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RESUMEN. 

La parasitación del hombre con nematodos del género Anisakis, debido a la 

ingesta de pescado crudo o poco cocinado infectado, es muy frecuente en Japón y 

distintos países de Europa, entre ellos España. Son numerosos los pacientes 

afectados con manifestaciones gastrointestinales más o menos severas y 

reacciones alérgicas de sintomatología variable, siendo España el país europeo con 

mayor número de casos de anisakiosis (Abollo et al., 2003; FEAD, 2013). En Japón, 

A. simplex s.s. se considera el principal agente etiológico de esta enfermedad 

parasitaria, en Italia se ha señalado como tal a A. pegreffii (D’Amelio et al., 1999; 

Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 2011, 2013a), pero en España no se ha 

identificado la especie involucrada en la anisakiosis humana. Algunos autores han 

encontrado que A. pegreffii presenta menor poder de penetración en el músculo de 

determinados peces que A. simplex s.s.; lo que podría indicar que tiene una menor 

capacidad patógena (Suzuki et al., 2010). A pesar, de que las larvas de Anisakis tipo 

II, son capaces de infectar al hombre (Clavel et al., 1993), no se conoce bien la 

implicación de sus especies en esta parasitosis, ya que del total de casos humanos, 

son pocas las larvas identificadas por métodos moleculares.  

Para el estudio de la patogenicidad de las distintas especies de Anisakis se 

han utilizado ratas Wistar, ya que estos animales presentan una serie de ventajas: 

el tamaño del aparato digestivo de la rata tiene un calibre adecuado para las larvas, 

el menor requerimiento espacial y de cuidados que otros animales de mayor 

tamaño y sobre todo el comportamiento y distribución de las larvas L3 de Anisakis 

es similar a los casos humanos (Huang, 2005; Navarro et al, 2008).  

En el presente trabajo se ha observado que del 21'6% de las larvas Tipo I 

que fueron capaces de atravesar, fijarse y/o producir lesión en el tracto 

gastrointestinal de los animales, el 10% fueron identificadas como A. simplex s.s., el 

7'8% como genotipos híbridos y el 3'8% restante como A. pegreffii. De acuerdo con 

estos datos hemos encontrado que el riesgo de penetración de A. pegreffii es menor 

que el de A. simplex s.s., concretamente, un 65% (IC 95%: 11 a 86%).  En el caso de 

las larvas tipo II, tan sólo el 7'1% (4/56) fueron capaces de producir daños en los 

animales de experimentación, dos larvas de A. physeteris y dos de A. paggiae. Estos 

resultados indican que ambas especies pueden actuar como agentes etiológicos de 
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la anisakiosis. Al comparar estos resultados con los obtenidos en las larvas tipo I, 

se observa que el potencial patógeno de estas últimas es más elevado (p<0'001).  

Otro hecho a considerar es la situación de las larvas en el pescado; es decir, 

si son igualmente patógenas las encapsuladas en vísceras o las que se encuentran 

libres en la cavidad corporal del pescado. Los resultados obtenidos en nuestro 

trabajo muestran cómo las larvas encapsuladas parecen tener un comportamiento 

diferente, ya que ninguna de ellas atravesó la pared gastrointestinal, aunque sí 

fueron capaces de fijarse en la mucosa gástrica y producir daños vasculares. Por 

tanto, las medidas profilácticas no deben diferir. 

Si bien son diversos los fármacos probados frente a la anisakiosis 

(antibióticos, antihistamínicos, anticolinérgicos y/o corticosteroides), hasta la 

fecha ninguno de ellos ha mostrado una eficacia contrastada (Cocheton et al., 1991; 

Domínguez-Ortega y Martínez-Cócera, 2000; Matsui et al., 1985; Oshima, 1972). 

Así, con el fin de evitar la intervención quirúrgica, se han propuesto tratamientos 

con antihelmínticos (De Vera et al., 2002; Filauro et al., 2011; Ioli, 1998; Magnaval 

et al., 2002; Manley y Embil, 1989; Moore et al., 2002; Pacios et al., 2005), entre los 

cuales cabe citar al albendazol, derivado benzimidazólico ampliamente utilizado 

para tratar los parásitos intestinales que parece presentar cierta actividad frente a 

Anisakis (Arias-Díaz et al., 2006; Dziekoeska-Rynko et al., 2002; Moore et al., 2002). 

Por otra parte, se han ensayado, in vitro e in vivo, sustancias de origen natural 

frente a las larvas de anisákidos (Hierro et al., 2004 a, b, c, 2006; Lin et al., 2010; 

Navarro et al., 2008).  

La manzanilla (Matricaria chamomilla) y menta (Mentha piperita) son 

plantas medicinales ampliamente utilizadas (Herro y Jacob, 2010; Srivastava et al., 

2010). Ambas han mostrado ser biocidas frente a un amplio rango de agentes 

patógenos, al igual que ocurre con compuestos de otros aceites esenciales, como 

son el farnesol, nerolidol y elemol (Hoet, 2006; Inoue et al., 2004; Kpoviessi et al., 

2014; Morales-Yuste, 2006).  

 En los estudios in vitro, el mentol, el aceite esencial de manzanilla y 

especialmente -bisabolol, fueron los productos naturales más efectivos frente a 

las L3 de Anisakis Tipo I. En cuanto a los otros derivados sesquiterpénicos testados 

en las pruebas in vitro, los resultados muestran que tanto nerolidol, como farnesol 
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y elemol ocasionan el 100% de mortalidad de las larvas L3 desde la primera lectura 

a las concentraciones de 125 µg/ml. Ahora bien, cabe reseñar una mayor actividad 

in vitro del -bisabolol  y nerolidol, ya que mantuvieron la máxima actividad 

larvicida incluso a la más baja de las concentraciones ensayadas (31'2 µg/ml).  

 Respecto a los resultados in vivo, todas las ratas tratadas con los productos 

naturales mostraron mejores resultados que las del lote control, especialmente 

aquellas que recibieron A.E. de menta y sus componentes que además de no 

presentar ningún tipo de lesión, mostraron actividad. Para los dos tipos de ensayo, 

albendazol, fármaco de referencia para el tratamiento de la anisakiosis, fue menos 

eficaz que los productos testados, ya que en ningún momento mostró actividad 

larvicida y en los animales de experimentación aparecieron lesiones similares a las 

encontradas en el grupo control, aunque en menor número. 
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1. ANISAKIOSIS. 

1.1. Concepto. 

La anisakiosis es una parasitosis producida por el tercer estadío larvario 

(L3) de nematodos del género Anisakis que el hombre adquiere al ingerir pescado 

parasitado crudo o insuficientemente cocinado. El primer caso de esta enfermedad 

lo describió Van Thiel et al. (1960) en un paciente aquejado de fuertes dolores 

abdominales. La causa de la enfermedad fue un nematodo encontrado en un 

flemón eosinofílico intestinal, ingerido con arenques crudos ligeramente salados. 

El nematodo responsable de la lesión se identificó como Anisakis (Rudolphi, 1809) 

y a la enfermedad humana se le denominó anisakiasis (Van Thiel, 1962). En 1965, 

sanitarios japoneses revisaron numerosos casos de úlcera gástrica o duodenal, 

apendicitis aguda y tumor gástrico y comprobaron que muchos de ellos habían 

sido mal diagnosticados.   

A lo largo de los años, anisakiasis se ha empleado para referirse a la 

infección parasitaria producida por nematodos de la familia Anisakidae, aunque 

más tarde Margolis (1977) aconseja:  

 Anisakiasis inespecífica para la parasitación humana producida por 

larvas pertenecientes a la familia Anisakidae. 

 Anisakiasis para la parasitación  debida a las larvas del género Anisakis. 

Posteriormente, Oshima y Kliks (1987) diferenciarían entre anisakiasis y 

pseudoterranovasis, en función del género de la larva, Anisakis o Pseudoterranova. 

Un año después, se revisó la nomenclatura de las enfermedades de origen 

parasitario por expertos nombrados por el “Executive Committe of the World 

Association for the Advancement of Veterinary Parasitology” (WAAVP), el cual 

aconsejó el término anisakidosis para designar las parasitosis causadas por 

miembros de la familia Anisakidae y anisakiosis si la parasitación implicaba al 

género Anisakis.  

Los géneros de nematodos que producen la anisakidosis humana son: 

Anisakis, Pseudoterranova, Contracaecum e Hysterothylacium; aunque este último 

parece estar más implicado en cuadros alérgicos (Alonso-Gómez et al., 2004; 

Castán et al., 2002; Pravettoni et al., 2012; Repiso Ortega et al., 2003; Shamsi y 

Butcher, 2011). Dentro de los dos primeros se incluyen las principales especies 



Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 

activos frente a la anisakiosis. 

 

24 
 

encontradas en el hombre: Anisakis simplex s.s., A. pegreffii y en menor medida A. 

physeteris y Pseudoterranova decipiens.  

1.2. Clasificación taxonómica. 

De acuerdo con las propuestas realizadas por Anderson (2000), Klimpel et 

al. (2008, 2010), Mattiucci et al. (2009; 2013 b) y Mattiucci y Nascetti (2008), la 

clasificación de los  anisákidos es la siguiente:  

Phylum Nemathelmintes 

 Clase Nematoda 

       Subclase Secernentea 

             Orden Ascaridida 

                   Superfamilia Ascaridoidea 

                         Familia Anisakidae 

                               Subfamilia Anisakinae 

                            Género Anisakis 

      

   

                             

   

                             

              

                   

                                

  

        

       

                               

                                      

 

 

 

 

 

Clado I: 

Anisakis simplex s.l. 

Anisakis ziphidarum 

Anisakis typica 

Anisakis nascetti 

Anisakis sp. 

Anisakis sp. 1 

 

Clado II: 

Anisakis physeteris 

Anisakis brevispiculata 

Anisakis paggiae 

Anisakis sp. 2 

A. simplex s.s. 

A. pegreffii 

A. berlandi 
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De Ley y Blaxter, (2004) sugirieron la siguiente clasificación taxonómica para 

Anisakis: 

 Phylum Nemathelmintes 

     Clase Chromodorea 

          Subclase Chromodoria 

               Orden Rhabditida 

                    Suborden Spirurina 

                         Infraorden Ascaridomorpha 

                              Familia Anisakidae 

                                   Subfamilia Anisakinae 

                                        Género Anisakis 

 

Berland (1961) sólo reconocía dos tipos de larvas de Anisakis en función de 

sus caracteres morfológicos, correspondiendo la Tipo I a A. simplex y la Tipo II a A. 

physeteris. En cambio, Davey (1971) aceptaba tres especies válidas, A. simplex, A. 

typica y A. physeteris, considerando que no se podía identificar a las restantes 

especies por no disponerse de suficientes datos descriptivos. Ante esta situación, 

Shiraki (1974), atendiendo a determinadas características morfológicas, clasificó 

las larvas como Anisakis Tipo I, II, III, IV (Tabla 1). 

 

 Tipo I Tipo II Tipo III Tipo IV 

Ventrículo Largo Corto Corto Corto 

Unión ventrículo-intestino Oblicua Horizontal Horizontal Horizontal 

Porción terminal Redondeada Larga y cónica Redondeada Corta y cónica 

Mucrón Sí No No No 

Diente Corto Más largo   

Estriaciones cuticulares Sí No   

Tabla 1. Clasificación de Shiraki (1974). 

 

En 1976, Grabda a partir de adultos obtenidos en cultivo in vitro  pudo 

catalogar la larva Tipo I como A. simplex y la larva Tipo II como A. physeteris. Más 

tarde, se identificaron dentro de A. simplex sensu latum (s.l.) dos especies idénticas 

en cuanto a morfología pero, diferentes isoenzimáticamente y con distinta 
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localización geográfica: A. pegreffii, se encuentra preferentemente en el 

Mediterráneo, y A. simplex sensu stricto (s.s.), en aguas noratlánticas (Orecchia et 

al., 1986). Más adelante Mattiucci et al. (1997) definen una nueva especie gemela 

dentro del complejo A. simplex s.l., A. simplex C, localizada en el Pacífico norte y en 

regiones australes que además difería en su estructura genética y ciclo de vida. En 

2013, Mattiucci et al. la denominaron A. berlandi. 

En 1998, Paggi et al. descubrieron A. ziphidarum, una nueva especie aislada 

en ballenas (Ziphius cavirostris y Mesoplodon layardii) del Mediterráneo y de la 

costa africana. Mattiucci et al. (2001) demostraron que, A. brevispiculata, 

distribuida en las zonas sur y central del Océano Atlántico, es una especie aislada 

reproductivamente de A. physeteris, perteneciendo ambas al tipo morfológico II.  

Seguidamente se incluyó una nueva especie al morfotipo I localizada en aguas 

templadas y tropicales, denominada A. typica (Mattiucci et al., 2002). Mediante 

estudios isoenzimaticos, Mattiucci et al. (2005), aislaron una nueva especie, A. 

paggiae, en el estómago de la ballena Logia breviceps de la costa atlántica de 

Florida. También se localizaron algunas larvas en unas pocas merluzas (Merluccius 

merluccius) capturadas en costas gallegas, ubicándolas dentro del Tipo II.  

