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CLASSIFICACIO TAXONOMICA DELS ANISAKIDS

=  Phylum NEMATODA
Classe Secernentea
Ordre Ascaridida
Superfamilia Ascaridoidea
Familia Anisakidae
Génere Anisakis Dujardin, 1845
Genere Pseudoterranova Krabbe, 1878

Mamifers marins . _
Aus piscivores {Genere Contracaecum Raillet y Henry, 1913

Mamifers marins

Familia Raphidascarididae
Peixos teleostis {Génere Hysterothylacium Ward y Magath, 1917




CICLE BIOLOGIC ANISAKIS SIMPLEX

HOSTE
ACCIDENTAL

Crustaci del
plancton_ g0~

Larves L3
infestants




INCIDENCIA DE L'ANISAKIOSI

Principals espécies causants:
Anisakis simplex
Primer cas a Europa Pseudoterranova decipiens
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SIMPTOMATOLOGIA DE LANISAKIOSI HUMANA

V- 'F','

GASTRO-INTESTINAL:

= Gastric
= 6-12h després de la ingestio
= Dolor abdominal, nausees, vomits
= Extracci® mecanica de la larva

= Intestinal
= 48-72h després de la ingestiod
= Reaccions inflamatories severes
= Extracccio quirdrgica

REACCIONS ALLERGIQUES
= Urticaria, angioedema, anafilaxi
= Deteccid d’anticossos IgE

Secciod transversal d’una larva d’Anisakis a

la submucosa de la paret intestinal




ESPECIES DE PEIX | CEFALOPODES DE CONSUM PARASITATS PER ANISAKIDS

Gadiformes

Perciformes

Clupeiformes

Pleuronectiformes

Escorpeniformes

Bericiformes
Lophiiformes
Anguilliformes
Dibranchia

Merlucciidae
Gadidae

Scombridae
Serranidae
Mullidae
Sparidae
Thunnidae
Carangidae
Bramidae
Trichiuridae

Salmonidae
Clupeidae
Engraulidae

Pleuronectidae
Soleidae
Scophtalmidae

Scorpaenidae
Triglidae

Berycidae
Lophiidae
Congridae

Loliginidae
Octopodidae
Sepiidae

Merluza, pescadilla (Merluccius sp)

Bacatao (Gadus morhua), merlan, liba, bacalada (Merlangius merlangius), bacaladilla
(Micromesistius poutassou), abadeio (Pollachius pollachius), carbonero (Pollachius virens),
faneca (Trisopterus luscus), capellan (Trisopterus minutus capelanus), brétola (Phycis sp),
maruca (Molva molva), bertorella (Molva blennoides), palo (Molva dipterygia)

Caballa, verdel (Scomber scombrus)

Cabra (Serranus cabrilla), serrano (Serranus scriba)

Salmonete de fango (Mullus barbatus), salmonete de roca (Mullus surmuletus)
Besugo (Pagellus cantabricus), pargo (Sparus pagrus), boga de mar (Boops boops)
Atun (Thunnus thynnus), melva (Auxis thazard)

Jurel, chicharro (Trachurus trachurus), palometa blanca (Trachynotus glaucus)
Palometa, japuta, besugo negro (Brama brama)

Pez sable (Trichiurus lepturus)

Salmoén (Salmo salar)
Ina (Sardina pilchardus), arengue (Clupea harenqus)
Bogueron (Engraulis encrasicl'voius&
Platija (Platichthys flessus), solla de altura (Pleuronectes platessa), fletan (Hippoglossoides sp

Lenguado (Solea vulgaris)
Rodaballo (Scophthalmus maximus), gallo (Lepidorhombus sp)

Gallineta (Helicolenus dactylopterus), cabracho (Scorpaena scrofa)
Rubio (Trigloporus lastoviza)

Palometa roja (Beryx decadactylus)

Anisakis spp. Entotes les espécies
Pseudoterranova spp.
Contracaecum spp.

Hysterothylacium spp.

Rape (Lophius piscatorius)

Co_ngrip (Conger conger)
Calamar (Loligo vulgaris)
Pulpo (Octopus vulgaris)
Sepia (Seppia sp)




IDENTIFICACIO D’ESPECIES D’ANISAKIDS

Criteris morfologics

= A nivell d’adult: papilles caudals i espicules (mascles)
posicid vulva (femelles)

= A nivell larvari: anatomia del tracte digestiu superior (esofag y ventricle);
regio caudal

Métodes moleculars

= Estudi d’aloenzims MAE (Multilocus allozyme eletrophoresis)

= PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism) de la regio ITS

= PCR-SSCP (Single strand conformational polymorphism) de la regio ITS
= PCRisequenciacio del DNA:
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Cytochromoxidasa 2 mitocondrial (mtDNA cox2)



