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GUIA DE ACTUACION

6. EPIDEMIOLOGIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Hasta el momento, los casos de anisaquiosis humana descritos en el mundo (Tabla 4) constituyen
aproximadamente el 97% del total de casos de anisaquidosis registrados. El 3% restante estd formado
casi exclusivamente por casos de pseudoterranovosis, diagnosticados en su mayoria en Jap6én y EEUU.
La anisaquidosis, 16gicamente, es especialmente comiin entre la poblacién japonesa, en la cual se regis-
tran mds de 2000 parasitaciones por afio. En realidad, el nimero total de casos denunciados en Japén
(alrededor de 13000) constituye cerca del 95% de los casos mundiales. En EEUU y en Europa la enferme-
dad es menos comin: hasta la fecha se han notificado mas de 50 casos (aproximadamente 10 por afio) en
EEUU y mds de 500 en Europa, donde la mayor parte de los casos corresponden a Holanda, Alemania,
Fruncia y Espafia. En concreto, en nuestro pais se han denunciado, en los dltimos 8 afios, 60 casos de
anisaquidosis (59 de anisaquiosis y 1 de pseudoterranovosis), todos ellos confirmados por el hallazgo de
la larva o de restos de ella en las lesiones. Esta cifra de 60 casos, sin embargo, no incluye aquellos que se
atribuyen s6lo a alergia causada por los antigenos del pardsito y que suponen un niimero considerable

| vilFios centenares).

Teniendo en cuenta la localizacién de las lesiones de los casos descritos en Japén, la forma géstrica
(Y5% de los casos) es mas frecuente que las formas intestinal (casi el 5% restante) y extragastrointestinal

(117 casos), mientras que en Europa ocurre todo lo contrario (92% de la
lorma intestinal frente a 8% de la gastrica). Estas diferencias podrian ser

dehidas, principalmente, al uso habitual de las técnicas endoscépicas por 28 N° de casos
Pirte de los médicos japoneses, quienes ademas, disponen de mayor ex- Alemania 91
Periencia a la hora de identificar las larvas en las lesiones géstricas. A Bélgica 10
CelG . . L - Dinamarca 1
& respecto, hay que decir que, previamente al desarrollo de estas técni- Espafia 60°
cas, la proporcion entre casos gistricos y casos intestinales en Jap6n era Francia 85
de aproximadamente 2:1. Desde la aparicién de la endoscopia hasta la Gran Bretafia 9
actyalidad, la proporci6n ha variado hasta alcanzar casi un 20:1. Los ca-  Holanda 292
505 descritos en nuestro pais correspoden a 30 casos de parasitacién Ir\tl?)ﬁega g
245¢trica (1 de ellos debido a P. decipiens), 27 intestinal (principalmente Polonia 5
¢n {leon) y 3 extragastrointestinales (cavidad abdominal y hernia Suecia 3
CPlgastrica). Subtotal 545
Brasil 2
. . A Canada 3
Como ha sido apuntado previamente, la-transmisién de la Chile 5
4Nisaquidosis estd intimamente ligada a determirnadas précticas culina- EEUU 50
45 cuya base principal es el pescado (también calamares) crudo, ligera- Groenlandia 1
mepte curado y/o condimentado. El sushi y el sashimi japoneses, los aren-  Subtotal 61
(aJils Py 2 3 Nueva Zelanda 1
llts salados o escabechados tipicos de Holanda, el gravlax nérdico, el Samoa del Oeste 1
[0mi-lomi hawaiiano y el cebiche sudamericano, son claros ejemplos de Tahiti 1
“5l5s précticas y, por lo tanto, estdn o podrian estar implicadas en la trans- Subtotal 3
Mi5ién de la anisaquidosis. Ademds de los peces y calamares, determina- ~ Rusia 1
405 moluscos (mejillones, ostras, etc.) y crusticeos (langosta, cigalas, f;‘:;gf 127
©I€.) han sido considerados también posibles transmisores; a pesar de  japsn 12541
¢llhy, 1as larvas de anisdquidos no han sido nunca encontradas parasitando Tailandia 1
©5los animales. Taiwan 1
Subtotal 12653
Total 13262

~ Estudios epidemiolégicos llevados a cabo en Japén revelan que la
“lfermedad suele afectar a habitantes de zonas costeras, normalmente
tlacionadas con la industria de la pesca. En cuanto al sexo y a la edad de
los pacientes, los varones de edades comprendidas entre 20 y 50 afios
Pillecen los mds afectados, probablemente, por la frecuencia con que és-
10% ingieren pescado crudo. En general, la caballa (Scomber japonicus) Yy,
“" menor medida, el calamar (Todarodes pacificus) han sido identifica-

Tabla 4. Distribucion mundial de
la anisaquidosis (anisaquiosis +
pseudoterranovosis). La tabla reco-
ge la mayoria de los casos existen-
tes en la bibliografia. (*) En esta
cifra no se incluyen los casos de

las formas alérgicas.



ANISAQUIOSIS Y ALERGIA

dos como los principales hospedadores responsables de la transmisi6n de las larvas de Anisakis en Jap6n,
aunque las especies implicadas parecen variar segin la regi6n y la época del afio. En algunas zonas, los
peces y calamares son capturados y consumidos sélo en determinados meses, lo que ha sido relacionado
con el caracter estacional observado en la parasitacién humana. En EEUU la mayoria de los casos descri-
tos han sido producidos por la ingestién de salmén del Pacifico (Oncorhynchus spp.) procedente del
medio natural, que suele presentar gran nimero de larvas en la musculatura. En este sentido, en un
estudio se ha llegado a demostrar que el 10% de los trozos de salmén consumidos en restaurantes de
comida japonesa de Seattle contenian larvas de Anisakis. En Europa Occidental, el arenque (Clupea
harengus) ha sido una de las especies mds implicadas. En Espaiia, sin embargo, el boquer6n (Engraulis
encrasicholus) alifiado con vinagre y aceite parece ser la principal fuente de transmisi6n de la infestacion
por Anisakis. Sin embargo, también se han atribuido casos a la ingestién de sardinas (Sardina pilchardus)
alifiadas con limén y merluza (Merluccius merluccius) y otros pescados insuficientemente cocinados.

Respecto a la especie P. decipiens los principales transmisores en Japén son el bacalao (Gadus
macrocephala) y el halibut del pacifico (Hyppoglossus stenolepsis) y en EEUU especies del género Sebastes
(chancharros).

El incremento en el nimero de casos de anisaquidosis descritos en todo el mundo, incluyendo
determinados paises como el nuestro, donde el pescado es habitualmente cocinado a temperaturas eleva-
das, podria ser consecuencia de varios factores entre los que se pueden destacar:

El mayor conocimiento de la enfermedad por parte de los médicos y la mejora experimentada
por los métodos de diagnostico.

2. El asentamiento de determinadas etnias (especialmente orientales) que consumen habitualmente
platos elaborados a base de pescado crudo en paises de cultura occidental. Esto no s6lo ha
generado la proliferacién de restaurantes especializados en este tipo de comidas, los cuales
han sido directamente implicados en la transmisién de la anisaquidosis, sino que también ha
contribuido a que alguno de los casos descritos en estos paises corresponda a pacientes de
estas etnias, que mantienen sus costumbres alimenticias. Ademads, el aumento de estos res-
taurantes podria haber incrementado la popularidad de este tipo de comidas entre la pobla-
cién occidental.

3. La aplicacién de determinadas tendencias culinarias que sostienen ‘que los alimentos crudos o
poco hechos conservan més sabor y mayor valor alimenticio.

4. El aumento experimentado por algunas poblaciones de mamiferos marinos desde la implanta-
cién de las leyes internacionales de proteccién de estos animales.- A este respecto, cabe
sefialar que en EEUU la mayor parte de los casos de anisaquidosis registrados corresponden
a habitantes de la costa Oeste, donde las colonias de hospedadores definitivos son mas abun-
dantes.

En lo referente a las formas alérgicas, A. simplex es una causa importante de alergia en nuestro
pais. De hecho, tomando como referencia otros alergenos relacionados con los alimentos, en estudios
recientes efectuados en el Pais Vasco se ha comprobado una seroprevalencia del 12%, lo que equivale al
conjunto de alergias frente a rosdceas, frutos secos y marisco, conjuntamente. En base a estos datos,
cabria suponer que en otras comunidades espaiiolas y en paises con costumbres culinarias similares tam-
bién deberian presentarse un gran nimero de casos de alergia a Anisakis. Sin embargo, existen al menos
dos factores que impiden la extrapolacién de los datos: a) los métodos analiticos empleados hasta la fecha
para la determinacién de anticuerpos especificos carecen de la especificidad adecuada (véase Diagnosti-
co); b) como ya ha sido comentado, hasta el momento no se ha podido demostrar si la alergia frente a este
pardsito es una entidad aislada a la que estd expuesta la poblacién en general (la que consume pescado
supuestamente parasitado) o no es mds que una manifestacién de la anisaquiosis (normalmente la forma
géstrica aguda o gastroalérgica) con lo cual sélo se podrian dar casos en la poblacion que consume
pescado crudo o poco cocinado.
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7. PROFILAXIS

La presencia de larvas de nematodos anisidquidos en la cavidad corporal, visceras y musculatura
del pescado no sélo supone un riesgo sanitario importante, sino que también puede influir negativamente
en el aspecto comercial del pez y sus derivados. Es por ello que, durante largo tiempo, las industrias
pesqueras y los investigadores han dirigido sus esfuerzos hacia la biisqueda de medidas de control capa-
ces de reducir o eliminar totalmente la presencia de larvas viables de anisdquidos en el pescado o en sus
derivados antes de su comercializacion. Algunas de estas estrategias se basan en procedimientos que
permiten detectar las larvas en las piezas de pescado para, de esa manera, poder eliminarlas, bien por
extraccién de las mismas en aquellas piezas poco parasitadas, o bien por descarte de la pieza entera o de
parte de ella en piezas abundantemente parasitadas. Estas y otras medidas previas a la comercializacion
¢ue incluyen la seleccién de pescado de pequeiio tamafio o procedente de poblaciones poco parasitadas,
la evisceracién inmediata después de la captura y el descarte de la musculatura hipoaxial, pueden ayudar
a reducir el riesgo de transmisién, pero nunca excluirlo totalmente.