En 2006, se encontraron L4 de Anisakis en el zifio de True (Mesoplodon 

mirus) y zifio de Gray (M. grayi) de las costas surafricanas y Nueva Zelanda. Este 

parásito constituye un grupo genético diferente denominado hasta el momento 

Anisakis sp. y aislado reproductivamente de A. ziphidarum en zonas de simpatría. 

Aparentemente, es una larva Tipo I que en raras ocasiones se ha identificado en 

peces. Genéticamente es diferente de las otras especies de Anisakis pero está muy 

relacionada con A. ziphidarum (Mattiucci y Nascetti, 2006; Valentini et al., 2006). 

Recientemente, en peces de Malasia, se ha identificado mediante isoenzimas 

y análisis de ADN mitocondrial un nuevo taxón genéticamente distinto de todas las 

especies conocidas de Anisakis, pero más estrechamente relacionado con A. typica. 

Este grupo se llama Anisakis sp. 1 y hasta el momento sólo se conoce la fase 

larvaria, que corresponde con las larvas Tipo I (sensu Berland, 1961); parece 

tratarse de una especie hermana de A. typica del Pacífico (Mattiucci y Nascetti, 

2008). 
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Dentro de las larvas Tipo II también se ha descrito un nuevo taxón 

denominado Anisakis sp. 2 mediante isoenzimas y secuenciación del gen 

mitocondrial cox2. La identificación se ha realizado en larvas recogidas en el pez 

espada (Xiphias gladius) de la zona ecuatorial. Se trata de un taxón diferenciado 

genéticamente de las otras especies de Anisakis que se agrupa con las especies del 

clado II estando más íntimamente relacionado con A. physeteris (Mattiucci et al., 

2007; Mattiucci y Nascetti, 2008). 
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2. IDENTIFICACIÓN DEL PARÁSITO. 

2.1. Características morfológicas de la larva de tercer estadío de 

Anisakis spp. 

Anisakis es un nematodo filiforme cuyo diámetro va disminuyendo hacia el 

extremo posterior. La longitud abarca un amplio espectro, desde 7 mm hasta más 

de 36 mm, y 0’49-0’55 mm de anchura (Grainger, 1959; Huang, 1988; Huang y 

Bussieras, 1984; Murata et al., 2011; Sanmartín et al., 1994; Shiraki, 1974; Smith, 

1984). El tamaño de las larvas puede variar según se trate de larvas Tipo I o II,  

pero en muchas ocasiones estos valores se solapan dificultando su utilización para 

identificarlas. A simple vista, cerca del extremo anterior, puede observarse una 

pequeña mancha opaca alargada correspondiente al ventrículo (Figura 1). 

 

Figura 1.  L3 de Anisakis spp. en la que se observa el ventrículo a simple vista. 

En el extremo anterior se encuentra una estructura triangular denominada 

diente que ayuda a la penetración en los tejidos, una boca triangular con tres labios 

rudimentarios, uno dorsal bilobulado y dos subventrales monolobulados, y el poro 

excretor entre las bases de los labios subventrales (Grabda, 1976); (Figura 2). 

Según Murata et al. (2011), la posición y tamaño del diente pueden variar 

ligeramente dentro de las especies de larvas Tipo II.  

De acuerdo con los trabajos de Buzzell y Sommerville (1985), el esófago 

está constituido por tres regiones: Una primera región preventricular, que es la 

más larga de las tres, formada por células musculares radiales y por una glándula 

dorsal que se abre a la luz del esófago. Después le sigue una pequeña región de 

transición que tiene una glándula subventral que también se abre a la luz esofágica. 

Finalmente, la región glandular o ventrículo, donde hay una glándula dorsal que se 
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expande rodeando el lumen y una subventral que la abraza y ocupa la mayor parte 

del espacio esofágico. 

 

Figura 2. A.  Extremo anterior  de Anisakis  Tipo I. B. Extremo anterior  de Anisakis Tipo II. 

D: diente; PE: poro excretor; P: papilas. 

En el caso de las L3 de Anisakis Tipo I, el ventrículo es largo y se une al 

intestino de forma oblicua mientras que en la Tipo II el tamaño del ventrículo es 

menor y la unión con el intestino es recta (Figura 3). Quiazon et al. (2011) han 

observado que las L3, L4 y adultos de A. simplex s.s. y A. pegreffii son 

morfológicamente diferenciables en función de la longitud del ventrículo. Así  

mientras A. simplex s.s. tiene un ventrículo entre 0’78-0'9 mm, en el caso de A. 

pegreffii es más corto (0’5-0’78 mm); además la relación esófago-ventrículo de las 

dos especies también difiere. Por otro lado, la coloración y aspecto puede variar 

según el tipo de Anisakis, mientras las larvas de Anisakis Tipo I suelen ser de color 

blanquecino, en la mayoría de las larvas Tipo II se puede apreciar una coloración 

rojiza y de aspecto más robusto (Ruíz Valero, 1991).  

En la tercera fase larvaria no se aprecia el primordio genital 

diferenciándose así de la L4. El intestino ocupa la mayor parte de la longitud de la 

larva y la luz intestinal es trirradial, debido a la diferente longitud de las células. 

Iglesias et al. (1997) indican que puede haber absorción de nutrientes a través de 

la cutícula. 
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Figura 3. A. Extremo anterior de L3 de Anisakis Tipo I. B. Extremo anterior de L3 de 

Anisakis  Tipo II. E: esófago; V: ventrículo; VI: unión ventrículo-intestino; I: intestino. 

 

 

Figura 4. A. Extremo posterior de L3 de Anisakis Tipo I. B. Extremo posterior de L3 de 

Anisakis Tipo II. I: intestino; R: recto; A: ano; M: mucrón. 
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En las larvas Tipo I, la cola es corta y cónica finalizando en un mucrón. El 

recto se encuentra rodeado de 3 glándulas rectales en forma de pera, dos dorsales 

y una ventral (Grabda, 1976). En las larvas Tipo II la forma final de la cola puede 

cambiar según la especie. En el caso de A. physeteris la cola es larga, cónica y no 

posee espina al igual que en A. brevispiculata aunque esta última tiene una cola 

más corta (Figura 4). En el caso de A. paggiae parece que la cola es corta y presenta 

una pequeña espina (Murata et al., 2011).  

 

2.2. Identificación genética. 

2.2.1. Isoenzimas. 

Las isoenzimas son proteínas que a pesar de catalizar la misma reacción 

química, difieren en la secuencia de aminoácidos y por tanto en el peso molecular 

y/o carga eléctrica, lo que se traduce en una diferente movilidad al someterlas a 

electroforesis. Estas moléculas se pueden encontrar en diferentes tejidos de un 

mismo individuo o bien en distintos individuos, permitiendo así su comparación y 

su uso como marcadores genéticos.  

Las enzimas en solución presentan una carga eléctrica que hace que se 

desplacen hacia el cátodo o ánodo al aplicar un campo eléctrico. La distancia que 

recorran dependerá además de la carga eléctrica y de las condiciones 

experimentales a la que las sometamos (tiempo de electroforesis, voltaje, 

amperaje, etc.), de las características de la proteína como son su peso molecular, 

asociación con otros compuestos susceptibles de ionizarse, entre otras. Una vez 

realizada la migración, aprovechando la capacidad catalítica de las enzimas 

podemos proceder a su revelado, presentándose un conjunto de bandas 

denominado zimograma. Los fenotipos obtenidos pueden traducirse en términos 

de genes y alelos. Así, un genotipo homocigótico vendrá representado en el 

zimograma por una única banda, mientras que en individuos heterocigotos, el 

número de bandas será igual al número de subunidades proteicas que compone la 

enzima más uno.  

Los primeros estudios genéticos de poblaciones de anisakidos se realizaron 

con esta técnica de electroforesis e incluían el análisis de entre 19 y 24 loci 

isoenzimáticos (Mattiucci et al., 1986, 1997, 2001, 2002, 2003, 2004; Mattiucci y 
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Nascetti, 2008; Nascetti et al., 1986). De esta manera se ha puesto de manifiesto la 

gran heterogeneidad existente en este género, pudiéndose identificar un número 

elevado de especies nuevas así como la detección de especies hermanas y 

revalidación de especies conocidas  (Mattiucci et al., 1997, 1998, 2001, 2002, 2005; 

Mattiucci y Nascetti, 2006, 2008). 

Los análisis de isoenzimas han contribuido en gran medida a la 

construcción de la actual clasificación taxonómica de las especies de Anisakis como 

se observa en el apartado1.2. (Klimpel et al., 2007; Mattiucci et al., 1986; Mattiucci 

y Nascetti, 2008; Valentini et al., 2006). Los loci Aat-2 y Pep C-1 ayudan a 

diferenciar entre los dos clados y entre las mismas especies del Tipo I. La 

diferenciación entre las larvas de A. simplex s.s. y A. pegreffii es posible mediante 

esta técnica con el análisis de tres loci diferentes: Sod, Lap-1 y Adk-2 (Nascetti et 

al., 1986), mientras que para diferenciar entre las especies Tipo II bastaría con los 

loci Icdh y 6Pgdh (Mattiucci et al., 2007; Mattiucci y Nascetti, 2006). 

 

2.2.2. Marcadores genéticos derivados del ADN. 

 Fragmento ITS 1-5,8S-ITS 2. 

A pesar de las importantes aportaciones de la electroforesis de isoenzimas, 

la complejidad que presenta la interpretación del patrón de bandas obtenido, junto 

con el inconveniente de que se necesita gran cantidad de muestra adecuadamente 

conservada, hace que su utilización esté más restringida. Zhu et al. (1998) 

analizaron por primera vez la variabilidad del fragmento de ADN ribosómico 

(ANDr) ITS 1-5,8S-ITS 2 en larvas de A. simplex s.l., Hysterothylacium aduncum y 

Contracaecum osculatum.  

 

 

Figura 5. Disposición del ADNr eucariótico 18S; 5,8S y 28S en tándem. NTS: espaciador no 

transcribible; ETS: espaciador transcribible externo; ITS: espaciador transcribible interno.  
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La técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

consiste en realizar primero una amplificación de aquellos genes o fragmentos 

génicos que hayan mostrado variabilidad entre especies; el resultado se somete 

después a distintas endonucleasas de restricción. De esta manera, se obtienen unos 

patrones de bandas característicos para cada especie que nos permitirá 

distinguirlas. 

Ésta técnica fue utilizada por D’Amelio et al. (2000) para buscar marcadores 

genéticos que pudieran diferenciar entre las especies conocidas de Anisakis spp. 

Para ello se ha utilizado la PCR-RFLP del fragmento de ADNr ITS 1-5,8S-ITS 2, con 

diferentes enzimas de restricción con el fin de obtener un patrón de bandas 

distintivo para cada especie  Las tres enzimas de restricción que han mostrado ser 

más utilizadas y útiles a la hora de diferenciar entre las diferentes especies de 

ambos clados de Anisakis han sido TaqI, HinfI y CfoI (Abattouy et al., 2011; 

Cavallero et al., 2011, 2012; Ceballos-Mendiola et al., 2010; Chaligiannis  et al., 

2012; D’amelio et al., 2000, 2010; Farjallah et al., 2008; Iglesias et al., 2008; 

Kijewska et al., 2002; Marques  et al., 2006; Murata et al., 2011; Pontes et al., 2005; 

Quiazon et al., 2009). El uso de las tres enzimas mencionadas aportan patrones de 

bandas diferentes según la especie, la enzima CfoI no diferencia entre A. simplex 

s.s., A. pegreffi y A. ziphidarum (D'amelio et al., 1999; 2010 Pontes et al., 2005). De 

ahí que algunos autores no la utilicen. 

La PCR-RFLP ha sido de gran utilidad en países como Japón, para identificar 

los anisakidos presentes en los pescados más consumidos y considerados 

responsables de un gran número de casos de anisakiosis humanas (Abe, 2008; Abe 

et al., 2005, 2006; Umehara et al., 2006, 2007). También ha sido usada en España, 

Corea, Taiwán, Marruecos, Estados Unidos o México (Abattouy et al., 2011; 

Baldwin et al., 2011; Cavallero et al., 2011; Fang et al., 2010; Farjallah et al., 2008; 

Martín-Sánchez et al., 2005; Shih et al., 2010). La identificación de las larvas por 

PCR-RFLP del ITS 1-5,8S-ITS 2 y su relación con las zonas de captura de sus 

hospedadores ha permitido establecer la distribución de las diferentes especies en 

las costas de estos países. Así, en Japón se conoce que mientras en el Pacífico A. 

simplex s.s. es la especie predominante, en el mar de Japón lo es A. pegreffii. Debido 

a la migración de los diferentes hospedadores, la separación de estas especies no 
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es estricta lo que genera zonas de simpatría. Precisamente en estas zonas, la 

técnica de PCR-RFLP ha puesto de manifiesto la existencia de híbridos entre A. 

simplex s.s. y  A. pegreffii no solo en la fase infectiva (L3) sino también en adultos 

(Suzuki et al., 2010; Umehara et al., 2006).  