ESPECIES D’ANISAKIS

Tipus | (mucré caudal)

= A. simplex (s.l.) (sensu latum): delfinids de I’hemisferi Nord i Sud

Complex d’espécies:
* A.simplex (s.s.) (sensu stricto): Atlantic Nord principalment
* A. pegreffii: Mediterrani principalment
* A. berlandi: regions australs i Pacific boreal

= A. typica: delfinids de climes calids (Atlantic i Mediterrani)
= A. ziphidarum: balenes (Ziphiidae) del Mediterrani i Atlantic Sud-Est

Tipus Il (abséncia mucré caudal)

= A. physeteris: catxalots (Atlantic i Mediterrani)
= A. brevispiculata: catxalots pigmeus (Sud-Africa i Atlantic Nord-Est)

= A. paggiae: catxalots pigmeus (Mediterrani i Atlantic)




ESPECIES DE PSEUDOTERRANOVA

= P. decipiens
Complex d’espécies que parasita pinnipedes
a tot el mon:

* P. decipiens (s.s.). Afegir hostes Artic i
subartic, Atlantic Nord-Est i Pacific

* P. krabbei. Foca comu i gris. Atlantic Nord-Est

* P. bulbosa. Foca barbuda. Mar de Noruega i
Barents, Atlantic Nord-Oest i mar de Japo

* P. azarasi. Lled mari. Costes del Pacific (Japo)
* P cattani. Lle6 mari. Costes Xilenes

Pagophilus groenlandicus

Mirounga angustirostris

Odobenus rosmarus




ESPECIES DE CONTRACAECUM

Parasits de pinnipedes i aus piscivores

= C. osculatum. Complex de 5 espeécies, tres
artiques (C. osculatum A, C. osculatum B i
C. osculatum C) i 2 antartiques (C.
osculatum D i C. osculatum E)

= C. ogmorhrini. Complex de 2 espécies, C.
ogmohrini (s.s.) a la regio Austral i C.
margolisi a la regid Boeral

= Altres especies:

* C. osculatum baicalensis, C. radiatum
i C. mironga




ESPECIES D’HYSTEROTHYLACIUM

Els adults sOn parasits de peixos teleostis

= H.aduncum. Principalment peixos
clupeids a I’Atlantic Nord

= Altres espécies, sobretot a I’Atlantic.

* H. gadi, H. rigidum, H. cornutum,
H. fabri. (Mediterrani)

* H. haze (Japo)

v -

Gadus morhua

Clupea arengus




DISTRIBUCIO GEOGRAFICA D’ESPECIES D’ANISAKIDS
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ESTUDI DELS ANISAKIDS EN PEIXOS DE CONSUM HABITUAL
AL NOSTRE ENTORN

= Prevalenca i intensitat de parasitacio

= Distribucio de les larves a les diferents parts
del peix

= Caracteritzacido morfologica i molecular




PEIXOS ESTUDIATS

= Trachurus trachurus (Perciformes, Carangidae)

= Engraulis encrasicolus (Clupeiformes, Engraulidae)

Seito




PROCEDENCIA DEL PEIX ESTUDIAT

ATLANTIC NORD-EST

= gorells
"  maires
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ESPECIES D’ANISAKIDS DETECTADES

Geénere Anisakis:

= A. simplex (s.l.) / larves de tercer estadi (L3)
= A. physeteris / larves de tercer estadi (L3)

Larva d’Anisakis L3

Génere Hysterothylacium:

= H.aduncum / larves de tercer estadi (L3) Aillament larves:

* Disseccio en fresc

= H. fabri / larves de quart estadi (L4) - Digesti6 enzimatica




CARACTERITZACIO MORFOLOGICA DE LARVES D’ANISAKIS

Anisakis physeteris

AL AL TR

tricle

Intesti = —

Observaci6 al microscopi
Clarificacié amb lactofenol



CARACTERITZACIO MORFOLOGICA DE LARVES D’HYSTEROTHYLACIUM

Hysterothylacium aduncum

- Esofag

Cec
[ intestinal

_L Ventricle

Apéndix
ventricular 2

—— Esofag —

. Cec —
intestinal

| ventricular

Observacio al microscopi
Clarificacié amb lactofenol



LOCALITZACIO DE LES LARVES D’ANISAKIS SIMPLEX (S.L.) EN EL PEIX

Maire Atlantic " Fetge Sorell Atlantic
m Cavitat visceral
706 24
319 ® Musculatura 99
“ Peritoneu '
w Paret estomacal
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21 Numero de larves detectades




Placa de cultiu

CULTIU IN VITRO DE LARVES L3

Medi de cultiu: RPMI-1640 + SBF (20% v/v) +
pepsina (0,25% p/v); pH 4

Anisakis simplex (s./) Hysterothylacium aduncum
Condicions de cultiu: 37°C i 5% CO, Condicions de cultiu: 13°C
Obtenci6 larves L4 Obtencio larves L4 i adults