Las unicas medidas que se consideran totalmente efectivas para evitar la parasitacién humana,
puesto que pueden matar las larvas contenidas en la musculatura, son la congelacién y el calentamiento
del pescado. En cualquier caso, no debemos olvidar que una de las principales medidas de control y,
probablemente, la mds facil de llevar a cabo, independientemente de las caracteristicas culturales y socio-
econémicas del pais, es informar correctamente a la poblacién acerca de los riesgos que conlleva la
ingestién de platos elaborados a base de pescado crudo o insuficientemente cocinado.

MEDIDAS DE CONTROL PREVIAS A LA COMERCIALIZACION
Seleccion del pescado en base a su tamariio o procedencia

Algunas empresas incluyen entre sus propias medidas de control la compra selectiva de los ejem-
plares mds pequefios de determinadas especies en las que se ha demostrado que la carga parasitaria
miscular aumenta con el tamafio del individuo. Igualmente, existen especies procedentes de determina-
dos caladeros que, por la cohabitacién o proximidad con colonias de mamiferos marinos, son claramente
desaconsejables para su comercializacion. En estos casos, la aplicacién de las técnicas de deteccién y
extraccion de pardsitos seria tediosa y enormemente costosa. Es por ello que muchas empresas prefieren

stleccionar aquellas capturas procedentes de caladeros alejados de las zonas frecuentadas por mamiferos
Marinos.

La utilizacién de especies cultivadas es una medida de control excelente, sobre todo si éstas van a
ser destinadas al consumo crudo o al procesado por cualquiera de los procedimientos que no aseguran la
inactivacion de las larvas (ver més adelante). Esta medida es totalmente efectiva, siempre y cuando el
Proceso de engorde de la especie se realice a base de piensos y no implique, en ningin caso, la utilizaci6n
de otras especies de pescado para la alimentacién, que podrian estar contaminadas con larvas de anisdquidos

{por ejemplo, el engorde del rodaballo con bacaladilla sin congelacién previa, empleado hace unos afios
en Galicia).

Evisceracion inmediata tras la captura

En el caso de A. simplex, un fenémeno frecuentemente observado en determinadas especies de
Pices que son almacenadas durante largo tiempo sin eviscerar, es la existencia de migraciones larvarias
dasde las visceras al tejido muscular perivisceral e incluso al exterior del pez. Asi, en determinados
estudios se ha comprobado que en arenques y caballas del mar del Norte, mantenidos en hielo sin eviscerar,
li tasa de parasitacién muscular suele aumentar con el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, es im-
Portante sefialar que a pesar de que estas migraciones post-mortem pueden ser una de las causas de la

—
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presencia abundante de pardsitos en la carne del pescado, existen otras especies de peces que ya presen-
tan una elevada parasitacién muscular en el momento de la captura. A este respecto, algunos autores han
intentado explicar por qué unos peces tienen mayor tendencia a presentar parasitacién muscular que
otros. En concreto, se ha sugerido que en peces piscivoros como la merluza, el merldn o el bacalao, las
larvas parecen tener una mayor tendencia a asentarse en el tejido muscular, mientras que en especies que
se alimentan principalmente de eufdusidos tales como el arenque, la bacaladilla o la caballa, las larvas
suelen enquistarse en las visceras. Igualmente, se ha indicado también que las migraciones post-mortem
parecen tener lugar con mayor frecuencia en peces como el arenque o la caballa, que acumulan gran
cantidad de lipidos en su musculatura. Lo cierto es que los datos existentes actualmente son contradicto-
rios y cuestionan la validez de dichas hipétesis.

El estimulo o estimulos que llevan a las larvas de Anisakis a efectuar migraciones en el pez después
de la captura no est4n claros, pero podrian estar relacionados con el aumento de la temperatura interna en
aquellos peces que son refrigerados insuficientemente (conduce a la activacién de las larvas puesto que
los hospedadores definitivos son homeotermos) y con la autolisis parcial de los tejidos del pez entre los
que se incluye la cdpsula de tejido que se forma alrededor de la larva enrollada en espiral.

Para evitar la existencia de estas migraciones se recomienda llevar a cabo la evisceracién del
pescado inmediatamente tras la captura. No obstante, debemos resaltar que, aunque esta medida puede
ayudar a reducir el grado de parasitacién muscular, no excluye totalmente el riesgo de transmision ya que,
como hemos dicho, existen numerosas especies de peces que ya contienen un gran niimero de parésitos en
la carne en el momento de la captura.

Descarte de la musculatura hipoaxial

Otra estrategia de control que ha sido utilizada a nivel industrial es el descarte de la musculatura
que rodea a las visceras en la elaboracién de filetes de pescado. Esta medida reduce pero tampoco elimina
totalmente el peligro de contaminacién puesto que, aunque las larvas suelen concentrarse en estas zonas,
una parte considerable de ellas también puede asentarse en la musculatura epiaxial.

Determinacion de contaminacion parasitaria

Para determinar la presencia de larvas de A. simplex en pescado o en sus derivados se han emplea-
do diversos procedimientos: e

Examen visual normal del pez

Este procedimiento de deteccién, que implica simplemente la observacién de las diferentes partes
del pescado (paquete visceral, cavidad corporal y musculatura perivisceral) sin ayuda de aumento ni
iluminacién especial, es facil de llevar a cabo pero sélo permite detectar un 45-83% de las larvas muscu-
lares contenidas en especies como el arenque, jurel o caballa. Como consecuencia, su utilizacién en el
examen de especies de mayor tamafio tales como bacalao, merluza, merlén, etc, no es aconsejable.

Examen del pescado mediante transiluminacién o epiiluminacién con luz UV

El procedimiento de transiluminacién, que ha sido ampliamente utilizado en la industria del baca-
lao, puede ser empleado para detectar las larvas presentes en filetes, lomos, rodajas o trozos pequefios de
pescado fresco o que ha sido mantenido congelado. Las especies estudiadas por este método deben tener
la musculatura blanquecina y nunca oscura, ya que ésto dificultarfa la deteccién. Las muestras a exami-
nar, por supuesto, deben haber sido antes peladas, descongeladas si fuera el caso, y nunca deben exceder
los 30 mm de grosor. Las porciones de pescado que han sido empanadas pueden también ser observadas
por éste método tras llevar a cabo la extraccién de la capa de empanado (inmersién del producto descon-
gelado en una solucién de lauril sulfato s6dico al 2% a 50°C hasta que el empanado se separe).
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Idealmente, el procedimiento debe efectuarse sobre un transiluminador equipado con luz fria con
uima temperatura de color recomendada de 4200 K (p. €j. un minimo de dos tubos fluorescentes de 20 W).
La superficie del aparato debe tener unas dimensiones adecuadas para poder visualizar filetes (p. €j. 30 x
0 cm y 5-7 mm de espesor) y una translucidez del 45-60%. La iluminacién de la sala debe ser adecuada
para no interferir con la deteccién de los parésitos ni fatigar la vista del observador. Los pardsitos embe-
hidos en la musculatura se visualizan como una silueta opaca, pudiendo asf ser extraidos por el trabajador
51 éstos no son muy abundantes. Si la carga parasitaria es grande la pieza debe descartarse directamente
Para la comercializacidn.

La deteccién por transiluminacién puede mejorarse comprimiendo la muestra entre dos placas de
Plexiglas o de cualquier otro material transparente (p. ej. metacrilato), para reducir temporalmente el
£rosor de la pieza examinada.

Las porciones pertenecientes a especies de carne oscura como el salmén pueden examinarse bajo
iina luz UV (epiiluminacién) en una habitacién a oscuras. Cada muestra debe ser examinada por ambos
lados empleando una luz UV reflejada de 366 nm de longitud de onda. Los restos de pan rallado proce-
dentes de muestras desempanadas pueden ser observados también mediante esta técnica para visualizar si
“ontienen algin nematodo. En este caso, los restos deben ser transferidos antes a una malla del n® 40. Las
formas parasitarias se observan de color azul o verde fluorescente. Las espinas y el tejido conectivo del
i'escado, que también se ven azulados, se pueden diferenciar de los parésitos por su distribucién uniforme
¥; en el caso de las espinas, por su rigidez. Para realizar esta técnica, el observador debe protegerse los
(jos con pantallas o gafas protectoras especiales para luz UV (p. ej. con cristales de 6xido de uranio) y
“vitar la exposicién de la piel al minimo.