En la Península Ibérica se ha podido observar con esta técnica que Anisakis 

simplex s.s. se encuentra principalmente distribuido en las costas atlánticas, 

disminuyendo su proporción conforme nos acercamos al estrecho de Gibraltar; 

también está presente, aunque en menor proporción, en el Mediterráneo 

occidental debido a la migración de peces pelágicos desde el Atlántico (Hermida et 

al., 2012; Martín-Sánchez et al., 2005; Mattiucci et al., 2004, 2007). Por el contrario, 

A. pegreffii es la especie dominante en el mar Mediterráneo, disminuyendo su 

presencia en el Atlántico noreste. De esta manera, las costas de la Península Ibérica 

se convierten en una zona de simpatría en donde se pueden encontrar individuos 

híbridos (Abollo el al., 2001, 2003; Martín-Sánchez et al., 2005).  

La especificidad, sensibilidad de la técnica, así como la rapidez con la que se 

obtienen resultados y facilidad para interpretar los patrones de bandas, ha hecho 

de esta técnica una herramienta útil para identificar las larvas en los casos de 

anisakiosis humanas (D’Amelio et al., 1999; Mattiucci et al., 2011; Perteguer et al., 

2004). De esta manera, se ha puesto de manifiesto que de los tres genotipos 

agrupados en el morfotipo I, A. simplex s.s. es el principal nematodo causante de la 

anisakiosis humana describiéndose sólo unos casos causados por A. pegreffii (Abe 

et al., 2006; D’Amelio et al., 1999; Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 2011; 

Suzuki et al., 2010; Umehara et al., 2007). Aún queda por conocer si se podría usar 

esta técnica en los casos de anisakiosis crónicas, donde el material genético puede 

haber sido destruido en su mayoría por acción del sistema inmunitario del hombre 

(Perteguer et al., 2004). 
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Figura 6. Identificación de las especies por PCR-RFLP. 1 Marcador peso molecular (Hyper 

lader IV) Taq I: 2-4 A. pegreffii; 5-7 A. simplex s.s. Hinf I: 8-10 A. pegreffii; 11-13 A. simplex 

s.s. 

 Otros marcadores genéticos. 

La existencia de aspectos taxonómicos sin resolver ha promovido la 

búsqueda de nuevos marcadores genéticos que ayuden al estudio de estos 

parásitos. Las secuencias 18S y 28S del ADNr no varían entre A. simplex s.s. y A. 

pegreffii por lo que no son útiles para su diferenciación. Técnicas como RAPD 

muestran la variabilidad de un gran número de loci anónimos, teóricamente 

distribuidos a través de todo el genoma del parásito, generando un elevado 

número de marcadores genéticos útiles para el estudio de poblaciones ya que la 

mayoría de ellos son polimórficos (Martín-Sánchez et al., 2005). El resultado de 

esta técnica es la producción de un patrón de bandas, que traducido a datos de 

presencia/ausencia de las mismas en los distintos individuos, permite la 

utilización de técnicas taxonómicas o filogenéticas (Martín-Sánchez et al., 2000). 

El ADN mitocondrial (ADNmt) de Anisakis spp. es una estructura circular, 

relativamente conservada, constituido generalmente por 37 genes que al tener una 

alta tasa evolutiva (con respecto a los genes nucleares) lo convierte en un 

marcador útil para la genética de poblaciones y estudios filogenéticos tal y como se 

ha comprobado en otros parásitos (Barón et al., 2008). Además, al ser el ADNmt de 
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herencia materna, los genes mitocondriales representan loci genéticamente 

independientes de los genes del núcleo cuya herencia parental implica 

recombinación genética. Kim et al. (2006), han secuenciado el ADNmt de A. simplex 

s.l. obteniendo una estructura circular de 13.916 pb, cuyas características 

generales coinciden con las del ADNmt de otros nematodos, tanto en composición 

como en disposición. La secuencia mitocondrial completa es rica en A+T (71’2%) y 

está compuesto por 36 genes de los cuales 12 codifican proteínas (nad1-6, atp6, 

cox1-3, citb, nad4), 22 son genes ARNt, 15 regiones intergénicas no codificantes y 2 

genes ARN ribosomales. Mantiene la estructura típica de otros nematodos faltando 

el gen atp8 tal y como ocurre en otros nematodos a excepción de Trichinella 

spiralis (Kim et al., 2006). 

 

Figura 7. ADN mitocondrial de Anisakis (Kim et al., 2006). 

 

La subunidad II de la citocromo oxidasa es un componente clave de la 

cadena de transporte electrónico durante la respiración aeróbica. Con los 

cebadores 211 y 210 descritos por Nadler y Husdspeth (2000) se amplifica el 90% 

de su secuencia codificante en todos los Ascaridida. Al igual que ocurre en otras 

secuencias mitocondriales de nematodos, el contenido A+T de la secuencia 

codificante de la citocromo oxidasa II en Ascaridida es extremadamente alto, con 

elevada proporción de T en todas las posiciones del codón. Esta situación es 

consistente con un patrón de sustitución nonrandom A+T, particularmente en 

sitios sinónimos. A pesar de esta desviación, las secuencias de aminoácidos de la 
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citocromo oxidasa II se muestran conservadas y retienen los residuos funcionales 

críticos, como se deduce de la comparación con otros organismos (Nadler y 

Hudspeth, 2000). El análisis de la secuencia del gen cox2 se ha utilizado para 

estudios de estructura genética de poblaciones de A. simplex s.l. y reconstrucción 

filogenética de los anisákidos (Baldwin et al., 2011; Kijewska et al., 2009; Valentini 

et al., 2006). 
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3. ESTUDIOS TAXONÓMICOS Y FILOGENÉTICOS. 

 La identificación de un parásito con fines diagnósticos se basa en la 

búsqueda de factores discriminantes que permitan su individualización. De otro 

lado tenemos el enfoque clasificatorio que busca definir las relaciones entre los 

parásitos o grupos de parásitos, al que nos vamos a referir a continuación. El 

objetivo es clasificar un grupo de unidades de acuerdo a sus diferentes 

propiedades o caracteres; las unidades pueden ser individuos o representar 

poblaciones o especies. Al principio, se construían fundamentalmente relaciones 

jerárquicas simples; a esta etapa le ha seguido otra concentrada en la evolución y 

la construcción de árboles filogenéticos.  

 La filogenia persigue trazar la relación entre los ancestros y descendientes 

de los organismos, representando las relaciones evolutivas en forma de diagrama 

arborescente o árbol filogenético. Los árboles filogenéticos surgen partir de la 

teoría de que todos los seres orgánicos provienen del mismo ancestro común que 

se ha diversificado evolutivamente a lo largo del tiempo. Los grupos, según su 

origen, se clasifican como monofiléticos (todos los individuos incluidos en el grupo 

derivan de una misma población ancestral y todos los descendientes de ese 

ancestro están incluidos en el grupo), parafiléticos (todos los individuos incluidos 

en el grupo derivan de una misma población ancestral pero no contiene todos los 

descendientes de ese ancestro común sino sólo algunos) o polifiléticos (grupo que 

contiene organismos que carecen de ancestro común) y los caracteres como 

primitivos (plesiomorfías) o derivados (apomorfías), que a su vez pueden 

clasificarse en sinopomorfías (apomorfías compartidas por dos o más grupos) y 

autapomorfías (apomorfías que sólo aparecen en un grupo). La realización de este 

tipo de estudios con enfoque simplemente taxonómico o bien filogenético, 

requieren del empleo de un gran número de caracteres, habiéndose utilizado tanto 

caracteres morfológicos como isoenzimáticos, y más recientemente moleculares.  

Las afinidades entre los individuos se calculan usando coeficientes elegidos de 

acuerdo con el objeto del estudio (Índice de Jaccard, Nei, Manhattan, distancia 

euclidiana, etc.), se seleccionan las técnicas clasificatorias a utilizar o métodos de 

construcción de árboles (métodos basados en matrices de distancias como UPGMA 

y Neighbor-Joining, análisis de parsimonia, análisis de máxima verosimilitud) y se 
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verifica la fiabilidad del árbol construido, siendo uno de los métodos el bootstrap  

que es un test estadístico que determina los límites de confianza de las ramas 

internas del árbol. Todo ello es posible gracias al empleo de programas 

informáticos específicos que permiten su realización automática. 

 UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithmetic Average). 

Construye un árbol por un método de agrupamiento secuencial. Este 

método asume que los taxones son grupos por sí mismos, y agrupa los dos 

taxones más cercanos entre sí basándose en la matriz de distancias, para 

posteriormente crear una matriz reducida considerando al agrupamiento 

como un único taxón. El mismo proceso de agrupamiento se repite y se crea 

otra nueva matriz reducida. La interacción continúa hasta que todos los 

taxones se colocan en el árbol.  Con este método se asume que hay una tasa 

constante de evolución. 

 Neighbor-Joining (NJ). Consiste en agrupar secuencialmente los individuos 

menos distanciados genéticamente, considerándolos como una sola entidad, 

y posteriormente se busca el siguiente taxón que tenga la menor distancia 

con este primer grupo para formar un nuevo agrupamiento. El proceso 

continúa hasta unir todos los taxones formando un único árbol. En cada 

paso del análisis, se van originando nuevas matrices de distancias a partir 

de la matriz original, de manera que la divergencia entre cada par de nodos 

se ajusta basándose en la divergencia promedio de ellas con respecto al 

resto de los taxones. 

 Parsimonia.  La asunción básica es que la existencia de compatibilidad 

entre las agrupaciones derivadas de los caracteres es el resultado de la 

presencia de antepasados comunes (Arnedo, 1999). El árbol más 

parsimonioso es aquél que requiere los menores cambios evolutivos para 

explicar las diferencias entre los taxones (Hillis et al., 1993). Se pueden 

obtener más de un árbol parsimonioso, de diferente topología pero 

igualmente parsimonioso. La parsimonia asume la existencia de una serie 

de condiciones: independencia de los caracteres, independencia de los 

taxones (ausencia de hibridación, introgresión o transferencia lateral de 

información), y tasas similares de cambios a lo largo de las ramas del árbol 
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(Arnedo, 1999). Una ventaja de este método es que lo único necesario para 

polarizar los caracteres es situar la raíz del árbol. Para hacer esto se han de 

añadir uno o más taxones externos (outgroups) y situar la raíz en el 

internodo que separa a estos taxones externos de los taxones a estudiar. 

 Máxima verosimilitud (MV). El método es probabilístico. Se basa en que 

como es imposible conocer cuál es la filogenia real de los taxones, lo que 

hace es adoptar un criterio que permita evaluar los méritos relativos de los 

cladogramas (árboles filogenéticos), de forma que la hipótesis elegida es la 

más congruente en la distribución de las sinapomorfías. El análisis consiste 

pues en hallar el árbol o arboles que presenten una mayor verosimilitud, 

teniendo en cuenta la ramificación, longitud de las ramas y la estimación de 

parte de los parámetros del modelo adoptado.  

 En lo que se refiere a los estudios taxonómicos y filogenéticos de los 

anisákidos, la electroforesis de isoenzimas, el RAPD y las secuencias de ADN como 

ITS1-5,8S-ITS2 y cox2 generan caracteres para la construcción de dendogramas o 

árboles, en algunos casos con implicaciones filogenéticas, que nos muestran las 

relaciones de los anisákidos (Farjallah et al., 2008; Iglesias et al., 2008; Martín-

Sánchez et al., 2005; Mattiucci et al., 2005; Nadler et al., 2005; Quiazon et al., 2009; 

Umehara et al., 2007; Valentini et al., 2006). 

 Mattiucci y Nascetti (2008) han realizado una revisión de la sistemática 

filogenética de anisákidos. Generalmente, la concordancia entre los árboles 

generados a partir de caracteres distintos (datos isoenzimáticos, secuencias ITS, 

secuencias cox2, etc.) o diferentes métodos (dendogramas UPGMA, árboles 

consenso NJ, análisis máxima parsimonia, etc.), suelen inspirar mayor confianza en 

los resultados obtenidos. Estos autores encuentran gran congruencia entre el árbol 

generado a partir de los datos isoenzimáticos y el obtenido a partir de secuencias 

del gen mitocondrial cox2 (Figura 7). En ambos árboles se puede observar la 

existencia de dos clados principales que se corresponden con los grupos 

morfológicos larva Tipo I y Tipo II. El Clado I compuesto por los tres miembros del 

complejo A. simplex, A. typica, A. ziphidarum y Anisakis sp. (Mattiucci y Nascetti, 

2008; Valentini et al., 2006). La separación entre A. simplex s.s. y A. pegreffii esta 
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soportada por el análisis bootstrap únicamente en el árbol generado con los datos 

de la secuencia mitocondrial (Figura 8 A).  

