es de cuatro dias y en vinagre al 4% es
de 11 dias en ambas temperaturas.

El cocimiento en estufa convencional y microondas a temperaturas de
70° a 93°C (2 a 10 min) y en congelacion a temperaturas de -20 a -30°C por
mas de una semana provocaron la muerte definitiva de la L3, presentando
lesiones mas severas (desprendimiento de la cuticula de la hipodermis,
desorganizacion de las células musculares y del intestino, y el ensanchamiento
de la luz intestinal). Tomando en cuenta que murieron de 2 a 10 min de
exposicion al calor se consideran que son medios favorables para no adquirir la
anisakidosis.

Los efectos en el tegumento de las larvas causadas por la exposicion en

los diferentes medios de cocimiento observadas en el MEB corresponden a la
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separacion de los pliegues que conforman el collar, descarapelamiento y
ruptura de la cuticula e invaginacion de los labios y quemaduras.

El efecto en el tegumento de las larvas L3 de C. multipapillatum s.l.
observados en el MEB fueron més drasticos en el extremo anterior provocando
lesiones en los pliegues cuticulares del collar e invaginacion de los labios en los
diferentes medios utilizados, por lo que esta zona es mas débil en relacion a las
otras partes del cuerpo, pero sobre todo en limoén y cocimiento.

Las observaciones en el MEB del extremo posterior de las larvas L3 de
C. multipapillatum s.I. en los diferentes medios de cocimiento y vinagre al 4%
mostraron lesiones de quemaduras.

La mejor medida de prevencién para no adquirir la anisakidosis es evitar
el consumo de pescado crudo o semi-cocinado ya que son medios culinarios
gue no acaban con la supervivencia de la Larva L3 de C. multipapillatum s.I.
Otra forma seria consumir pescado congelado de -20 a -30 °C por mas de una
semana o cocinarlo a méas de 70°C.

Con los métodos empleados no se encontré el primer hospedero
intermediario en invertebrados de las muestras de sedimento y de la columna
de agua, probablemente los invertebrados actien como hospederos
paratenicos y las lisas juveniles adquieran a la larva L2 cuando estan en la
etapa de vida libre y muden a L3 formando parte del ciclo como primeros

hospederos intermediarios.
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RECOMENDACIONES

La poblacion de La Paz, Baja California Sur, consume frecuentemente
lisas M. curema y M. cephalus, siendo peces que muestran altas prevalencias e
intensidad promedio de C. multipapillatum s. I. lo que incrementa la posibilidad
de adquirir la Anisékidosis por la ingestion accidental de la larva y tomando en
cuenta que la tasa de supervivencia en limoén y vinagre es mayor a un dia, es
necesario que el consumo de la carne de pescado sea bien cocinada a altas
temperaturas de 70 a 93°C y durante 5 min. minimo o bien haberla mantenido
en congelacion a temperaturas de -20 a -30°C por mas de una semana para
asegurar la muerte de las larvas.

Es necesario realizar un estudio que demuestre si existen infecciones de
C. multipapillatum s. I. en México debido a que sus sintomas son confundidas
con otras enfermedades gastrointestinales.

Se recomienda alertar a las autoridades de sanidad para difundir a la
comunidad de La Paz BCS las medidas preventivas para evitar la infeccion
accidental de C. multipapillatum s. |. y otras especies del mismo género y de la
familia Anisakidae que posiblemente se encuentren en productos de consumo
humanao.

Se recomienda experimentar posible viabilidad de la larva L3 de C.
multipapillatum s. |. con infecciones en animales de laboratorio.

Debido a que no se ha registrado el primer hospedero intermediario
natural se recomienda llevar a cabo un estudio donde se realice la infeccion
experimental in vivo de C. multipapillatum s. I. con organismos zooplancticos

para conocer a quiénes utiliza como primeros hospederos intermediarios.
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Ademés es fundamental realizar un estudio donde se revisen lisas
juveniles para conocer si corresponden al segundo estadio larvario.

También realizar muestreos de zooplancton y sedimento en zonas mas
profundas y revisar algas de zonas estuarinas considerando que los huevos o
la segunda fase larvaria se encuentren entre éstas y las lisas al ser herbivoras

se infecten por esta via.
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