A pesar de la facilidad y rapidez de realizacidn de este método, los mejores resultados parecen
Ubtenerse con material sometido previamente a ciclos de congelacién-descongelacién. En este sentido,
4|gunos autores han observado que los nematodos contenidos en pescado tratado previamente con calor,
"hock de CO, o escabechado son capaces de emitir fluorescencia, mientras que los contenidos en pesca-
dos procesados mediante ahumado frio o marinado con hierbas no la emiten. Este fenémeno podria estar
Tzlacionado con el grado de supervivencia de las larvas, ya que si estdn vivas tampoco se aprecia emisién
de fluorescencia.

La transiluminacién y la epiiluminacién con luz UV pueden ser utilizadas rutinariamente en la
Ihdustria de la pesca aunque su aplicacién no excluye totalmente el riesgo de transmision de larvas al ser
humano. Algunos autores han notificado que muchas de las larvas de A. simplex, mis claras y de menor
'ymafio que las de P, decipiens (marrones-rojizas), no se pueden detectar al trasluz. En concreto, se ha
"bservado que, dependiendo de la especie a examinar, la transiluminacidn sélo detecta un 53-79% de los
'fletes contaminados y un 43-76% de las larvas de Anisakis presentes.

Digestién artificial

Esta técnica de deteccidn, que intenta reproducir las condiciones fisico-quimicas del estébmago de
l5s mamiferos, permite la recuperacién de gran parte de las larvas existentes en el pescado mediante la
digestién de la musculatura circundante. A pesar de su eficacia, resulta tediosa, cara y, por tanto, inade-
“uada para ser aplicada en inspecciones industriales a gran escala. Por el contrario, su utilizacién es

‘ “consejable para estudios de tipo experimental (p. ej. en estudios destinados a comprobar la eficacia de
"'uevos protocolos de procesado para inactivar las larvas de anisiquidos).

Basicamente, el método consiste en tomar una muestra de pescado (se recomienda estudiar mues-
'tas de al menos 250 g por cada kg de pieza de pescado), sumergirla en solucién de digestién (15 g de
Hepsina + 750 ml de solucién salina + HCI hasta ajustar el pH de la disoluci6n a 2) e incubar la mezcla a
<7°C con agitacién suave (100 rpm) hasta que la digestién alcanza un nivel aceptable (no debe sobrepasar
las 24 h). A continuacién, la mezcla se pasa a través de una malla (tamafio de poro recomendado de 1 mm)
*" se visualizan los restos que han quedado retenidos, donde estardn la mayoria de nematodos. Cualquier
"esto de carne sin digerir presente en el retenido debe ser desmenuzado para examinar si contiene o no
| Rar4sitos. La muestra filtrada debe ser analizada también por si alglin nematodo o resto de é1 ha pasado la
"nalla. Para ello la mezcla debe ser antes decantada en una copa de decantacién durante 1 h, tras la cual se

“xamina el sedimento en una placa de Petri en un estereomicroscopio.

=




ANISAQUIOSIS Y ALERGIA

METODOS DE INACTIVACION

Tanto la congelacién como los diferentes procesados que implican el calentamiento a temperaturas
elevadas del pescado o de sus derivados (coccidn, cocinado en microondas, etc.) constituyen medidas de
control que pueden excluir totalmente el riesgo de transmisién de nematodos anisdquidos y que pueden
ser aplicadas después de la comercializacion, por'el propio consumidor. En algunos casos, como en la
congelacién o en los ahumados en caliente, la muerte de las larvas puede llevarse a cabo también durante
el procesado del pescado, previamente a su puesta en el mercado.

A pesar de que la inactivacién de las larvas en el pescado antes de su consumo ha sido intentada por
multiples vias (ej., la aplicacién de radiaciones entre 5-10 kGy mata las larvas, pero deteriora sensible-
mente la calidad del pescado), la congelacién parece el tinico método totalmente eficaz para matar las
larvas de anisidquidos sin alterar profundantemente las propiedades culinarias del producto, cuando éste
no vaya a ser procesado a temperaturas elevadas (pescado crudo, marinados, escabechados, salazones,
ahumados frios, etc.). : ‘

Aungque las larvas de Anisakis aisladas sélo resisten 2 h'a -20°C, el tipo y el tamafio del pez o del
producto pesquero y el procedimiento de congelacién y posterior almacenamiento empleado condicionan
el tiempo de supervivencia de éstas en la musculatura. En este sentido, algunos autores han demostrado
que un pescado entero de 2-4 kg de peso debe ser almacenado durante al menos 5 dias a -20°C en conge-
lador doméstico para asegurar la muerte de todas las larvas.

Cuando la congelacién se realiza rdpidamente y la temperatura interna del pescado desciende y se
mantiene a —30°C durante 2-3 h todavia puede sobrevivir alguna larva. Sin embargo, un almacenamiento
posterior durante 24 h a —18°C tras este procedimiento de congelacién se ha mostrado definitivo para
inactivar la totalidad de las larvas presentes en la musculatura. La eficacia de este método ha sido estudia-
da con arenques enteros o en filetes, congelados en grupos de 7-7,5 kg. Si los arenques se congelan indi-
vidualmente es suficiente con llegar a una temperatura interna de —20°C durante la congelacién siguien-
do, a continuacién, el mismo protocolo de almacenamiento. De forma similar, se ha notificado que la
congelacién rapida del salmén (1,8-3,6 kg) hasta una temperatura interna de -35°C (aproximadamente 15
h), proceso normalmente utilizado en la industria de este pescado, y su posterior almacenamiento a —18°C
durante 24 h inactiva todas las larvas de Anisakis.

De estos estudios se deriva que el proceso de congelacién en si, entendido como la operacién de
aplicar refrigeracion a un producto hasta que su temperatura descienda por debajo de su punto de conge-
lacién, no asegura la muerte de la totalidad de las larvas de Anisakis, al menos, en las especies en las que
ha sido estudiada su eficacia y con los protocolos de congelacién utilizados. Por ello, para excluir total-
mente el riesgo de transmisién de este parasito al hombre, debe existir siempre un periodo de almacena-
miento posterior a la congelacién a temperaturas iguales o inferiores a -18°C durante 24 h. Esta precisién
es muy importante, puesto que se trata de un aspecto que no aparece reflejado especificamente en la
legislacion existente, tanto en la Unién Europea como en EEUU, sobre las normas sanitarias aplicables a
la produccién y comercializacién de los productos derivados de la pesca (Anexo 2). Cabe sefialar ademds
que, dado que la congelacién es de los pocos procedimientos de procesado industrial que controla el
riesgo potencial que supone la presencia de larvas de anisdquidos en el pescado o en sus productos
derivados, debe ser considerada por cualquier empresa relacionada con estos procesos industriales como
un Punto Critico de Control (PCC) a la hora de establecer un sistema de Andlisis de Riesgos y Puntos
Criticos de Control (ARPCC).

La efectividad de la congelacién como medida de control sanitario de la anisaquiosis ha sido de-
mostrada en Holanda, donde a partir de la puesta en funcionamiento, en 1967, de la ley que obligaba a
congelar el arenque previamente a su comercializacién o consumo (alcanzar los -20°C en 12 h y almace-
nar posteriormente durante al menos 24 h a esta temperatura), el niimero de casos descritos se vi6 sensi-
blemente reducido.
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El tercer estadio larvario de los nematodos anisdquidos también es muy sensible a pricticas culina-
rias que implican el calentamiento del pescado a temperaturas elevadas. Asf, mientras las larvas de Anisakis
aisladas son capaces de sobrevivir durante aproximadamente 78 min a 45°C, éstas mueren rdpidamente
(1 s) cuando son sometidas a temperaturas superiores a 60°C. Al igual que en el caso de la congelacin,
el tipo y el tamafio del pescado o del producto pesquero a preparar y el procedimiento de calentamiento
empleado condicionarén el tiempo necesario para la inactivacién de la totalidad de las larvas. Asi, algu-
nos autores han sugerido que los filetes de pescado deben ser calentados a 60°C o mds, al menos durante
10-12 min por cada pulgada de grosor, para asegurar que dicha temperatura se alcance también en las
partes mds internas de la pieza. Durante afios se ha demostrado que algunos tipos de ahumados efectua-
dos a temperaturas moderadas (antiguos ahumados holandeses realizados a 28°C y 40°C, y ahumados en
frio efectuados a temperaturas inferiores o iguales a 32,2°C) no matan las larvas presentes en la muscula-
tura. Por el contrario, los procesados de ahumado en caliente que aplican temperaturas iguales o superio-
res a 62,8°C, si se han mostrado totalmente efectivos.

Recientemente, se ha comprobado que el cocinado del pescado en horno microondas puede resul-
tar ineficaz a la hora de inactivar la totalidad de las larvas musculares. En concreto, se ha demostrado que
algunas larvas de Anisakis contenidas en filetes de platija (Atheresthes stomias) de 0,5-1,75 cm de espe-
sor sobreviven a tiempos de cocinado inferiores a 4,5 min (en microondas de 700 W, a la mdxima poten-
cia), que equivalen a temperaturas finales internas inferiores a 77°C. Un ejemplo claro del riesgo de la
utilizacién del microondas es el caso de anisaquiosis descrito recientemente en Espafia, debido ala i 1nges-
tién de merluza cocinada por este método.