 

 Figura 8. A. Relación genética de Anisakis spp. por Neigbour-Joining a partir de 

distancias genéticas obtenidos de datos isoenzimáticos. B. Relación genética de Anisakis 

spp. a partir del análisis de las secuencias cox2. Como outgroup se ha utilizado 

Pseudoterranova decipiens. Solo se muestran valores ≥50% bootstrap (Mattiucci et al., 

2008). 
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4. CICLO BIOLÓGICO. 

 Son varios los autores que han descrito el ciclo de vida de Anisakis spp. 

(Grabda, 1976; Klimpel et al., 2004, 2008; Køie et al., 1995; Smith y Wootten, 

1978). Así, las hembras depositan los huevos fecundados en el interior del 

estómago de grandes mamíferos marinos como cetáceos (ballenas, cachalotes, 

delfines, etc.) y en ocasiones, de pinnípedos (focas, leones marinos, etc.). Estos 

huevos, de unos 50 m de diámetro y de pared gruesa, junto con las heces del 

hospedador se liberan al agua donde embrionan. 

 

Figura 9. Adulto de Anisakis Tipo I. 

 La viabilidad de los huevos en el mar varía en función de la temperatura del 

agua (Højgaard, 1998). Tras un periodo de incubación en el medio acuático,  tienen 

lugar dos mudas dentro del huevo y eclosiona a los 20-27 días de la puesta, a una 

temperatura del agua comprendida entre 5° y 7° C (Brattey y Clark, 1992; 

Cocheton et al., 1991). En estas condiciones se libera mediante movimientos 

ondulatorios el tercer estadio larvario aún envuelto por la cutícula de la L2 (Smith 

y Wootten, 1978), que le proporciona la resistencia suficiente para sobrevivir 

libres en el medio marino hasta 7 semanas a 5°-7° C o 3-4 semanas a 13°-18° C. La 

mortalidad de estas larvas aumenta por encima de los 20° C (Banning, 1971). 

 Para que el ciclo continúe, estas larvas debe ingerirlas un hospedador 

intermediario, bien directamente por pequeños crustáceos, especialmente 

eufáusidos del plancton (Géneros Thysanoessa, Euphausia, Nyctiphanes, etc.) o 

indirectamente, a través de un copépodo que actúa como un hospedador de 

transporte del cual se alimentan los crustáceos. Klimpel et al. (2004) observaron 

en aguas noruegas que los eufáusidos no tienen un papel relevante en el ciclo de 

vida de Anisakis. En este caso concreto, el primer hospedador intermediario es un 
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copépodo (Paraeuchaeta norvegica), del que se alimentan pequeños peces 

(Maurolicus muelleri), actuando como segundo hospedador. El ciclo continua 

cuando estos peces son ingeridos por otros de mayor tamaño, Pollachius virens,  

que finalmente sirven de alimento a hospedadores definitivos ya que al parecer, es 

poco probable que cetáceos y pinnípedos de la zona se infecten a través del 

copépodo. 

Sin embargo, la principal vía de transmisión sigue transcurriendo a través 

de un gran número de peces teleósteos y cefalópodos (principalmente calamares) 

que se infectan cuando ingieren crustáceos con larvas L3. En estos hospedadores, 

las larvas atraviesan la pared intestinal y se encapsulan en vísceras, sobre todo 

hígado y gónadas; aunque pueden migrar a la musculatura por causas no bien 

conocidas o moverse libremente en la cavidad. Cuando estos hospedadores son 

ingeridos por otros peces mayores, pasan a las vísceras y musculatura por el 

mismo procedimiento, pudiendo tener lugar un fenómeno de acumulación de 

parásitos en estos predadores (Klimpel et al., 2004). El ciclo continúa al llegar las 

L3 al interior de los hospedadores definitivos, a través del zooplancton o de peces y 

cefalópodos. En el hospedador definitivo, se fija en la mucosa del estómago y 

evoluciona mediante dos mudas alcanzando la forma adulta (machos y hembras) y 

madurez sexual. 

 

 

Figura 10. Larvas L3 de Anisakis en pequeños crustáceos digeridos por bacaladillas. 
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Figura 11. Ciclo biológico de Anisakis spp.; en naranja se encuentra la fase infectiva para el hombre. 
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 El hombre actúa como hospedador accidental, y se infecta al consumir 

pescados o calamares crudos o con insuficiente tratamiento térmico, parasitados 

por el estadio infectivo de Anisakis spp. Lo frecuente es que la(s) larva(s) mueran a 

las pocas semanas tras la infección aunque se han descrito algunos casos en el que 

la larva ha evolucionado hasta L4, así como un estado de transición entre el L3-L4 o 

incluso la presencia de un macho inmaduro en duodeno (Clavel et al., 1993; Fujino 

et al., 1984; Ishikura et al., 1995; Kagei y Isogaki, 1992; Kliks, 1986; Rosales et al., 

1999; Weerasooriya et al., 1986). 
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5. EPIDEMIOLOGÍA. 

La anisakiosis humana es una enfermedad ligada estrechamente a 

determinados hábitos alimentarios como es el consumo de pescado crudo o con un 

tratamiento térmico insuficiente, asociados principalmente a culturas orientales. El 

hombre actúa como hospedador accidental del parásito, ya que una vez que ingiere 

la larva, no suele evolucionar  sino que muere por acción del sistema inmune. 

El primer caso de anisakiosis humana identificado fue en Holanda (1955) 

por la ingestión de arenques (Clupea harengus) crudos o ligeramente salados que 

estaban parasitados. Este hecho hizo que se conociera como la “enfermedad del 

gusano del arenque” (Van Thiel et al., 1960). Según Hubert et al. (1989) antes del 

año 1965 se daban en este país hasta 300 casos anuales, disminuyendo a partir de 

entonces (Ishikura et al., 1992). Como consecuencia de los estudios realizados en 

1968 por el “Comité de Anisakis” (Anisakis Committee) (Smith y Wootten, 1978), el 

gobierno holandés obligó a congelar los arenques destinados al consumo crudo  a    

-20° C, y almacenarlos 24 horas a esa temperatura. Según Oshima (1972) para el 

marinado, los arenques debían permanecer en un baño a pH 4’0 y a una 

concentración de NaCl superior al 6’5% durante 30 días. Si estaban destinados al 

ahumado, durante el proceso, se sometieron a una temperatura de 50° C. Estas 

medidas redujeron el número de casos de 46 en 1967 a sólo 5 en 1968 (Ruitenberg 

et al., 1971). 

En Japón, debido a la cultura culinaria en la que destaca el consumo de 

pescado crudo o poco cocinado, se detectan miles de casos cada año debido al uso 

de técnicas como la gastroscopia, así como a la familiaridad del personal sanitario 

con los síntomas asociados a esta enfermedad (Arizono et al., 2012). En general, la 

caballa (Scomber japonicus), que alcanza un 100% de parasitación en 

determinadas zonas y en menor medida el calamar (Todarodes pacificus), se han 

considerado como los principales hospedadores responsables de la transmisión de 

la enfermedad en este país. 

En Europa, países como Alemania, Holanda, Francia, Italia y España son 

donde se detecta mayor número de casos de anisakiosis (Audicana et al., 2002; 

Bouree et al., 1995; Bucci et al., 2013; Mattiucci et al., 2013) aunque están 

notificándose cada vez más en otros países como E.E.U.U., Australia, Canadá, Chile, 
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Perú, Nueva Zelanda, Egipto, Croacia, Austria (Amin et al., 2000; Céspedes et al., 

2011; Cocheton et al., 1991; Couture et al., 2003; Juric et al., 2013; Kapral et al., 

2009; Mercado et al., 2001, 2006; Paltridge et al., 1984; Shamsi y Butcher, 2011). 

En España, el primer caso de anisakiosis publicado fue en 1991 por Arenal-

Vera et al. A partir de esta fecha se han notificado otros muchos, tanto de 

infecciones como de reacciones de hipersensibilidad por el consumo de pescado 

crudo o poco cocinado (Acebes Rey et al., 1996; Canut et al., 1996; Cruchaga et al., 

1995; López-Vélez, 1992 a, b; Moreno-Ancillo et al., 1997; Obispo et al., 2000; 

Olveira et al., 1999; Valero et al., 1992, entre otros). En lo que se refiere a 

incidencia de anisakiosis gastrointestinal, Repiso Ortega et al. (2003), aporta 3’87 

casos por cada 100.000 habitantes/año, todos ellos por el consumo de boquerones 

crudos, detectándose el parásito en el 50% de ellos. Según los Boletines 

Epidemiológicos Semanales del Centro Nacional de Epidemiología del Instituto de 

Salud Carlos III, el número de casos de anisakiosis humana recogidos durante los 

años 1997, 1998 y 1999, fue de 3, 1 y 2, respectivamente (Figura 12). 

 

Figura 12. Evolución del número de casos de anisakiosis recogidos en el Boletín 

Epidemiológico Semanal del Instituto de Salud Carlos III (BES-ISCIII); Sistema Vigilancia 

Epidemiológica de Andalucía (SVEA) y Conjunto Mínimo Básico de Datos al alta 

hospitalaria de Andalucía (CMBDA). 

 

Desde el año 2000 a 2005 el número de casos fue de 1, 5, 3, 1, 1 y  0 

respectivamente, si bien hay que tener en cuenta que probablemente el número de 

casos reales sea mayor, ya que la anisakiosis no es una enfermedad de declaración 

obligatoria en España. De hecho, estos datos nacionales son inferiores a los ya 

recogidos en la comunidad autónoma andaluza en los mismos años. 
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En Andalucía, en el año 2000, se diagnosticaron 13 anisakiosis intestinales 

(López Peñas et al., 2000) y dos en 2002 convirtiéndose en  enfermedad de 

declaración obligatoria (EDO) en el año 2003. A partir de esa fecha, las 

notificaciones han sido de cuatro casos en ese mismo año, tres en 2004 y otros tres 

en 2005. De estos 10 pacientes, ocho requirieron hospitalización, dos por cuadros 

alérgicos graves y seis por presentar un abdomen agudo con clínica compatible con 

apendicitis aguda o suboclusión intestinal [Sistema de Vigilancia Epidemiológico 

Andaluz (SVEA)]. En total se han registrado 50 casos de EDO en Andalucía  desde 

principios de 2003 y abril de 2013 (SVEA, 2013 a, b). Entre 2005 y 2011, en el 

Conjunto Mínimo Básico de Datos al alta hospitalaria de Andalucía (CMBDA) se 

registraron 50 casos. En España, entre 1997 y 2011 en el CMBD se anotaron 747 

casos (SVEA, 2013 b). 

En 1997, de 120 pacientes que acudieron a un centro hospitalario de 

Madrid con síntomas alérgicos por Anisakis, en 96 de ellos, se pudo visualizar el 

parásito (López-Serrano et al., 2000 a). Este mismo año se diagnosticó un caso de 

anisakiosis masiva en un paciente con 20 larvas de Anisakis (Daschner et al., 1997). 

También Daschner et al. (2000), detectaron 20 pacientes infectados con una o más 

L3. En un centro de urgencias de una zona de Madrid, se diagnosticaron en un año 

96 casos de anisakiosis gástrica alérgica (Alonso-Gómez et al., 2004). En Pamplona, 

en un trabajo de Castán et al. (2002), se notificaron 8 anisakiosis gástricas y 13 

intestinales. Al año siguiente, en Toledo aparecieron 10 casos gástricos y 15 

intestinales (Repiso Ortega  et al., 2003). En 2004, se detectó en León un caso de 

anisakiosis en el que la principal manifestación clínica fue un fuerte dolor torácico 

de características anginosas (García-García y Romero-Arauzo, 2004). En el año 

2010, en el hospital de La Paz de Madrid, se atendió a una paciente en la que se 

localizaron más de 200 larvas tras la ingesta de merluza frita y huevas (Jurado-

Palomo et al., 2010). 

El primer caso publicado de anafilaxia severa en nuestro país se produjo 

por ingestión de merluza parasitada (Audícana et al., 1995). Las reacciones 

alérgicas frente a Anisakis es muy desigual en el conjunto de la geografía española; 

en el centro y noreste de la Península es alta, mientras que son poco frecuentes los 

casos en la zona sur y sureste de España (Audícana y Kenedy, 2008; Daschner et 
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al., 2000; Valls et al., 2003). Es posible que esta diferencia se deba no sólo a la 

procedencia del pescado, sino también a otros factores; así, mientras que en el sur 

de la Península predomina la fritura del pescado a altas temperaturas, en la zona 

norte y centro, los tratamientos térmicos se realizan a temperaturas más suaves 

durante menos tiempo (Buendía, 2000).  

En España, la prevalencia de sensibilización a Anisakis spp. en adultos varía 

entre un 6 y un 56% (Comité Científico de la Agencia Española de Seguridad 

Alimentaria y Nutrición (AESAN) 2005, 2009; Fernández de Corres et al., 2001). 