. Extrem caudal
| amb cactus

Muda al medi

Estudi morfométric de larves Anisakis |
Estudi de morfotips de larves Hysterothylacium it



IDENTIFICACIO ESPECIFICA DE LARVES D’ANISAKIS

PCR-RFLP de la regio ITS-1i ITS-2 del DNA ribosomal

= Larves L3 d’Anisakis procedents de diferents localitats i peixos, i de cultiu in vitro
Anisakis simplex (s.l.) L3 i L4
Anisakis physeteris L3

M C+l C+2 C+3 2

A. simplex (s.l.):
@® A. simplex (s.s.)
(620, 250, 80 pb)
A A. pegreffii
(370, 300, 250 pb)
Y% A. physeteris
(380, 290, 270 pb)

1000 pb

500pb

Frroes




DISTRIBUCIO D’ESPECIES D’ANISAKIS EN PEIXOS | ZONES
GEOGRAFIQUES ESTUDIATS

@ Anisakis simplex (s.s.)

/\ Anisakis pegreffii

A Hibrids A. simplex (s.s.)/ A.pegreffii
S Anisakis physeteris




ESTUDI MORFOMETRIC DE LARVES D’ANISAKIS
A. pegreffii - A. simplex (s.S.)

= L3 (maires Atlantic)
= L4 obtingudes per cultiu in-vitro

Principals parametres morfomeétrics

* Longitud total
) = Amplada maxima
| = Longitud i amplada
= - Esofag

. < Ventricle
i - = Distancia anell nervids a extrem apical
Extrem caudal: Longitud i amplada




ANALIS| MORFOMETRICA DE LARVES L3 | L4
A. pegreffii - A. simplex (s.S.)

L4
" A. simplex
A. pegreffii P
(n= 24) (s.s.)
(n=45)
Mitjana Mitjana
Longitud total 16,97 17,70 22,60 22,98
Amplada maxima 0,45 0,45 0,51 0,51
Distancia anell 0,26 0,26 0,41 0,40
nerviés extrem apical
Longitud Ventricle 0,87 0,92 0,86 0,94
Amplada Ventricle 0,26 0,25 0,25 0,21
Longitud Esofag 1,78 1,97 2,55 2,64
Amplada Esofag 0,14 0,14 0,20 0,20
Longijtud Cua 0,09 0,09 0,13 0,14
Amplada cua 0,13 0,13 0,15 0,16
Longitud Esofag/
Longitud total(%) 10,7 11,25 11,48 11,87
Longijtud Ventricle/
Longitud total(%) &2 22 S Ayl
Longitud Esofag/
Longijtud Ventricle i . e 2l
Longijtud Ventrllee/ 3.3 3,73 3,48 4,46
Amplada Ventricle




DISCRIMINACIO MORFOMETRICA

A. pegreffii - A. simplex (s.S.)

= Model Lineal Generalitzat (GLM), utilizant regressio logistica
binaria

= Parametres morfomeétrics com a predictors d’una funcio
discriminant

= Les dues espéecies poden ser diferenciades amb una
probabilitat del 78,4% per a larves L3 i del 82,6% per a larves
L4




ESTUDI DE MORFOTIPS DE LARVES D’HYSTEROTHYLACIUM

= Es coneixen 16 tipus de morfotips larvaris distribuits mundialment

= Principals estructures morfologiques estudiades: llavis/dent; relacio
apéndix ventricular/cec intestinal; extrem caudal (mucrd/cactus)

H. fabri (L3) H. fabri (L4) H. aduncum (L3) H. aduncum (L4)

Morfotip Il Morfotip IV Morfotip VIII Morfotip IX




IDENTIFICACIO ESPECIFICA DE LARVES D’HYSTEROTHYLACIUM
PCR-Sequenciacio de la regio ITS-1 i ITS-2 del DNA ribosomal

ITS-1 431 pb ‘ Hysterothylacium aduncum
ITS-2 347 pb Y g

ITS-1 438 pb

TS-2 343 pb ‘ Hysterothylacium fabri ?7?

= Confirmacio de la preséncia d'H. aduncum al Mediterrani i I’Atlantic Nord-Est
= Descripcio de morfotips a les regions estudiades

>TTS-1
e IIT (MF693070)  ATCGAGCTAAGACGARAAGTCTCCGAACGTGCATGCCTTCCATATGCGCGTATACGTGAGCCGCACA
e IV (MF693071) AT A G GT G AC GTAT T G G G
e TV (MF693072)
e VITT (MF693073)
e VITT (MF693074)
e VITT (MF693075)
e VITTI (MF693076)

%0 €5 7o
1 1 1

e VIITI (MF693077)
e VIII (MF693078)
e IX (MF693079)

R