Otras pricticas culinarias como la preparacién del pescado a la plancha, a la brasa o incluso frito,

también deben ser realizadas con cautela, pues podrian ser insuficientes para eliminar el riesgo de infes-
tacion si la pieza cocinada no alcanza la temperatura adecuada en su interior.

RESISTENCIA DE LAS LARVAS A OTROS PROCESADOS

Los nematodos contenidos en la musculatura del

pescado pueden sobrevivir durante largo tiempo a otro tipo Sustancia suT plim’eﬂiia
de précticas culinarias que no conllevan el calentamiento Formol 10% § dias
del pescado. Asi, las larvas de Anisakis pueden mantener- NaC10,9% 24 dias
se viables hasta 25 dias en mezclas de sal y vinagre utiliza- NaCl 15% 3 dias
das normalmente en el marinado del arenque en Holanda, ”éﬂf/ft”'ada 1 112 %’;s
2.1 dias en procesados de salaz6n que implican la aqlmula- Jugo gastrico a 37°C 10 dias
cién-de un 20% de NaCl en la fase acuosa del tejido del Acido acético 5% 32 diag
pez y 35 y 42 dias en arenques sometidos a mezclas de Vinagre 51 dias
marinado tipicas de Alemania y Dinamarca, respectivamen- Salsa Worcester - 1 dia
te. Una disminucién en la concentracién de sal acumulada ghoy U salsa de soja) 18 horas
.. asta de wasabi (rabano japonés) 2 horas
en la fase acuosa del tejido del arenque del 9% al 4,3%, Jengibre 47 dias
manteniendo la cantidad de acético constante (2,6%), pue- Mostaza dulce 4-7 dias

de incrementar la supervivencia de las larvas de 35 a 119
dias. La resistencia prolongada a este tipo de procesados

- . . . Tabla 5. Resistencia de las larvas de Anisakis aisla-
no es de extrafiar si se tiene en cuenta la capacidad que

das a diferentes productos y condimentos, algunos

tienen las larvas aisladas para sobrevivir en determinadas
soluciones y condimentos (Tabla 5).

de los cuales son empleados en la preparacion del
pescado para el consumo humano.
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%. DIAGNOSTICO

La anisaquiosis humana, a diferencia de otras helmintosis gastrointestinales, no puede ser diagnos-
licada por técnicas coprolégicas, ya que durante su evolucion no se libera ningtn tipo de forma parasita-
ria en las heces del hospedador. Ademas, las manifestaciones clinicas con las que cursa esta enfermedad
'on comunes a numerosas dolencias del tracto gastrointestinal. Como consecuencia de estas caracteristi-
- as, el diagndstico confirmativo sélo puede ser establecido cuando la larva, tnico signo patognoménico
de la enfermedad, es correctamente visualizada. No obstante, no debe ser olvidado que el hombre adquie-
r2 la infestacién a través del consumo de pescado crudo o inadecuadamente cocinado. Por esta razén, la
rizalizacion de una anamnesis detallada del paciente, en la que se revelen estos hébitos alimenticios, es de
vital importancia. Esta parte del examen clinico resulta pricticamente imprescindible para el diagnéstico
e aquellos casos en los que la larva no puede ser detectada por ninguno de los métodos fisicos.

[DIAGNOSTICO POR IMAGEN

En la actualidad, la endoscopia es la técnica de eleccién para el diagnéstico de la anisaquiosis
" 4strica aguda (Figura 12). La introduccién simultdnea de un forceps de biopsia junto con el fibroscopio
|'ermite, ademds de la correcta visualizacion de la larva, la extraccion de ésta de la zona lesionada posibi-
litando asi la curacién del paciente. Su eficacia en el diagnédstico confirmativo y en el tratamiento de esta
orma de enfermedad ha sido ampliamente demostrada. Cuando la larva no se aprecia por endoscopia
llormal, se puede administrar una solucién de indigo carmin al 0,1% sobre la zona lesionada con ayuda de
\'n micropulverizador asociado al canal de biopsia. El colorante aumenta el contraste en zonas de relieves
uaves permitiendo, en muchos casos, la visualizacién de la larva. Esta técnica puede ser también aplica-
'a en casos de anisaquiosis gistrica crénica para el diagnéstico diferencial con cancer gastrico. Si a pesar
‘e ello, la adici6n de colorante tampoco revela la presencia de la larva en la lesién, se recomienda la
“xtraccion de una biopsia, con ayuda del forceps, y su posterior examen histopatolégico. Las técnicas
“ndoscdpicas también pueden ser aplicadas con éxito en el diagnéstico y tratamiento de aquellos casos de
'nisaquiosis intestinal en los que las larvas se asientan en localizaciones accesibles para el fibroscopio
~omo el duodeno o colon. ‘

l_‘-igura 12. Imagen endoscdpica correspondiente a un caso de anisaquiosis gastro-alérgica diagnosticado en Espania. El pacien-

"3 habia sido parasitado por dos larvas de A. simpiex. A. Imagen correspondiente a una de las larvas, que aparece con la porcion
'nterior emergiendo de la mucosa. B. Elevacion de la mucosa gastrica de cuyo interior se extrajo una segunda larva (flechas).
‘ortesia de la Dra. M. Audicana, Servicio de Alergia e Inmunologia, Hospital Santiago Apéstol (Vitoria-Gasteiz).
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En la anisaquiosis gastrica, la radiologia también puede constituir una técnica de diagnéstico itil,
aunque en estos casos, la larva, identificada como un defecto filiforme de replecién del contraste, no
resulta tan facilmente detectable como por los métodos endoscdpicos. En el caso de la forma intestinal, la
aplicacién de esta técnica es mds valiosa ya que, en la mayoria de los casos (lesiones en el ileon), la
endoscopia no puede ser utilizada. No obstante, si el nematodo no es visualizado, los hallazgos radiolégicos
son muy semejantes a los observados en otras dolencias intestinales tales como la enteritis regional, la
ileitis isquémica o la hemorragia intestinal de la submucosa.

La ecografia ha sido aplicada al diagnéstico de la anisaquiosis tanto en la forma géstrica como en
la intestinal. Los hallazgos obtenidos mediante esta técnica ya han sido comentados al describir las carac-
teristicas clinicas de la enfermedad. En este caso, el diagndstico diferencial de la forma gastrica incluye
gastritis aguda, tlcera y cdncer gastrico. Las tlceras de grandes dimensiones, sin embargo, pueden mani-
festarse como una zona de eco alto en la pared engrosada (eco bajo) que no se observa en la anisaquiosis.
Asimismo, en la parasitosis, el engrosamiento de la pared se muestra como un eco interno uniforme, algo
que no suele ser observado en los casos de cincer gdstrico. Las ecografias tipicas de la anisaquiosis
intestinal pueden ser confundidas con una obstruccién intestinal, linfoma intestinal maligno, ileitis termi-
nal, apendicitis u otras dolencias intestinales. En ocasiones, los linfomas intestinales avanzados pueden
ser diferenciados de la anisaquiosis por la presencia de imdgenes de masa; otras enfermedades, como la
colitis de diferentes etiologias, enfermedad de Crohn, tuberculosis intestinal, sindrome de Behget y cén-
cer avanzado, pueden ser distinguidas en base a las diferentes capas de la pared afectadas y segiin esté
destruida o conservada la estructura pentalaminar. Mas recientemente, la ecografia transendoscépica ha
sido utilizada para discriminar entre casos de anisaquiosis géstrica aguda y otras enfermedades que gene-
ran también engrosamiento de la pared géistrica como el sindrome de Ménétrier, cincer de Borrmann tipo
4 o linfoma maligno avanzado.

Debido a las manifestaciones clinicas inespecificas que tienen lugar durante la anisaquiosis intes-
tinal, muchos de los cuadros clinicos presentados por los pacientes son diagnosticados preoperatorjamente
(en el caso de la forma aguda) como ileitis regional, apendicitis, peritonitis, fleo y abdomen agudos y, en
el caso de la forma crénica, como tumor, cancer y pélipos intestinales, apendicitis crénica o tuberculosis
intestinal. La repentina aparicién y severidad de los sintomas en la forma fulminante hacen que el médico
tenga que decidirse rdpidamente sobre la necesidad de llevar a cabo una laparotomia. La presencia de una
anamnesis que revele la ingestién de pescado crudo o inadecuadamente cocinado pocas horas antes de la
aparicion de los sintomas puede ser definitiva para descartar la intervencion, ya que, como se ha demos-
trado, las manifestaciones clinicas asociadas a esta forma de la enfermedad revierten espontdneamente en
1-2 semanas de infestacion (ver Tratamiento). Existen, no obstante, una serie de caracteristicas clinicas
generales que, junto con el interrogatoifio al paciente, pueden ser suficientes para establecer un diagnds-
tico preoperatorio fiable de la anisaquiosis intestinal aguda. Estas caracteristicas son: presencia de
eosinofilia en fluido ascitico (muy importante), fiebre y defensa muscular ausentes o muy ligeras,
leucocitosis normalmente superior a la observada en otras enfermedades inflamatorias, movilidad mos-
trada por el punto de dolor y la induracién asociada al punto doloroso y, por supuesto, los hallazgos
radioldgicos y ecogréficos, ya comentados.