Los datos obtenidos con técnicas de diagnóstico más específicas, muestran 

diferentes resultados de prevalencia: 22% en la región de Antequera (Del Rey 

Moreno et al., 2006) y 12’4% en la ciudad de Madrid (Puente et al., 2008). En 200 

pacientes con síntomas de dispepsia encontraron una seropositividad del 13’8% al 

antígeno de A. simplex Ani s 1 (Toro et al., 2004). 

En el Hospital Santiago Apóstol de Álava, se detectaron 152 casos con 

cuadros de urticaria y 46 casos con anafilaxia desde el año 2000 a 2005.  Según un 

informe de la Fundación Vasca para la Seguridad Alimentaria (ELIKA, 2005), se da 

una media de 308 casos de alergia a Anisakis spp. al año. 
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6. DISTRIBUCIÓN. 

La distribución de larvas de Anisakis es muy amplia, encontrándose en un 

gran número de hospedadores como crustáceos, sobre todo eufáusidos, mamíferos 

marinos como cetáceos y pinnípidos, calamares, recientemente en tortugas 

marinas y en más de 200 especies de peces pelágicos muchos de gran valor 

comercial como boquerón (Engraulis encrasicholus), arenque (Clupea harengus), 

bacalao (Gadus morhua), besugo (Pagellus bogaraveo), sardina (Sardina 

pilchardus), bacaladilla (Micromesistius poutassou), carbonero (Pollachius virens), 

faneca (Trisopterus luscus), brótola del fango (Phycis blennoides), merluza, jurel 

(Trachurus trachurus), caballa (Scomber scombrus), y congrio (Conger conger), 

entre otros (Angelucci et al., 2011; Baldwin et al., 2011; Cavallero et al., 2012; 

Céspedes et al., 2011; Cho et al., 2012; Cross et al., 2007; Dailey y Brownell, 1972; 

Davey, 1971; Gračan et al., 2012; Hermida et al., 2012; Jabbar et al., 2013; Klimpel 

et al., 2004; Koinari et al., 2013; Levsen y Lunestad, 2010; Mattiucci et al., 2007; 

McGladdery, 1986; Meloni et al., 2011; Mladineo et al., 2012; Nadler et al., 2005; 

Pelloux et al., 1992; Pereira Bueno y Ferre, 1997; Quiazon et al., 2011, 2013;Rello 

et al., 2009; Sanmartín et al., 1994; Santoro et al., 2010 a, b; Serracca et al., 2013; 

Smith y Snider, 2005; Umehara et al., 2006; Valero et al., 2000, 2006 a, b; Vardić et 

al., 2012). 

Aunque no se ha podido confirmar, en algunos casos los moluscos y 

crustáceos se han considerado como posibles transmisores (AESAN, 2005). El éxito 

de Anisakis spp. para tener una distribución tan amplia y llegar a diferentes 

hospedadores se debe a diferentes factores: distribución y patrones de migración 

de los hospedadores, así como a la especificidad del parásito hacia ellos (Klimpel et 

al., 2004, 2008). El complejo A. simplex tiene baja especificidad hacia su 

hospedador definitivo, infectando ballenas dentadas y barbadas en sus extensas 

migraciones oceánicas. Esto contrasta con el complejo A. physeteris que se limita a 

las ballenas dentadas de la familia Kogiidae y Physeteridae. Sin embargo, ambos 

complejos presentan una baja especificidad frente a peces teleósteos, por lo que es 

posible localizar diferentes especies de Anisakis en el mismo hospedador (Klimpel 

et al., 2008). 
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A. simplex s.s., reconocida como la principal fuente de anisakiosis humana 

en Japón (Umehara et al., 2007), está muy extendida a lo largo del Círculo Polar 

Ártico, Atlántico oriental y occidental y el Océano Pacífico (Abollo et al., 2001; Abe 

et al., 2005, 2006; Ceballos-Mendiola et al., 2010; Martín-Sánchez et al., 2005; 

Mattiucci y Nascetti et al., 2008; Nadler et al., 2005; Umehara et al., 2006, 2008). En 

el Atlántico noreste, las zonas cercanas al Estrecho de Gibraltar son el límite de 

esta especie. En el caso de A. ziphidarum, se extiende por el Atlántico sur y Mar 

Mediterráneo al igual que A. pegreffii, aunque éste último es predominante en el 

Mediterráneo, disminuyendo su presencia conforme se aproxima al Atlántico 

noreste de la Península Ibérica (Farjallah et al., 2008; Mattiucci et al., 2007; 

Mattiucci y Nascetti, 2008). Los movimientos migratorios de los peces pelágicos 

desde el Atlántico al Mar de Alborán, hacen que A. simplex s.s. este presente en las 

aguas del Mediterráneo (Martín-Sánchez et al., 2005; Mattiucci et al., 2006, 2007).  

De esta manera, se crean zonas simpátricas de A. simplex s.s. y A. pegreffii a 

lo largo de las costas de la Península Ibérica (Abollo et al., 2001; Marques et al., 

2006; Martín-Sánchez et al., 2005; Mattiucci et al., 2004; Pontes et al., 2005) y 

también en aguas japonesas (Umehara et al., 2006). En estas zonas, donde es 

frecuente encontrar infecciones mixtas, se han hallado genotipos híbridos entre A. 

simplex s.s. y A. pegreffii (Abollo et al., 2003; Du et al., 2010; Hermida et al., 2012; 

Marques et al., 2006; Martín-Sánchez et al., 2005; Sequeira et al., 2010; Suzuki et 

al., 2010). La distribución de las diferentes especies se puede observar en la figura 

14. 

Tanto la prevalencia de los anisakidos, como la intensidad de parasitación 

son variables y dependen de varios factores como son: la especie de pescado, zona 

geográfica, época del año, migraciones, y características individuales de cada 

especie parasitaria, entre otros. 

Numerosos estudios realizados en diferentes zonas geográficas han puesto 

de manifiesto la alta prevalencia de anisákidos en diferentes especies de interés 

comercial: 41'6% del pescado capturado en Boston, San Francisco y Los Ángeles 

(Marquardt et al., 2000); en productos de pesca de Brasil hay prevalencias del 40-

100% (Manfredi et al., 1994). En Australia, recientemente se han encontrado en 

peces comerciales prevalencias que oscilan entre el 10 y 100% según la especie 
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(Jabbar et al., 2013). En Europa Holst (1993) encontró una prevalencia del 83’3% 

en salmón noruego (Salmo salar), y del 100% en el arenque (Campbell et al., 2007; 

Levsen y Lunestad, 2010; Van Thiel, 1976; Verhamme y Ramboer, 1988). Para las 

diferentes especies de bacalao (Gadus spp.) la prevalencia varía entre el 88% y 

100% (Bublitz y Choudhury, 1993; Nadolna y Podolska, 2013; Perdiguero-Alonso 

et al., 2008). 

En cuanto a España, la presencia de A. simplex se ha detectado en la mayoría 

de las especies marinas que se consumen, describiéndose en las lonjas 

prevalencias entre un 25 y 80%, llegando a alcanzar en peces el 100% (Tejada, 

2009). Los trabajos publicados indican elevados porcentajes de parasitación en 

merluza, jurel, bacaladilla (Figura 13) y una escasa o nula infección en sardina 

(Baldwin et al., 2011). Recientemente, Molina-Fernández et al. (2013), analizaron 

sardinas de diferentes puntos del Atlántico y Mediterráneo peninsular; las 

capturadas en La Coruña fueron las que presentaron una mayor prevalencia de 

larvas de Anisakis, con riesgo de infección hasta 15 veces más que las recogidas en 

otros puntos del Atlántico como Cádiz. 

En 1982, Gómez-Cabrera y Martínez-Gómez señalan la presencia de Anisakis 

en la merluza capturada en la costa africana y desembarcada en la lonja pesquera 

de Huelva, con una prevalencia del 95% de Anisakis.  

 

 

Figura 13. Bacaladilla infectada con Anisakis spp. 
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Quinteiro et al. (1987), en un estudio sobre 496 peces de 12 especies 

diferentes, capturados en época invernal en el noroeste español, obtuvieron  

índices de parasitación de Anisakis spp. en bacaladillas de 62'69%. Olmedo y 

Berenguer (1991) analizaron 92 pescadillas, de zona de captura no indicada, con 

prevalencias del 30%. Por otra parte, Cuéllar et al. (1991) encontraron 88’6% de 

Anisakis spp. en merluzas adquiridas en pescaderías; no detectaron parásitos en 

las sardinas ni en los boquerones analizados. En un estudio realizado en Granada 

(Ruíz-Valero et al., 1992) sobre 914 peces de 3 especies en el que se tuvieron en 

cuenta distintos parámetros del hospedador (longitud, época de captura y 

localización de las larvas), se halló una prevalencia  en bacaladillas del 67’9% de 

Anisakis spp. Otros datos se reflejan en la tabla 2. 

Los resultados obtenidos en un trabajo posterior (Adroher et al., 1996) en el 

que se procedió al análisis de jureles procedentes de distintos puertos españoles, 

mostraron una prevalencia cercana al 40%, la cual fue más elevada en los 

ejemplares procedentes de puertos del mar Cantábrico que en los del 

Mediterráneo. Víu et al. (1996) obtuvieron en ejemplares adquiridos en el mercado 

mayor de Zaragoza, porcentajes de parasitación del 60% para la bacaladilla, jurel y 

merluza. De la Torre Molina et al. (2000), en un estudio de pescado comercializado 

en la zona norte de la provincia de Córdoba, detectaron una prevalencia del 42% 

en bacaladillas. En ese mismo año Valero et al., aportan datos sobre la parasitación 

en la bacaladilla capturada en la bahía de Motril, encontrando un 10’63% de 

Anisakis  Tipo I. En 2003, se realizó un estudio sobre prevalencia de anisákidos en 

pescado comercializado en Merca-Granada (Rello et al., 2004) con prevalencias de 

Anisakis del 25% en faneca (Trisopterus luscus) y del 9’34% en boquerón. También 

Chía et al. (2010) analizaron 119 bacaladillas de las costas gallegas obteniendo una 

prevalencia en Anisakis Tipo I del 100% , con una intensidad y abundancia medias 

de 55'89. 
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Área 
geográfica 

Especie N Prevalencia Autor 

Galicia 

Merluza 25 100% 

Abollo et al. (2001) 

Bacaladilla 147 91’16% 

Caballa  55 74’54% 

Jurel 100 88% 

Aguja (Belone belone) 25 100% 

Portugal 

Jurel 58 76% 

Silva y Eiras (2002) 
Caballa 45 96% 

Merluza 3 100% 

Bacaladilla 65 94% 

Costa 
mediterránea 

española 

Jurel 360 6’3% 

Adroher et al. (1996) 
 

Valero et al. (2000) 
 

Valero et al. (2006 a, b) 

Bacaladilla (17-24 cm) 224 12% 

Bacaladilla (>25 cm) 77 17% 

Merluza 63 41% 

Brótola de fango (Phycis blennoides) 209 13’4% 

Brótola de roca (Phycis  phycis ) 58 5’2% 

Tabla 2. Prevalencia de Anisakis spp. en peces de interés comercial capturados en la Península Ibérica. N: 
número de ejemplares. 
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7. LOCALIZACIÓN DE LAS LARVAS EN EL HOSPEDADOR. 

 La localización del parásito es importante para el consumidor, 

especialmente en el caso de la infección de la musculatura ya que es la parte que se 

consume. Así, dentro de los peces (principalmente teleósteos), es frecuente 

encontrar larvas de Anisakis spp. encapsuladas en espirales planas y apretadas, de 

aproximadamente 4-5 mm de sección, sobre los órganos viscerales, mesenterio y 

peritoneo. Sin embargo, también pueden encontrarse libres sobre las vísceras o 

migrar de la cavidad abdominal a la musculatura de los peces, principalmente en la 

ventral (hipoaxial), pero también pueden penetrar profundamente en la 

musculatura dorsal (epiaxial) de su hospedador (Chía et al., 2010; EFSA, 2010; 

Petersen et al., 1993; Smith y Wootten, 1978).   

 

Figura 15. A. Larvas de Anisakis spp. enquistadas en la superficie hepática. B. L3 de 

Anisakis spp. libre en hígado. 

 Según varios autores (Chía et al., 2010; Smith, 1984; Tejada, 2009; Valero et 

al., 2006 a, b), la localización de la larva en el pescado está influenciada por 

diferentes factores tales como: 

 Especie del hospedador. 

 Alimentación de los peces. Así, aquellos peces que se alimentan 

principalmente de eufáusidos (bacaladillas, arenque, caballa, etc.), la 

mayoría de las L3 se encuentran en la cavidad abdominal y vísceras, 

mientras que en peces piscívoros [abadejo (Pollachius pollachius), bacalao, 

merluza, etc.], suelen estar presentes también en la musculatura hipoaxial 

que rodea a la cavidad abdominal.  

 Grado de infección. Generalmente a un mayor número de parásitos en 

vísceras le acompaña un mayor número de parásitos en musculatura. 
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 Edad. Cuanto más viva el pez, mayor será la posibilidad de adquirir 

parásitos. 