TECNICAS ANATOMOPATOLOGICAS

La utilizacién de técnicas histoldgicas en el diagnéstico de la anisaquiosis humana resulta de inte-
rés sobre todo en los casos géstricos crénicos y en las formas ectdpicas o extragastrointestinales. En estos
casos, el estudio histolégico de una biopsia obtenida de la lesién sospechosa puede evidenciar una lesién
inflamatoria con restos larvarios en su interior que, dependiendo del grado de alteracién de la larva,
pueden permitir su identificacién en base a la presencia de rasgos especificos de la misma (cordones
hipodermales laterales bilobulados, luz triangular del canal alimentario, célula excretora, etc.) (Figura
13). Cuando las larvas estin muy destruidas y su identificacién morfolégica es dificil, se puede recurrir a
la utilizacién de técnicas de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia empleando anticuerpos especi-
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ficos (vedse Serodiagndstico). A continuacién, se describen las caracteristicas anatomopatolégicas de los
tres tipos de lesiones que se han descrito en pacientes con anisaquiosis gistrica crénica:

a. Lesion tipo absceso: corresponde a la fase inicial y estd caracterizada por la presencia de un
absceso marcado en la submucosa. En el centro del mismo se observa la larva parcialmente
degenerada (cuticula y 6rganos internos semidestruidos), rodeada por abundante infiltracién
celular. Aunque los eosinéfilos son predominantes, también estdn presentes neutréfilos,
macréfagos y linfocitos. El absceso, a su vez, estd rodeado por una zona granulomatosa,
donde se aprecia necrosis, hemorragia, infiltracién eosinofilica y exudacién de fibrina o
degeneracion fibrinoidea. En los casos de mayor severidad la capa muscular y la capa serosa
presentan apariencia similar.

b. Lesion tipo absceso-granuloma: en esta fase el absceso aparece reducido y rodeado por tejido
granulomatoso con ligera colagenizacién. Los restos de la larva estan invadidos por eosinéfilos
y, en ocasiones, por células epitelioides o células gigantes de cuerpo extrafio. En este estado,
la infiltracién por eosinéfilos es menor que en el anterior y los linfocitos son predominantes.
Esta lesi6n también se suele encontrar en las formas extragastrointestinales.

c. Lesion tipo granuloma: corresponde a la fase mas avanzada. En este momento, el absceso apare-
ce casi totalmente reemplazado por tejido granulomatoso con fibrosis e infiltracion por célu-
las gigantes de cuerpo extrafio, linfocitos y, en menor medida, eosinéfilos. Los restos larvarios
son casi inapreciables y, en ocasiones, ya no se detectan.

Figura 13. Secciones histolégicas de diferentes lesiones causadas por A. simplex en los tejidos de mamiferos, tefiidas con
hematoxilina-eosina. A. Lesién correspondiente a un nédulo localizado en la cavidad abdominal, que revela la presencia de una
larva intacta en el centro de la misma. En la seccion transversal del nematodo se pueden distinguir entre otras estructuras: la
musculatura, 1a célula excretora, muy pequefia a este nivel, los dos cordones hipodermales laterales bilobulados y el eséfago,
claramente visible en el centro del parasito y que presenta una luz trirradiada rodeada por dos sectores musculares y un sector
glandular (glandula esofagica dorsal). B. Seccién tangencial de una larva L3 (nétese la fina estriacién cuticular) donde se distin-
guen el intestino, formado por un epitelio columnar simple y de luz rectilinea, la célula excretora con un nucleo prominente (tefiido
de hematoxilina; flecha) y los cordones hipodermales laterales. C. Seccién de una larva L4 penetrando en la mucosa del estéma-
go de una rata. Notese la luz intestinal en zigzag y la cuticula con estriacion gruesa caracteristicas de este estadio de desarrollo.
D. Detalle de una lesion tipo absceso-granuloma donde se puede apreciar el borde de una larva L4 parcialmente destruida (con
estriacion cuticular gruesa; *) y los restos de la antigua cuticula de la L3 (flechas), liberada tras la muda y retenida en el tejido
inflamatorio circundante.
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Ademds de estas alteraciones, y sobre todo en los casos ectopicos, también se han observado lesio-
nes tipicas de respuesta a cuerpo extrario, caracterizadas por infiltracién con neutréfilos mas que con
eosindfilos y por la ausencia o escasa presencia de edema, exudacién de fibrina, hemorragia y dafio
vascular. En este tipo de lesiones puede observarse también una formacién granulomatosa alrededor de la
larva. :

En las formas agudas o crénicas intestinales, dado que el ileon es la regién afectada con mds
frecuencia y que no resulta accesible al fibroscopio por via intraluminal, lo mis habitual es que se proce-
da a una exploracién laparoscdpica y a una reseccién del segmento comprometido del mismo. En tales
circunstancias el diagnéstico anatomopatoldgico se realiza sobre la pieza operatoria, pudiendo encontrar-
se la larva entera o parcialmente destruida en el centro de una lesién inflamatoria que presenta un fuerte
infiltrado eosinofilico. En los casos crénicos, las lesiones asociadas son similares a las observadas en el
estémago. Al igual que en las formas géstricas o ectdpicas, también en este caso se puede recurrir a la
utilizacién de anticuerpos especificos para localizar antigenos parasitarios cuando la morfologia no per-
mita su identificacién de una manera clara.

Los hallazgos microscopicos tipicos de la forma aguda intestinal revelan una lesién tipo flemén
(muy similar a la observada en la forma géstrica aguda, pero de mayor severidad) que implica un engro-
samiento de la pared de 3 a 5 veces superior a las dimensiones normales. La larva suele encontrarse
intacta en la submucosa, asociada a edema marcado, infiltracién celular severa, exudado inflamatorio y
fibrinoso, necrosis tisular y pequeiias lesiones hemorragicas. Los eosinéfilos son los principales compo-
nentes celulares observados, aunque los monocitos, neutréfilos y linfocitos, también estdn presentes.
Cuando la larva no puede encontrarse en la zona resecada, es muy probable que haya perforado totalmen-
te la pared intestinal, alcanzando la cavidad abdominal. La mucosa no siempre presenta signos de ulceracién
o necrosis, pero en la mayoria de los casos se observa hiperplasia de los foliculos linfoides. Generalmen-
te, la capa muscular muestra cambios inflamatorios mds suaves que la submucosa, sin edema ni exuda-
ci6én de fibrina y con poca infiltracién celular. La capa serosa, por el contrario, puede presentar estas
alteraciones en mayor medida. La mayoria de las hemorragias importantes son observadas en esta capa,
ya que se trata de una zona bien irrigada por capilares. Los mesenterios regionales de los intestinos
flemonosos muestran también ligera inflamacién. En ocasiones, la submucosa de zonas préximas al pun-
to de penetracién presenta también edema intenso, infiltracién eosinofilica marcada, exudacién de fibrina,
pequeiias hemorragias, vasculitis severa y necrosis fibrinoidea.

Actualmente se conocen bastantes casos de anisaquiosis que han sido confirmados en estudios
restrospectivos de piezas operatorias que habian sido diagnosticadas como granulomas eosinofilicos de
causa desconocida. Por esta razén, se debe alertar.a los patélogos sobre los tipos de lesiones normalmente
asociados a esta enfermedad. La actitud del especialista ante una pieza de reseccién intestinal o
apendicectomia en cuyos cortes se observe una eosinofilia importante debe ser, por tanto, proceder siem-
pre a la bisqueda de formas parasitarias, con especial atencién a las zonas que presenten ulceraciones o
trayectos fistulosos. I :

PrueBAs CUTANEAS

Al igual que ocurre con otras enfermedades alérgicas mediadas por reacciones de hipersensibilidad
de tipo I, la respuesta de anticuerpos frente a los alergenos de A. simplex puede ser evidenciada mediante
la realizacién de una historia clinica adecuada y una prueba cutinea (epicutidnea -prick-test- o, menos
frecuentemente, intracutdnea).