 Condiciones del almacenamiento después de su captura. 

 

 Recientemente se están observando diferencias de capacidad de 

penetración en la musculatura del pez entre A. simplex s.s. y A. pegreffii. Así, Suzuki 

et al. (2010) detectaron una mayor capacidad de penetración de A. simplex s.s. en la 

musculatura del estornino (Scomber japonicus) que A. pegreffii. Quiazon et al. 

(2011) mediante infecciones experimentales en la trucha arcoíris (Oncorhyncus 

mykiss) y en la platija de aceite de oliva (Paralinchthys olivaceus), vieron que la 

presencia de Anisakis en la musculatura de los peces, no solo obedece al tipo de 

pescado sino también a la especie parásita y al tiempo que transcurre desde que se 

infecta el pez. Posteriormente, Arizono et al. (2012) apreciaron una mayor 

capacidad de penetración de A. simplex s.s. en medios de cultivo con agar a 

diferentes pH. Estos resultados identifican a A. simplex s.s. como el principal agente 

etiológico de la anisakiosis, mientras que en Italia es A. pegreffii aunque la 

frecuencia de casos es menor (D’Amelio et al., 1999; Fumarola et al., 2009; 

Mattiucci y Nascetti, 2008). A pesar de ser las larvas de Anisakis Tipo I las más 

frecuentes en la musculatura de peces, Valero et al. (2006 a) localizaron larvas de 

A. physeteris en brótolas. 

 Existen varios trabajos en los que hay una relación positiva entre el tamaño 

corporal/edad de los peces, y la prevalencia y abundancia media de larvas de estos 

nematodos en diversas especies de peces comerciales de diferentes áreas del 

Atlántico y Mediterráneo (Abattouy et al., 2011; Banning y Becker, 1978; 

Bussmann y Ehrlich, 1979; Davey, 1972; Levsen y Midthun, 2007; McGladdery, 

1986;  Platt, 1975; Smith, 1984; Smith y Wootten, 1978; Valero et al., 2000).  

Levsen y Midthun (2007), en un estudio sobre la presencia y distribución de 

L3 de A. simplex s.l. en pescados comerciales del noreste atlántico, encontraron 

diferencias en los diversos parámetros de infección entre los peces hospedadores. 

Los resultados sugieren que la infección por A. simplex s.l. en peces pelágicos está 

relacionada con su hábitos de alimentación, edad, características inmunológicas, y 

la distribución y tamaño de los órganos. Así, el hígado que es relativamente mayor 
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en las bacaladilla que en otros peces, probablemente "atrapa" la mayoría de las 

larvas inmediatamente después de su aparición en la cavidad visceral. Se sabe que 

las larvas son capaces de sobrevivir durante al menos 60 semanas en los peces 

aunque su supervivencia depende de la respuesta inmunológica del pez (Levsen y 

Midthun, 2007; Smith, 1984). 

En general, ha existido la creencia de que en el músculo del pez vivo no 

había larvas y que éstas pasaban a musculatura una vez muerto el hospedador. Sin 

embargo, se ha probado que muchas especies de peces presentan larvas de 

Anisakis encapsuladas en su musculatura en el momento de su captura, 

especialmente en la zona ventral, aunque también pueden encontrarse en la dorsal 

(Tejada, 2009). Las causas que originan la migración de las larvas de Anisakis hacia 

los músculos no están bien definidas; así Huss (1988) indicó que el 50% de 

arenques tenían larvas en la musculatura en el momento de la captura y que las 

prácticas durante la pesca no parecían intervenir en la posible migración. Huss y 

Drewes (1989) ratificaron que, independientemente de las condiciones de 

almacenamiento, no existía certeza de migración hacia la musculatura después de 

la captura; además, remarcaron que las prácticas realizadas a bordo para eliminar 

o reducir el número de larvas en el pescado, no parecen influir. 

Por el contrario, hay autores que han puesto de manifiesto que la migración 

de las larvas desde la cavidad abdominal hacia la musculatura del pescado puede 

seguir produciéndose tras su captura. Así, Smith y Wootten (1975) observaron 

cómo aumentaba significativamente el número de larvas en el músculo del 

arenque  mientras lo conservaban en hielo durante 48 horas, lo cual sugiere que 

primero se encontraban encapsuladas en las vísceras y después se daba la 

migración al músculo. Hauck (1977) también encontró, después de la captura, un 

aumento significativo en el número de larvas de Anisakis Tipo I en el músculo de 

arenque del Pacífico (ahumado en frío). En estos estudios se sugirió que la 

migración se ve estimulada: por el tiempo desde su captura, por los cambios post-

mortem en la descomposición de las vísceras y/o exposición a las temperaturas de 

ahumado y salmueras. 
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Figura 16. Larvas de Anisakis spp. en la musculatura de una bacaladilla. 

 

 

Figura 17. Larva de Anisakis  spp. atravesando la musculatura. 

Según Smith (1984), las larvas parecen migrar a la musculatura en peces 

que acumulan gran cantidad de lípidos en el tejido muscular (caballa, arenque), 

mientras que en peces que almacenan sus lípidos en hígado y mesenterios, la 

migración no suele darse [bacaladilla, merlán (Merlangius merlangus)]. Ahora bien, 

aparte de la reserva de lípidos en el tejido muscular, deben de influir en la 

migración otros factores, puesto que se han notificado en diversos trabajos larvas 

en la musculatura de la bacaladilla y otros peces no grasos (Abollo et al., 2001; Chía 

et al., 2010; Ruíz-Valero et al., 1992; Sanmartín et al., 1994). Las condiciones de 

conservación constituyen uno de los factores que pueden afectar a la migración de 

las larvas. Así, Wharton et al. (1999) observaron que además de influir la cantidad 

de grasa en los tejidos de los pescados, en los conservados en hielo hay una menor 

migración. Por otro lado, Karl et al. (2011) no constataron diferencias de migración 

entre peces recién capturados y los conservados tras 24 horas en hielo o bien por 

sistema de refrigeración con agua de mar.  



Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 

activos frente a la anisakiosis. 

 

60 
 

La especie de pescado, tiempo que transcurre desde que se infecta el pez, 

peso total, longitud, peso del hígado, peso de las gónadas, época del año, zona de 

captura y la especie de Anisakis, están relacionadas con la parasitación de A. 

simplex s.l. (Abattouy et al., 2011, 2013; Quiazon et al., 2011; Suzuki et al., 2010).  

Ocasionalmente, se han encontrado anisákidos en vísceras y músculo de 

peces de cultivo, aunque no es frecuente debido al exhaustivo control en la 

alimentación de estos ejemplares. Las vías de transmisión esporádicas en estos 

casos podrían deberse a la presencia en el medio marino de hospedadores 

intermediarios como crustáceos, o a través de la alimentación con productos 

contaminados (Rückert et al., 2009). 
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8. PROFILAXIS. 

El Comité Científico de la Agencia Española de Seguridad Alimentaria y 

Nutrición (AESAN, 2005) y de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA, 2010) han propuesto una serie de medidas encaminadas a reducir el riesgo 

asociado con la contaminación de los pescados con larvas de Anisakis: 

a) Medidas en la producción primaria.  

 Evitar faenar en las áreas donde se conozca que existe alta parasitación 

y no capturar determinadas especies de peces o tallas que con mayor 

frecuencia están infectados con Anisakis. Aunque ninguna de estas dos 

medidas son muy factibles. 

 Evisceración del pescado inmediatamente después de su captura. Según 

Huang (1990) y Petithory et al. (1991) puede resultar eficaz sobre todo 

en especies que acumulan sus reservas lipídicas en la musculatura, a los 

cuales parece que existe una tendencia de migración larvaria desde las 

vísceras y cavidad corporal; no obstante, en algunos peces, los parásitos 

ya se encuentran en la musculatura en el momento de la captura (Huss 

et al., 1992). En contrapartida, esta práctica favorece la parasitación de 

los peces de la zona si las vísceras infectadas sin previo tratamiento, 

como es la congelación, se arrojan al mar. La eliminación al mar de 

vísceras y otros restos de peces y cefalópodos incrementa la 

prevalencia de Anisakis en las especies que permanecen en el mar. 

b) Prácticas durante la captura y manipulación a bordo. 

 Para evitar la presencia de larvas de Anisakis en músculo de pescado, es 

imprescindible que el tiempo que transcurre entre la captura y la 

evisceración sea mínimo.  

 El número de larvas detectadas en la musculatura hipoaxial hace que 

sea recomendable la eliminación de esta parte (ventresca o ijada), en 

las especies que más frecuentemente están infectadas, contribuyendo a 

disminuir el riesgo. 

 Liberar y lavar convenientemente las huevas (paquete ovárico) ya que 

pueden contener larvas vivas. 
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c) Manipulación en tierra e inspección: 

 Si no se ha llevado a cabo en el buque, debe procederse a la evisceración 

y lavado de la cavidad abdominal lo más rápidamente posible tras el 

desembarque y, si es posible, eliminación de la musculatura hipoaxial.  

 Inspección visual del pescado en el punto de desembarco y eliminación 

de aquellas partidas muy parasitadas. Esto es muy difícil de poner en 

práctica por lo que es frecuente que los peces parasitados lleguen al 

consumidor (FAO, 2004; Osanz, 2001). Se ha demostrado que el 45-

83% de las larvas del músculo del jurel y bacaladilla no se visualiza 

(Huang, 1990). En el caso de filetes, se debe realizar un examen visual 

de la superficie y eliminar las larvas con un cuchillo. Llarena-Reino et al. 

(2012) declaran la baja eficiencia de la inspección visual, de merluza y 

caballa, como método de eliminación de estos nematodos. 

 Transparentado o “candling” (Smith y Wootten, 1978). Método usado 

en las industrias, que consiste en observar visualmente las larvas de 

anisákidos en filetes del pescado colocado sobre mesas iluminadas que 

proyectan una fuerte luz. La observación se complica a partir de los 6 

mm de grosor del filete. Además, la técnica no es muy eficiente ya que 

sólo se detectan del 7-10% de las larvas (Levsen et al., 2005, Tejada, 

2009). 

 Espectroscopía de imagen. Método de imagen no invasivo, factible para 

fines industriales, con el que es posible identificar los parásitos en la 

superficie de los filetes de pescado, así como parásitos incrustados. Con 

esta metodología se pudo detectar los parásitos a 0’8 cm por debajo de 

la superficie redondeada,  lo que sería de 2 a 3 mm más profundo que lo 

que se puede encontrar por la inspección manual de los filetes de peces 

(Heia et al., 2007). 

 Iluminación con luz ultravioleta. Consiste en hacer incidir luz 

ultravioleta de una longitud de onda de 366 nm, a unos diez 

centímetros de distancia sobre la superficie del filete de pescado por 

ambos lados, observándose las larvas de color fluorescente azulado 

(Dixon, 2006; Osanz, 2001). Aunque es un método fácil y relativamente 
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rápido, sólo diferencia larvas intactas y preferiblemente si han sido 

congeladas y descongeladas previamente (Brattey, 1988; Dixon, 2006; 

Osanz, 2001; Tejada, 2009; Tejada et al., 2006).  

 Digestión por jugo gástrico artificial. Método muy eficaz que consiste en 

someter el pescado (carne y/o vísceras) a la actuación de una solución 

digestiva artificial (ácido clorhídrico-pepsina a 37° C). Sirve para 

búsquedas precisas en muestras pequeñas, complicándose en pescados 

grandes,  ya que se necesita la observación de la totalidad de la muestra 

(Huang, 1990); está desaconsejado para las inspecciones industriales. 

 Diferencias de conductividad. La técnica se basa en el uso de 

magnetómetros que registran de forma automática las diferencias de 

conductividad del músculo del pescado con respecto a las de las larvas y 

permite su discriminación del resto de los componentes del pescado 

(Jenks et al., 1996). 

 Actividad ATPasa. Se ha observado que los peces que se encuentran 

parasitados tienen una actividad ATPasa elevada en las mitocondrias 

del músculo; ésta es proporcional al número de parásitos por pescado 

por lo que se puede utilizar para valorar la infección del hospedador 

(Boczon y Bier, 1986). 

 

 

Figura 18. Larvas de Anisakis spp. en filetes de bacaladilla, prensadas y 

posteriormente congeladas, observadas bajo la luz ultravioleta. Las líneas rectas 

marcan la frontera aproximada entre la ventresca y la musculatura dorsal de cada 

lado de los peces (EFSA, 2010). 
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d)  Recomendaciones para la población en general: 

 Adquirir  pescados y cefalópodos frescos. 

 Para pescados de tamaño mediano y grande, procurar adquirirlos 

eviscerados. Si no lo están, hacerlo inmediatamente.  

 No consumir pescados ni cefalópodos crudos ni productos de la pesca 

ahumados en frío, marinados, en vinagre, ceviche, sushi, o procesados 

de cualquier otra forma que no garantice la inactivación del parásito, 

salvo que éstos se hayan sometido a congelación comercial a -20° C 

durante el tiempo adecuado. 