El prick-test es facil de realizar y ademds produce pocas molestias al paciente. Para la realizacién
del método se pueden utilizar aplicadores individuales o miiltiples (lancetas para prick-test) mediante los
cuales se punciona una zona de la piel donde se ha depositado previamente una gota de la solucién
antigénica. La lectura se realiza a los 20 minutos y la positividad se manifiesta en forma de un hab6n
urticariforme, rodeado de un halo eritematoso, alrededor del punto de inoculacién del antigeno (Figura
14). Los antigenos para la realizaci6n de esta prueba son disoluciones acuosas del extracto antigénico que
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Figura 14. Reaccién de hipersensibilidad de
tipo | producida por la prueba del prick-test
en el antebrazo de una paciente sensibiliza-
da. Obsérvese la intensa reaccién papulo-
eritematosa producida (drea enmarcada).
Cortesia del Dr. Luis de Corres, Servicio de
Alergia e Inmunologia, Hospital Santiago
Apodstol (Vitoria-Gasteiz).

e

contienen glicerina al 50% y suelen ser estables durante varios afios. En el caso de Anisakis, los extractos
antigénicos se obtienen normalmente a partir de larvas L3 recogidas manualmente de peces parasitados y
posteriormente se procesan para la obtencion del alergeno o alergenos de interés y se valora su actividad
biolégica. Los extractos antigénicos para la realizacién del prick-test estan disponibles comercialmente
(¢j., ALK-Abell6). Estos extractos permiten diagnosticar alrededor del 95% de los pacientes sensibles a
los mismos. Ademds, la técnica presenta la ventaja de que permite a los alergélogos probar distintos
alergenos en la propia consulta sin necesidad de esperar a la realizacién de otras pruebas de laboratorio.
Por el contrario, el principal inconveniente es que al estar confeccionado el extracto antigénico con los
alergenos totales del parisito existe el riesgo de se produzcan respuestas positivas debidas a reactividades
cruzadas por exposicion previa a otros microorganismos, parasitos, etc. con los que Anisakis comparte
epitopos. Es por ello, que mientras no se disponga de alergenos especificos para las pruebas cutdneas,
cualquier resultado positivo o dudoso requiere confirmacién posterior mediante una prueba de laborato-
rio especifica. Por otra parte, el riesgo de que algunos pacientes puedan sufrir reacciones anafil4cticas
obliga a que la técnica sea realizada sélo por personal especializado.

Las pruebas intracutdneas, aunque son mas reproducibles y entre 100 y 1000 veces m4s sensibles
que las pruebas epicutdneas, son menos utilizadas porque consumen mds tiempo, son més dificiles de
realizar, suelen ser mas molestas para los pacientes y presentan un riesgo asociado mayor de reaccién
sistémica. Ademds, dada su sensibilidad, suelen producir més falsos positivos y, puesto que se utilizan los
mismos extractos antigénicos que en el caso del prick-test, también se pueden producir los mismos pro-
blemas de reactividades cruzadas. En un estudio en que se utilizé un antigeno purificado del pardsito
(hemoglobina de Anisakis) se observé reaccién positiva en el 100% de pacientes estudiados con anisaquiosis
aguda, pero también en el 63% de adultos aparentemente sanos, en el 39% de estudiantes que cursaban
estudios superiores y mas del 2% de poblacién infantil.

SERODIAGNOSTICO

Como hemos comentado, en determinadas ocasiones la larva de Anisakis no puede ser visualizada,
bien porque ha migrado a localizaciones inaccesibles para la sonda endoscépica (intestino delgado medial
y distal, capas internas de la pared del tracto gastrointestinal y tejidos y 6rganos extragastrointestinales),
o bien porque la enfermedad se encuentra en un estado avanzado y la larva ha sido practicamente destrui-
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da por el sistema inmune del hospedador. En estos casos, teniendo en cuenta que durante la anisaquiosis,
al igual que sucede en otras helmintosis, se genera una importante respuesta inmune humoral en el
hospedador, las pruebas inmunolégicas pueden constituir una buena alternativa preoperatoria. Ademas,
estas pruebas resultan imprescindibles cuando se trata de determinar si existe una sensibilizacién alérgica
frente a los antigenos del parasito.

De manera andloga a otros nematodos, A. simplex expresa antigenos comunes junto con otros que
son especificos de cada estadio larvario. Esto quiere decir que, durante la parasitacion, el hospedador
sufre un proceso de inmunizacién por los antigenos de la larva L3 (antigenos de superficie y antigenos de
excrecién/secrecién) y, una vez que se produce la muda, frente a los antigenos que exprese en superficie
o secrete/excrete la larva L4. Mads aiin, a medida que la larva se destruye con el transcurso de los dias, el
hospedador se inmunizara también con los antigenos somadticos de la fase L4. Es probable, por lo tanto,
que durante la anisaquiosis crénica el mayor estimulo antigénico lo constituyan los antigenos sométicos
de las larvas L4. Por el contrario, cuando las larvas L3 son expulsadas en una fase temprana, el contacto
con los antigenos de la larva L4 no se produce. De todo ello se deduce que un sistema de serodiagndstico
serd ideal si el antigeno seleccionado, ademds de ser especifico, estd presente en las larvas L3 y L4, que
son los estadios a los que se expone habitualmente el ser humano.

Hasta hace relativamente poco tiempo, las pruebas seroldgicas para el diagnéstico de la anisaquiosis
tenian poca sensibilidad y especificidad. Entre las que mas se llegaron a utilizar, hemos de destacar la
aglutinacién de particulas de litex, inmunodifusién doble e inmunoelectroforesis, hemaglutinacién indi-
recta y la fijacién del complemento. Con algunos de estos métodos se ha logrado diagnosticar
serolégicamente hasta un 90% de los casos de anisaquiosis gdstrica e intestinal en poblacién japonesa
pero, dependiendo del método elegido, también se producian entre un 30 y un 60% de respuestas positi-
vas en poblacién normal. Por tal motivo, los resultados sélo eran tenidos en cuenta cuando se producia un
aumento significativo en el titulo de anticuerpos del paciente en el transcurso de 2-4 semanas desde el
inicio del episodio clinico. De manera similar a lo que se ha descrito para las pruebas cutaneas, la utiliza-
cién de hemoglobina de Anisakis como antigeno en las técnicas que hemos mencionado tampoco supuso
un incremento importante en lo referente a la especificidad de dichas pruebas.

Por otra parte, dichos métodos, por su naturaleza y/o baja sensibilidad, no permiten la determina-
cién de anticuerpos de clase IgE que, segiin hemos indicado, es la més especifica y frecuente en la
anisaquiosis. Ademds, como es l6gico, la determinacién de la misma resulta imprescindible en los casos
en que tan sélo se producen manifestaciones alérgicas. ‘

Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia indirecta fue utilizada a principios de la década de 1970 sobre secciones
histolégicas de Anisakis, pero también se observé la existencia de fuertes reacciones cruzadas con otras
helmintosis. Sin embargo, més recientemente fue empleada con éxito para confirmar un caso de anisaquiosis
intestinal, comprobandose que los anticuerpos presentes en el suero del paciente reconocian
mayoritariamente los érganos larvarios implicados en la produccién de los antigenos de excrecién/secre-
cién. La sensibilidad de la técnica puede alcanzar el 95% de los casos en los primeros 10-30 dias que
siguen a la infestacién pero, como hemos comentado, carece de la especificidad necesaria como para que
pueda ser utilizada actualmente en diagnéstico humano de la anisaquiosis. Sin embargo, cuando se utili-
cen anticuerpos especificos para antigenos de Anisakis (e]. anticuerpos monoclonales, véase mds adelan-
te) posiblemente la inmunofluorescencia y/o la la inmunohistoquimica sean herramientas de gran utilidad
para la idenficacién del nematodo en la pared del estémago o del intestino (ya sea en una biopsia o en una
pieza operatoria) cuando el parisito se halle parcialmente destruido y no sea posible la identificacién
morfoldgica en el corte histolégico.
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RAST (radioallergosorbent test)

Al ser la IgE una inmunoglobulina muy minoritaria en el suero, para su determinacién fue necesa-
rio el desarrollo de técnicas inmunolégicas que detectasen biomoléculas en el rango de nanogramos/ml.
El desarrollo del RAST en 1968 o, posteriormente, las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA y FEIA, ver
mds adelante), que permiten la determinacidn cualitativa o cuantitativa de los niveles de IgE especifica
frente a un alergeno, vino a solucionar este problema. Como es sabido, el RAST se basa en la inmoviliza-
cién del alergeno de interés en un soporte sélido (matriz sintética de Sephadex, agarosa, disco de papel,
etc.). El soporte recubierto con el alergeno es incubado con el suero del paciente y los anticuerpos de
todas las clases se pegan al mismo. A continuacién las particulas se lavan y se procede a una segunda
incubacién con un segundo anticuerpo marcado radiactivamente (ej. anti-IgE humana marcada con '%I).
Posteriormente, el soporte se lava y la radiactividad ligada al mismo se mide en un contador de radiacti-
vidad, siendo ésta proporcional a la concentracién de IgE especifica contenida en el suero objeto de
estudio. Los resultados se pueden transformar en unidades internacionales utilizando una curva patrén
obtenida a partir de un suero de referencia (estindar) o en unidades de masa si se puede disponer de
concentraciones conocidas de IgE. Es importante destacar que la matriz utilizada para inmovilizar el
alergeno debe tener capacidad para unir un exceso del mismo; en caso contrario, otras clases de anticuer-
po mayoritarias (ej. IgG) podrian desplazar a los anticuerpos IgE objeto de estudio.

En el caso de la anisaquiosis, el RAST fue utilizado para la determinacién de IgE especifica a partir
de 1980 y permiti6 detectar entre el 77 y el 100% de los casos, dependiendo de los estudios. A diferencia
de otras inmunoglobulinas como la IgG o IgM, la determinacién de IgE anti-Anisakis resulté mucho mas
especifica. Con frecuencia se observaron valores de hasta 10000 U a las 3-5 semanas postinfestacion
frente a las 30-50 U observadas en poblacién normal o en individuos con otros trastornos alérgicos. A
pesar del aparente éxito inicial, esta metodologia tampoco estaba exenta de limitaciones, particularmente
en lo referente a la utilizacién de materiales radiactivos. Por esta razén, el RAST fue cayendo en desuso
en favor de las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA, FEIA, etc.). Ademds presenta los mismos problemas
de inespecificidad que afectan a estas ultimas (ver mas adelante).

Técnicas inmunoenzimdticas (ELISA, FEIA)

El desarrollo a lo largo de la década de 1980 de los métodos inmunoenzimaticos (ej. ELISA:
enzyme-linked immunosorbent assay y FEIA: fluorescent enzyme immunoassay) fue relegando paulatina-
mente a las técnicas basadas en marcaje radiactivo tanto por su peligrosidad potencial como por los
problemas en la eliminacién de residuos, inversién en aparataje especifico, etc. que conlleva tal metodo-
logia. De manera similar al RAST, en los sistemas ELISA/FEIA (método indirecto), el antigeno o alergeno
se une a un soporte solido (habitualmente placas de poliestireno de 96 pocillos) y se incuba con el suero
del paciente, cuyos anticuerpos se pegaran al antigeno. Posteriormente, los anticuerpos de las distintas
clases que se hayan unido al antigeno se pueden determinar mediante un segundo anticuerpo ligado
covalentemente a un enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina, etc) que reconozca especificamante la clase
o clases de anticuerpo humano que queremos determinar (anti-IgE, anti-IgG, etc). Finalmente, se afiade
un sustrato especifico para el enzima y, después de un tiempo de reaccion, se mide la cantidad de produc-
to coloreado que se ha producido y que es proporcional a la cantidad de anticuerpo primario que se haya
unido al antigeno/alergeno. La diferencia basica entre los ensayos ELISA y FEIA es que los primeros
utilizan sustratos cromogénicos, mientras que los segundos emplean sustratos fluorescentes y, en general,
presentan una capacidad de deteccidn superior a los primeros.

Al igual que con otras técnicas precedentes, los primeros estudios realizados con metodologia
ELISA a finales de 1980 y durante 1990 se vieron condicionados fundamentalmente por el tipo de antigeno
utilizado (frecuentemente, antigeno total del parisito o antigenos de excrecién/secrecién), por la clase de
inmunoglobulina detectada y por el tiempo transcurrido entre la aparicién de los sintomas y la extraccién
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de la muestra sérica. En este sentido, las reactividades cruzadas con antigenos de Ascaris y Toxocara
(pertenecientes, al igual que A. simplex, a la Superfamilia Ascaridoidea) y probablemente también de
otros pardsitos y microorganismos, seguian siendo un problema a resolver, particularmente en lo referen-
te a la determinacién de anticuerpos de las clases IgM e IgG.

Como hemos indicado, la determinacién de IgE anti-Anisakis es mucho mas especifica que la
medicién de otras inmunoglobulinas séricas y, de hecho, no resulta dificil alcanzar positividades superio-
res al 95% en pacientes con anisaquiosis gastrica confirmada. Por tal motivo algunas casas comerciales
han disefiado y comercializado sistemas de diagnéstico utilizando antigenos totales o una fraccion de los
mismos para la determinacidén de este isotipo.

Uno de los métodos que presentan una mayor detectabilidad en la determinacion de IgE especifica
frente a Anisakis es el INMUNOCAP (Pharmacia-Upjhon), un ensayo FEIA que continda siendo el mé-
todo de laboratorio mds empleado por los alergélogos para cuantificar los niveles de IgE anti-Anisakis en
el suero de pacientes sensibilizados frente a alergenos del parésito. Esta técnica utiliza un soporte sélido
con capacidad para unir un exceso de alergenos, que impide que se bloquee la unién de la IgE (minorita-
ria), por parte de otras inmunoglobulinas. Sobre esta fase sélida se hace reaccionar el suero del paciente
que, en caso de contener inmunoglobulinas IgE especificas, se unirdn a los antigenos inmovilizados. A
continuacion, las IgE humanas se detectan mediante un anticuerpo anti-IgE, marcado con un enzima.
Finalmente, se afiade un sustrato, que por accién enzimatica se transforma en un producto fluorescente.

Al igual que otros métodos precedentes hoy sabemos que al no utilizar antigenos de probada espe-
cificidad el INMUNOCAP puede producir un buen niimero de falsos positivos debidos a reactividades
cruzadas, particulamente debido a la presencia de azicares que estan representados sobre un buen nume-
ro de antigenos del pardsito (ver mds adelante). Ademads, este método estd disefiado para la determinacién
de IgE exclusivamante, con lo cual para cuantificar otros isotipos hay que recurrir a otras técnicas.

La introduccién de la metodologia de anticuerpos monoclonales para permitir el reconocimiento
de antigenos definidos y especificos ha traido mejoras sustanciales en el serodiagnéstico de la anisaquiosis
y/o de la alergia atribuida al parasito. Con estos reactivos inmunolégicos resulta posible realizar ensayos
ELISA-captura, en los cuales un anticuerpo monoclonal unido a la fase sélida se encarga de capturar el
antigeno especifico de interés, para asi evitar las reactividades cruzadas que se puedan producir por la
presencia de otros antigenos contenidos en la mezcla antigénica. Los primeros estudios que utilizaron
esta metodologia fueron llevados a cabo por investigadores japoneses que ensayaron un anticuerpo mono-
clonal, denominado An2, que reconocia un antigeno de excrecién/secrecién (heterodimero de 40-42 kD),
para detectar anticuerpos no reaginicos (IgA-M-G) e IgE en pacientes con anisaquiosis confirmada (vi-
sualizacién/extraccién de la larva mediante gastroscopia). Dichos estudios, aunque prometedores, no
sobrepasaron una capacidad de deteccién del 82% de los pacientes con anisaquiosis confirmada en las
fases tempranas de la enfermedad referida a anticuerpos IgE. Los porcentajes correspondientes a otras
inmunoglobulinas fueron mucho mas bajos.

Mis recientemente, nuestro grupo ha desarrollado también un panel de anticuerpos monoclonales
en ratones, uno de los cuales, denominado UA3, se ha probado con éxito en el desarrollo de un método
ELISA-captura (ELISA-UA3) que permite la determinacién de anticuerpos especificos en el suero de los
pacientes sensibilizados frente a antigenos de Anisakis. De manera similar al INMUNOCAP, este método
también presenta una alta sensibilidad/detectabilidad. En la valoracién de dicho método se han empleado
sueros de pacientes con anisaquiosis confirmada, pacientes con manifestaciones clinicas de alergia al
parésito y poblaci6n supuestamente sana (grupo control). La demostracién de la parasitacién fue realiza-
da por observacién directa (fibrogastroscopia) o bien en el postoperatorio mediante demostracién de la
larva entera o parcialmente destruida en la pieza operatoria. Estos pacientes, presentaban ademds dolor
abdominal de pocas horas de evolucién y antecedentes de ingestién de pescado crudo. Por su parte, la
poblacién alérgica fue catalogada como tal en base a tres criterios: a) manifestaciones alérgicas (urticaria/
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angioedema o anafilaxia) en las primeras 6 horas despues de la ingesta de pescado; b) prueba de anafi-
laxia cutanea (prick-test) positiva con extracto total de Anisakis; c¢) ausencia de alergia conocida a pesca-
do o a otros alergenos conocidos. La poblacién normal se seleccioné entre donantes de sangre que no
presentaban anticuerpos IgE mediante la prueba INMUNOCAP para Anisakis. Tomando como referencia
la media de los valores de densidad éptica (DO) del grupo control, el método ELISA-UA3 fue capaz de
detectar valores de IgE por encima del valor de corte establecido (media + 4 DE) en el 100% de los casos
de anisaquiosis y alergia (Figura 15).
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Pero ademads de presentar una excelente detectabilidad/sensibilidad hay que destacar que el ensayo
ELISA-UA3 no present6 los problemas de reactividad cruzada de los métodos precedentes. En un estudio
reciente efectuado por nuestro laboratorio con sueros de dos poblaciones de Sudamérica (36 sueros de
nifios y 78 sueros de adultos) que, por su aislamiento geografico y bajo nivel econémico, no tenian
posibilidad de ingerir peces de agua salada y que, por lo tanto, nunca habian estado en contacto con
antigenos de Anisakis, se ha podido constatar que mientras el ensayo INMUNOCAP generaba entre un
45-55% de falsos positivos (ver Figura 16), el ensayo ELISA-UA3 se mantenia en el 100% de especifi-
cidad. Aunque las mencionadas comunidades padecen con frecuencia parasitaciones por nematodos in-
testinales (algunos relacionados con Anisakis) no se ha podido demostrar que el nimero de falsos positi-
vos obtenidos mediante INMUNOCAP estuviese relacionado con la presencia de algin pardasito en parti-
cular. '

En base a estos resultados, el método ELISA-UA3 debe ser considerado hoy por hoy el procedi-
miento estidndar para la determinacién de anticuerpos especificos anti-Anisakis.
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cera poblacién la constituyeron 24 pacientes espafioles con alergia
a Anisakis (lIl). Cada punto representa la media del valor de kU/
obtenido para cada suero individual ensayado por duplicado. Los
valores de IgE se expresan como kU/ calculadas a partir de una
curva de calibracion obtenida al ensayar un suero de referencia
con concentracion (kUA) conocida de IgE.
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Inmunotransferencia (Western blot)

La separaci6n de los antigenos basicamente en funcién del peso molecular de los mismos utilizan-
do geles de poliacrilamida y su transferencia posterior a un soporte de nitrocelulosa o nylon para ser
posteriormente detectados por los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes, constituye la base de
esta técnica que tiene, en general, una gran especificidad junto con una sensibilidad/detectabilidad acep-
tables.