En todo momento, hay que asegurarse que haya un tratamiento térmico 

completo. El cocinado a la plancha y en microondas es menos seguro que la cocción 

completa o la fritura (Adams et al., 1999). En lo relativo a los pacientes 

sensibilizados a los antígenos de Anisakis, algunos autores como Audícana et al. 

(1995), recomiendan evitar el consumo de pescado y marisco, basándose en que la 

parasitación repetida, a veces asintomática, desencadenaría una respuesta de IgE y 

con ello un cuadro cutáneo y/o anafiláctico. 

A pesar de los diferentes métodos de tratamiento del pescado para dar 

muerte a las larvas y evitar las infecciones, puede darse procesos alérgicos en 

individuos previamente sensibilizados. Sin embargo este hecho no está dilucidado. 

Se ha observado que el antígeno Ani s 4  se detecta incluso en las condiciones más 

extremas de temperatura, tiempo, presión y tratamientos con pepsina tanto en 

larvas refrigeradas  como congeladas (Tejada, 2009; Tejada et al., 2006). 

Según algunos autores, los síntomas agudos alérgicos como urticaria, 

angioedema o anafilaxia se producen sólo cuando larvas vivas de A. simplex s.l. 

invaden el tracto gastrointestinal (Daschner et al., 2012) causando anisakiosis 

gastroalérgica (AGA). La anafilaxia ha sido diagnosticada en el 35% de los 

pacientes con AGA (Daschner et al., 2000, 2012). 

Se considera que es necesaria la infección de la mucosa gástrica o 

intestinal con L3 vivas para la liberación de antígenos de excreción-secreción y una 

respuesta inmediata frente a la parasitación, especialmente debido a Ani s 7, para 

que se sintetice IgE y aparezcan los síntomas alérgicos (Daschner et al., 2012; 

Domínguez-Ortega y Martínez-Cócera, 2000; Moneo et al., 2000). Así, pacientes con 
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alergia a Anisakis toleran bien la ingesta de pescado congelado o preparado a altas 

temperaturas, a pesar de presentar antígenos resistentes a la congelación, calor y 

pepsina (Daschner et al., 2012; García et al., 2001; Rodríguez-Mahillo et al., 2008, 

2010).  Sin embargo, también se han recogido casos de pacientes con alergia tras el 

consumo de pescado correctamente congelado, cocinado o incluso en conserva, 

tratamientos que aseguran la muerte del parásito (Audicana et al., 1997, 2002; 

Moneo et al., 2005; Montoro et al., 1997; Tejada, 2009). Se ha observado pacientes 

sensibilizados que no han mostrado síntomas alérgicos tras la provocación oral 

con larvas liofilizadas (Baeza et al., 2004; Gómez et al., 2003). 

Aunque parece que la ingestión de la larva es la principal causa de 

anisakiosis alérgica,  se han dado casos de alergia ocupacional con sintomatología 

de asma y/o conjuntivitis en trabajadores de la industria del pescado, causados por 

la inhalación de antígenos (Armentia et al., 1998; Purello-D'ambrosio et al., 2000). 

Incluso al ingerir carne de pollo alimentado con piensos realizados con harina de 

pescado (Armentia et al., 2006). 

Actualmente no existen medidas concretas para evitar los casos alérgicos 

pero sí para evitar la infección y otras posibles complicaciones. Tal y como se ha 

visto, las larvas de Anisakis spp. no resisten las altas temperaturas, por lo que es 

esencial realizar un buen tratamiento térmico antes de consumir el pescado. Las 

medidas con las que contamos para destruir el parásito son: 

a) Tratamientos térmicos. 

Las larvas que se encuentran en el tejido muscular son las que más riesgo 

presentan para el hombre. Por ello, es necesario incrementar o disminuir, según el 

caso, el tiempo de exposición con el fin de que la pieza alcance los valores térmicos 

adecuados. 

Congelación.  

Para que sea eficaz esta técnica es necesario que todos los puntos del 

pescado se mantengan a -20° C al menos durante 24 horas, sin contar el tiempo 

que se requiere para llegar a la temperatura dada. Esta técnica ofrece buenos 

resultados ya que altera la cutícula del parásito. En el trabajo de Dong et al. (2000), 

un congelador doméstico usado para el halibut del Pacífico (Atheresthes stomias) 
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necesitó 9’5 horas para alcanzar -20° C y al menos 60 horas para la inactivación 

total de la larva. 

La OMS (Organización Mundial de la Salud) recomienda la congelación a una 

temperatura igual o inferior a -20° C en el interior del pescado, durante un período 

de al menos 24 horas (Adams y Motarjemi, 1999). La FDA (Food and Drud 

Administration) especifica una congelación y almacenamiento a una temperatura 

de ≤-20° C y mantenerlo a la misma temperatura durante 15 horas. En el ámbito 

doméstico, a la hora de hacer recomendaciones al consumidor hay que tener en 

cuenta la capacidad de congelación de los frigoríficos. La ultracongelación 

realizada por algunas industrias, asegura una congelación rápida a -40° C y es 

capaz en tan solo una hora de matar más del 99% de las larvas presentes en el 

músculo de algunos peces, con la ventaja adicional de no alterar las propiedades 

culinarias del pescado. Esta técnica es capaz de inactivar las larvas pero no de 

destruir la capacidad de sensibilización de todos los antígenos. Así, un 10% de los 

pacientes desarrollan síntomas tras la ingesta de pescado congelado (Baeza et al., 

2001; Valls et al., 2003). 

Altas temperaturas. 

Para asegurar la muerte de las larvas de Anisakis spp. mediante calor se 

recomienda someterlas a una temperatura de 55° C durante 10-60 segundos, 

(AESAN 2005). La OMS y FDA consideran que un tratamiento a 60° C en el centro 

del producto durante un minuto es suficiente para matar a las larvas siempre que 

se tengan en cuenta las características fisicoquímicas, su presentación, sistema de 

calentamiento ya que influyen en la transmisión del calor (Tejada, 2009; Wootten y 

Cann, 2001). De esta manera, los productos fritos, hervidos, ahumados en caliente, 

pasteurizados y cocinados al vacío son seguros desde el punto de vista de la 

inactivación del parásito. Sin embargo, no lo son los productos ahumados en frío o 

cocinados inadecuadamente en la plancha o microondas, pudiendo aparecer casos 

de anisakiosis (Canut et al., 1996; Tejada, 2009; Tejada et al., 2006). Mientras que 

el ahumado en caliente (70-80° C) durante un tiempo de 3 a 8 horas, es suficiente 

para producir la muerte de las larvas de Anisakis (FDA/CFSAN, 2001; Sainclivier, 

1985), en el caso del ahumado en frío (<38° C), la temperatura alcanzada no es 

suficiente (EFSA, 2010). Para productos asados hay que asegurarse que el pescado 
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se encuentre bien cocinado por dentro. En estos casos sería recomendable 

congelarlo previamente para que el consumidor pueda darle la textura que desee 

sin posibilidad de infectarse.  

Al someter las larvas a altas temperaturas por métodos tradicionales, se 

aprecian importantes alteraciones en la forma y en la superficie del parásito con 

importantes daños en la cutícula. Además, la deshidratación producida provoca la 

pérdida de la forma cilíndrica (Tejada, 2009; Tejada et al., 2006).  

Los aparatos de microondas tienen una capacidad de penetración limitada 

hasta cierta profundidad. Además, no producen un calentamiento homogéneo, 

pudiendo quedar dentro del pescado puntos fríos y puntos sobrecalentados. Esto 

hace que se necesiten altas temperaturas para inactivar a las larvas (Adams y 

Devlieger, 2000; Tejada, 2009; Tejada et al., 2006). En el trabajo de Lanfranchi y 

Sardella (2010), se indica una supervivencia del 10% de las larvas de Anisakis spp. 

a la temperatura interna de 64’5° C durante un minuto en microondas, mientras a 

una temperatura de 75’5° C, todos los parásitos murieron. Los daños que aparecen 

en la cutícula de las larvas son similares a los producidos por calentamiento 

convencional. Respecto al uso del microondas para cocinar, la FDA recomienda 

calentar al menos 15 segundos a 74° C, cubriendo y rotando la pieza y finalmente 

reposar el alimento durante 2 minutos una vez cocinado (ELIKA, 2009). 

En el caso de los antígenos, generalmente los alérgenos de bajo peso 

molecular tras ser calentados incluso a 100° C son capaces de mostrar cierta 

capacidad para unirse a la IgE, aunque se reduce su antigenicidad.  

b) Altas presiones. 

Someter el pescado a altas presiones (≥200 MPa ≥ 1 min) produce 

alteraciones en la cutícula favoreciendo la muerte de la larva, incluso en 

aquellos nematodos que se encuentran en el interior de los tejidos. La presión 

hidrostática se extiende de forma homogénea e instantánea sin alterar las 

características sensoriales del pescado siempre que no se superen los 300 Mpa 

(Vidacek et al., 2009). La presión para matar a los parásitos puede ser menor 

cuando se combina con otros tratamientos parcialmente letales para Anisakis 

spp., tales como marinados o ahumados en frío. Éste método puede ser una 
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alternativa para controlar la seguridad en los pescados mínimamente 

procesados (Molina-García y Sanz, 2002). 

c) Succión por vacío. 

Consiste en introducir una boquilla en la cavidad abdominal del pescado 

para succionar los parásitos y restos de vísceras que quedan tras la evisceración. 

Se acumulan en un tanque y se destruyen los parásitos mediante aplicación de 

agua caliente, vapor o bien por trituración (Gómez, 2005).  

d) Electrocución. 

En los barcos pesqueros se somete a los peces capturados a una descarga 

eléctrica que destruye a los parásitos. Cuando se trata de ejemplares grandes se 

hace de forma individual, mientras que en los ejemplares de menor tamaño puede 

hacerse de forma masiva practicando la electrocución por inmersión del pescado 

en grandes recipientes con una disolución electrolítica. La intensidad aplicada 

puede variar según el tamaño o características del pescado. Con este 

procedimiento se consigue la muerte de la larva de forma rápida y sencilla, 

quedando por tanto el pescado apto para el consumo (Bereciartua, 2003). 

e) Otros métodos. 

La eficacia del salazón y la acidificación para producir la muerte de los 

parásitos depende mucho de la concentración de sus componentes y la cantidad 

añadida de los mismos pudiendo variar entre 35-119 días (Karl et al., 1995). Los 

anisákidos son resistentes a la salmuera que habitualmente se utiliza en los 

hogares. Sin embargo, en una solución salina al 22%, los nematodos mueren a los 

10 días (Smith, 1983). Investigadores de la Universidad de Alcalá de Henares 

emplean una concentración aproximada del 12% de cloruro sódico (sal común) y 

ácido acético a 10% en lugar de vinagre comercial. El tiempo empleado es de 5 días 

a 4° C (Armas et al., 2005). 
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9. LEGISLACIÓN. 

9.1. Legislación europea. 

Como consecuencia de los casos crecientes de anisakiosis, la Unión Europea 

a partir del año 1991, comenzó a emitir una serie de normativas específicas para 

reducir esta enfermedad.  

I. Directiva sanitaria del Consejo 91/493/CEE, de 22/07/91; (DO L 24/09/91, 

pp. 15) por la que se fijan las normas sanitarias aplicables a la producción y 

a la puesta en el mercado de los productos pesqueros. Establece en el 

apartado V del capítulo IV los requisitos referentes a los peces y en el 

apartado II del capítulo V los controles parasitológicos (DO L 268 de 

24/9/1991).  

Normativa que ha afectado posteriormente a esta norma: 

 Directiva 95/71/CE del Consejo de 22 de diciembre de 1995. Nº L332, 

pp. 40. Disposición Vigente. Modifica Anexo. 

 Directiva 96/23/CE del Consejo de 20 abril de 1996. Nº L125, pp. 10. 

Disposición Vigente. Deroga Anexo. 

 Directiva 97/79/CE del Consejo de 19 diciembre de 1997. Nº L24, pp. 

31. Disposición Vigente. Modifica art. 10. 2. y art. 12. 2. 

 Directiva 2004/41/CE de 21 de abril de 2004. (DO L 30 abril 2004, 

núm. 157, pp. 33). Deroga determinadas Directivas que establecen las 

condiciones de higiene de los productos alimenticios y las condiciones 

sanitarias para la producción y comercialización de determinados 

productos de origen animal destinados al consumo humano y modifica 

Directivas 89/662/CEE, de 11-12-1989 (LCEur 1989, 1892), 

92/118/CEE, de 17-12-1992 (LCEur 1993\637) y la Decisión 

95/408/CE, de 22-6-1995 (LCEur 1995\2408).  

II. Decisión de la Comisión 93/140/CEE de 19 de enero (DOCE de 9 de marzo 

de 1993), establece las modalidades del control visual para detectar 

parásitos en los productos de la pesca (DO L 056 de 09/03/1993, pp. 42). 