La determinacién de anticuerpos anti-Anisakis por este método se ha mostrado mis eficaz utilizan-
do antigenos somiticos del parasito que cuando se emplearon antigenos de excrecion/secrecion. Ademds,
en lo referente a los isotipos, se ha podido constatar que, de manera similar a otros métodos ya descritos,
tan sélo la determinacién de anticuerpos IgE produce resultados aceptables.

Desde el punto de vista de la especificidad, esta técnica tiene la ventaja de que permite la separa-
ci6én previa de los antigenos antes de ser incubados con el suero de los pacientes, con lo cual es posible
visualizar frente a cudl o cudles antigenos parasitarios se estd produciendo la respuesta. Ello ha posibili-
tado que algunos autores llegaran a proponer patrones de bandeado determinados para agrupar las distin-
tas respuestas IgE que se observan en los pacientes con alergia a Anisakis. Sin embargo, dado que todavia
no se ha podido demostrar que los antigenos reconocidos sean verdaderamente especificos del parasito, la
utilidad de la técnica es cuestionable. Es m4s, en un estudio reciente llevado a cabo por nosotros compa-
rando los patrones de reconocimiento de los anticuerpos IgE presentes en los sueros de pacientes con
alergia a Anisakis y sueros de pacientes pertenecientes a colectividades libres de Anisakis (poblaciones
Sudamericanas, ya mencionadas antes) no hemos podido establecer ninguna banda que pudiera ser con-
siderada especifica de Anisakis mediante esta técnica (ver Figura 17). Este hecho, unido a la menor
detectabilidad y mayor coste de este método frente a los sistemas ELISA condicionan su utilizacién.
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Figura 17. Inmunotransferencia (Western blot) de
los antigenos somaticos de A. simplex revelando la
presencia de anticuerpos IgE en sueros de distintos
individuos. Las proteinas se separaron en geles SDS-
97.4— PAGE bajo condiciones reductoras. Canales A-E:
2 sueros de pacientes alérgicos a A. simplex (CAP:
66.2 — 51.9, 26.0, 58.3, 84.8, >100 kU/l respectivamente);
canal F: mezcla de sueros de 8 sujetos de la pobla-
cién negativa 1 (ver Fig. 16) (valor medio de CAP: 12
kU/); canales G-L: sueros de individuos de la pobla-
31.0 — cién negativa Il (ver Fig. 16) (todos los sueros tenian
e resultado de CAP positivo, con niveles de IgE anti-
2725 — =] Anisakis de 6.85, 11.2, 6.94, 24.6, 7.64, 11 kU/l res-
14.4 — pectivamente); canal M: control negativo. Los mars
cadores de peso molecular (en kDa) se representan

a la izquierda de la figura.
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DATOS DE LABORATORIO COMPLEMENTARIOS

Tanto en las formas intestinales como en las géstricas es frecuente que se produzca una leucocitosis
intensa de manera similar a como ocurre con otras enfermedades incluidas en el diagnéstico diferencial
(fleo agudo, apendicitis, etc.). En los casos gdstricos agudos, la eosinofilia tan s6lo se ha podido demos-
trar en alrededor de un tercio de los enfermos. En estos casos el porcentaje de eosindfilos no suele superar
el 10%. En los casos intestinales, el nivel de eosindfilos suele estar en valores normales en el estadio
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inicial de la enfermedad aguda y, por tanto, en el momento del diagndstico. En algunos pacientes, los
niveles pueden elevarse a las dos semanas de la presentacion de la enfermedad para descender finalmente
a la tercera semana. Cuando existe fluido ascitico, éste puede contener hasta un 30% de eosindfilos, lo
que resulta importante para el diagnéstico. En estos casos, se recomienda el estudio bacteriolégico del
mismo para tratar una eventual infeccién bacteriana asociada.

PAUTAS A SEGUIR EN EL DIAGNOSTICO

La sospecha de anisaquiosis debe establecerse para todos aquellos pacientes que presenten un
cuadro clinico gastrico o intestinal que curse con malestar o dolor abdominal, con antecedentes de ingesta
de pescado marino crudo o insuficientemente cocinado en las 6-48 horas anteriores a la presentacién de la
manifestaciones clinicas. Asimismo, se debe sospechar alergia a Anisakis en todos los episodios relacio-
nados con la ingesta de alimentos entre los que se enctientre el pescado de mar. El procedimiento a seguir
en el diagnéstico de las distintas formas clinicas de la enfermedad se resume en la Figura 18. Como se
puede observar, cuando la sospecha de parasitacién recae sobre una viscera hueca (ej. estémago) que es
accesible desde el exterior, la fibrogastroscopia es el método diagnéstico de eleccién. Sin embargo, tanto
en los casos que solo presentan manifestaciones alérgicas como en aquellos en los que sea necesario
descartar que la larva no se encuentre en un lugar no accesible al fibroscopio, es necesario recurrir a
métodos de diagnéstico indirectos, como las pruebas cutdneas o las pruebas seroldgicas.

Como se puede apreciar en la Tabla 6, de todas las técnicas serolégicas disponibles en la actuali-
dad, tan sélo el método ELISA-UA3 ofrece seguridad en el diagnéstico, puesto que combina especifici-
dad y detectabilidad adecuadas. Actualmente se estan haciendo pruebas para la adaptacién de este méto-
do a los sistemas de diagnéstico empleados rutinariamente en hospitales.

Caracteristicas ELICA WB o
¢ Antigeno Especifico | Total' Total

o Isotipos Todos . Todos IgE 1gE3

* Cuantitativo . Si No | Si No

* Respuesta individualizada Si : Si - No* |  No*

para antigeno/s de interés . e e
* Especificidad ] Alta ] Baja - Baja Baja
¢ Detectabilidad +++ ++ ++++ ++

Tabla 6. Caracteristicas de los diversos métodos empleados para evaluar la alergia frente a los alergenos de A. simplex. 'Los
componentes de la mezcla antigénica son separados en SDS-PAGE. ?El extracto total se somete previamente a fraccionamiento.
3Liberacion de mediadores de la inflamacion dependiente de IgE. *Se podra realizar cuando se disponga de antigenos individua-
les.
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ANISAQUIOSIS
l
FORMAS AGUDAS FORMA ALERGICA
® Dolor abdominal ] Urtiparia
® Nauseas/vomitos ° Angloedgma
e Urticaria/angioedema/anafilaxia e Anafilaxia

Ingesta de pescado crudo o insuficientemente cocinado en las 6-48 h previas

SI NO SI NO
¢ Imagen Diagnéstico Diagnéstico
e Serologia improbable improbable

® Prick-test

r—J—;' e ELISA-UA3 (IgF)
POSITIVO NEGATIVO |

Serologia Prick-test
positiva positivo
Diagnéstico
poco probable
Diagnéstico

posible
| PosITIVG Repetir NEGATIVO
serologia ELISA-UAS3 (IgE)
(2-4 semanas) . .
. . Diagnéstico
Diagnéstico probable o —5orvo
probable o Diagnéstico  confirmado
confirmado improbable ' NEGATIVO
) ® Tratamiento
® Tratamiento ® Prevencion e
® Prevencion D'aS;‘.OSt'CO
negativo

Figura 18. Representacion esquematica de las pautas a seguir en el diagndstico de las diferentes formas clinicas de la anisaquiosis
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9. TRATAMIENTO

La anisaquiosis aguda puede ser facilmente tratada por técnicas endoscépicas cuando la larva se
localiza en la pared del estémago, duodeno o colon. Después de la extraccién de la larva, llevada a cabo
con ayuda de un forceps de biopsia, los sintomas revierten rdpidamente. Por el contrario, cuando la larva
se asienta en localizaciones inaccesibles para el fibroscopio y no puede ser visualizada, se suele recurrir
al tratamiento mediante laparotomia y reseccién de la zona afectada. No obstante, hay que resaltar que el
pronéstico de la anisaquiosis intestinal aguda es normalmente bueno y que la sintomatologia desaparece
espontdneamente en las primeras dos semanas de infestacion. Por lo tanto, cuando las manifestaciones
clinicas, el diagnéstico por imagen y la anamnesis sugieran la existencia de esta enfermedad, la adminis-
tracién de una terapia conservadora a base de antibidticos, anticolinérgicos y/o corticoesteroides es sufi-
ciente para su curacién. En el caso de las formas crénicas se recomienda una reseccién parcial de la zona
afectada para evitar una posible exacerbacién alérgica de la lesién. Algunos autores han sugerido que
determinados medicamentos como el tiabendazol, el flubendazol o el mebendazol podrian tener aplica-
ciones terapéuticas en el tratamiento de la anisaquiosis. Sin embargo, hasta la fecha no se ha encontrado
ningiin antihelmintico eficaz para el tratamiento de esta parasitosis.
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