III. Reglamento (CE) nº 853/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 

de abril de 2004 por el que se establecen normas específicas de higiene de 

los alimentos de origen animal. En el capítulo III de la sección VIII del anexo 
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III se establece los métodos de congelación para eliminación de parásitos en 

productos que se consuman crudos o poco cocinados (DO L 226 de 

25/06/2004, pp. 22-82).  

IV. Reglamento (CE) nº 854/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 

de abril de 2004 por el que se establecen normas específicas para la 

organización de controles oficiales de los productos de origen animal 

destinados al consumo humano en el que se señala que el pescado que se va 

a consumir crudo o prácticamente crudo debe congelarse a temperaturas 

iguales o inferiores a -20° C en la totalidad del producto y mantenerse a esa 

temperatura durante al menos 24 horas (DO L 226 de 25/06/2004, pp. 83-

127). 

V. Reglamento 1276/2011 de la Comisión de 8 de diciembre de 2011 por el 

que se modifica el Anexo III del Reglamento 853/2004 del Parlamento 

Europeo y del Consejo en lo referente al tratamiento para matar parásitos 

viables en los productos de la pesca destinados al consumo humano. Unión 

Europea (DOUE 327, 09-1-11).  

La legislación de la Unión Europea señala que el pescado que vaya a 

consumirse crudo o poco cocinado debe congelarse a una temperatura ≤-20° C en 

la totalidad del producto y debe mantenerse a esa temperatura al menos durante 

24 horas. Se procederá de la misma manera para aquellos productos que se 

encuentren ahumados en frío (procedimiento por el cual en el interior de la pieza 

no se superan los 60° C), en escabeche, salados o cuando el proceso no baste para 

destruir las larvas. 

9.2. Legislación española. 

En aplicación de la Normativa de la Unión Europea, España publicó en 1993 

el R.D. 1437/92 del 27 de noviembre por el que se fijan las normas sanitarias 

aplicables a la producción y comercialización de los productos pesqueros y de 

acuicultura. En este R.D. se determina que tanto los pescados como productos 

derivados deben pasar un control visual para detectar los posibles parásitos 

visibles y desecharlos. Por otra parte, se prohíbe la venta de los pescados o las 

partes que estén visiblemente parasitadas. Además, son los barcos factoría y las 

industrias dedicadas a la elaboración y preparación de los productos de pesca los 
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responsables de realizar el control para garantizar el cumplimiento de dicha ley. El 

Ministerio de Sanidad y Consumo ha legislado al respecto, [según se recoge en el 

BOE del 19 de diciembre de 2006 (R.D. 1420/2006)] en lo referente a la 

prevención de la parasitosis por Anisakis en productos de la pesca suministrados 

por establecimientos que sirven comida a los consumidores finales o a 

colectividades. 

De esta manera, el R.D. pretende evitar la infección con la larva viva e 

impedir la instauración de alergia a Anisakis en consumidores, sin que se considere 

su incidencia en individuos previamente sensibilizados a los alérgenos del parásito 

(Tejada et al., 2009). 

Hay que recalcar que, de todos los métodos existentes para inactivar las 

larvas presentes en el pescado de consumo humano, los más eficaces y 

recomendados por la Organización Mundial de la Salud (OMS) son: calentamiento 

del pescado a más de 60° C, aumentando el tiempo con el grosor, o congelación a 

una temperatura igual o inferior a -20° C, durante un período de al menos 24 

horas, (considerando en ambos casos, que las condiciones recomendadas se tienen 

que dar en el centro térmico del producto). Estos métodos son los recogidos en el 

mencionado R.D. 

En el caso de la Food and Agriculture Organization (FAO), las medidas son 

similares, recomendando congelar el pescado que se va a consumir a -20° C 

durante siete días o a -35° C durante 15 horas. 
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10. PATOLOGÍA Y SINTOMATOLOGÍA. 

La ingestión de pescado parasitado puede provocar en el hombre la 

aparición de dos patologías diferenciadas: por un lado, la larva puede infectar el 

tracto digestivo y en ocasiones otros órganos (anisakiosis) y, por otro, reacciones 

alérgicas con o sin síntomas digestivos. La mayoría de los casos de anisakiosis 

humana se dan en estómago y en íleon por el efecto barrera que frente a las larvas 

hacen tanto el píloro como la válvula de Bauhin respectivamente, concentrándose 

en dichas zonas un mayor número de parásitos (Ishikura et al., 1992; Louredo 

Méndez, 1997; Pérez Millan et al., 1998; Romero Ramírez y Polydorides., 1997). 

Dependiendo del grado de invasión de las larvas en el tracto digestivo, se 

diferencian varias formas clínicas: 

10.1. Forma clínica no invasiva. 

La sintomatología es leve y aparece pocas horas después de la ingesta de 

pescado. Cursa con dolores leves de estómago y normalmente, las larvas que se 

encuentran en la luz del tracto digestivo, se expulsan por la tos, vómitos o 

excretadas por las heces (Hubert et al., 1989; Kliks, 1983; Sapunar et al., 1976). 

10.2. Forma clínica invasiva. 

La larva invade los tejidos con la ayuda del diente que posee en la parte 

anterior y gracias a la presencia de hialuronidasas, que facilitan la penetración 

tisular y de proteasas que son las responsables de la destrucción del tejido 

(Audícana y Kennedy, 2008; Hotez et al., 1994). De acuerdo a su sintomatología 

diferenciamos: 

 Anisakiosis gástrica aguda. 

La forma aguda se da a las 4 ó 6 horas de haber ingerido pescado crudo o 

poco cocinado y se debe a la presencia de la larva viva en la pared del 

estómago. A las pocas horas de la ingesta, aparecen principalmente dolor 

abdominal de tipo cólico localizado en el epigastrio, que puede acompañarse 

de náuseas y vómitos (Castán et al., 2002; Cocheton et al., 1991; Kim, 1994). 

La mayoría de los casos de anisakiosis se han asociado a A. simplex s.s., que se 

considera el agente etiológico de la anisakiosis en Japón (Umehara et al., 

2007); aunque también se han observado casos provocados por A. pegreffii 
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(Abe et al., 2006; D’Amelio et al., 1999; Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 

2011, 2013; Suzuki et al., 2010; Umehara et al., 2007).  

 

Figura 19. A. Anisakiosis invasiva. Perforación de la pared intestinal (Taranto et al.,  

2011). B. Larva de Anisakis atravesando la pared gástrica (Nakajo et al., 2011). 

 

 Anisakiosis gástrica crónica.  

Es frecuente que los síntomas sean inespecíficos y recidivantes, y a veces 

evolucionan durante meses o años pudiendo provocar tumores submucosos 

(Esteve et al., 2000; Yokogawa y Yoshimura, 1967). Algunos trabajos 

relacionan la anisakiosis con procesos neoplásicos, por lo que se ha 

valorado su papel como factor adyuvante (Hernández-Prera et al., 2012; 

Ishii et al., 2009; Mineta et al., 2006; Yoo et al., 2008).   

 Anisakiosis intestinal.  

Provocada por la localización de la larva de anisákidos vivos en la pared del 

intestino, generalmente en el íleon terminal. El dolor es difuso y no 

localizado, con náuseas, vómitos, alteraciones del ritmo intestinal, 

simulando un cuadro obstructivo e incluso heces sanguinolentas. Estos 

síntomas aparecen a los 3-7 días tras la ingestión del pescado parasitado 

(Ishikura, 1990; Matsui et al., 1985). El curso de la enfermedad suele ser 

benigno, salvo que se produzca perforación y peritonitis.  

 Anisakiosis intestinal aguda.  

Las manifestaciones clínicas comienzan a los 2-7 días tras la ingesta de 

pescado infectado (Clavel et al., 1993; Cocheton et al., 1991; López Peñas et 

al., 2000; López-Vélez et al., 1992 b; Petithory et al., 1991). Las náuseas, 

vómitos, heces sanguinolentas y dolor difuso son los principales síntomas 
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que conforman el cuadro clínico de esta enfermedad, pudiendo verse 

afectado el tránsito intestinal (González Quijada et al., 2005; Louredo 

Méndez et al., 1997; Navarro-Cantarero et al., 2005; Repiso Ortega et al., 

2003; Shirama et al., 1992). La pared intestinal suele engrosarse, 

provocando obstrucción intestinal parcial y distensión proximal, 

acompañadas de ascitis con un alto contenido en eosinófilos. Es frecuente 

que aparezcan ulceraciones con focos de hemorragia adyacente. El intestino 

delgado suele ser el más afectado, simulando una enteritis regional (Bouree 

et al., 1995; López Peñas et al., 2000; Yokogawa y Yoshimura, 1967).  

 Anisakiosis intestinal crónica. 

Al igual que en la anisakiosis gástrica, la anisakidosis intestinal también 

puede evolucionar a su forma crónica, con síntomas leves e inespecíficos 

como dolor abdominal vago que puede permanecer durante meses o años. 

 Anisakiosis extra-gastrointestinal. 

Este tipo de anisakiosis, también llamada heteróloga o ectópica, se da con 

mucha menos frecuencia que las anteriores (Cocheton et al., 1991; Smith y 

Wootten, 1978). Las localizaciones de las larvas fuera del conducto 

gastrointestinal pueden ser: boca, faringe, laringe y esófago, donde 

producen picores e incluso pueden penetrar en la mucosa, dando lugar al 

“síndrome del hormigueo en la garganta”; en estos casos se suelen expulsar 

al toser. Por otra parte, puede ocurrir que alguna larva consiga atravesar la 

pared del tracto gastrointestinal y produzca el llamado “síndrome de larva 

migrans”, alcanzando zonas como: pulmón, mesenterio, hígado, vesícula, 

páncreas, ovarios, pleura, nodos linfáticos, etc. (Saito et al., 2005); la larva 

puede morir o encapsularse, permaneciendo así hasta que el cuerpo 

humano la va degradando paulatinamente. En este proceso se liberan 

antígenos que sensibilizan al paciente tanto en el paso de la larva, como en 

su encapsulación y/o descomposición (Ishikura et al., 1992). También es 

frecuente en este tipo de anisakiosis, la formación de granulomas con restos 

de larva en su interior (Yokogawa y Yoshimura, 1967).  
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 Anisakiosis gastroalérgica. 

 La hipersensibilidad a Anisakis spp. está mediada por la IgE y la 

manifestación más frecuente es la urticaria (73%), aunque también se ha 

descrito hipotensión arterial, angioedema, bronco-espasmo e incluso 

choque anafiláctico. En algunos casos, los síntomas cutáneos o de anafilaxia 

acompañan a los síntomas digestivos, y suelen preceder a estos últimos 

(Daschner et al., 2000). El tiempo de latencia para los síntomas gastro-

intestinales es de 3-6 horas, y para los alérgicos 5 horas (Alonso et al., 1997; 

López-Serrano et al., 2000 a, b). Daschner et al. (2012) sugieren que la 

mayoría de la IgE específica detectada, se debe a infecciones subclínicas 

anteriores en pacientes que consumen habitualmente pescado y sólo se 

produce cuando la L3 invade el tracto gastrointestinal. Al mes de la infección 

aumenta la IgE pero también se detecta IgG, IgG4, IgA e IgM específicas en 

suero de pacientes (Daschner et al., 2000). Todas estas características 

parecen corresponder con una respuesta típica frente a helmintos y no está 

relacionada con una predisposición del individuo si no que se trata de una 

respuesta general, evolutivamente conservada, frente a la invasión de 

helmintos. De esta manera, la respuesta de IgE sería independiente de la 

manifestación de los síntomas alérgicos y en respuesta a la invasión del 

parásito (Daschner et al., 2012; Urban et al., 1992). 

 Alergia e hipersensibilidad a Anisakis spp. 

La posibilidad de existencia de sensibilización a Anisakis spp. aumenta con 

la edad, en sujetos con elevada IgE total y en aquellos que consumen 

frecuentemente pescado fresco. En España, la prevalencia de sensibilización 

a Anisakis spp. en adultos varía entre un 6 y un 56% (AESAN, 2005; Del Rey 

Moreno et al., 2006; Fernández de Corres et al., 2001; Toro et al., 2004). 

Algunos pacientes sin sintomatología digestiva pueden presentar 

reacciones de hipersensibilidad con episodios de anafilaxia, angioedema 

facial, síntomas respiratorios, urticaria y/o angioedema, hipotensión y 

choque anafiláctico (Del Pozo et al., 1997; Fernández de Corres et al., 1996; 

López Sáez et al., 1999). 
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Figura 20. Sarpullido difuso con urticaria (A) y angioedema (B) en paciente tras un 

primer contacto con Anisakis spp. (Pontone et al., 2012). 

El grado e intensidad de estas reacciones alérgicas es muy variable y los 

síntomas pueden comenzar a las 5-8 horas tras la ingestión de pescado congelado 

y/o cocinado o enlatado (Daschner et al., 1998, 2000). La existencia de alérgenos 

termo-resistentes de Anisakis spp. parece ser la causa de la sensibilidad producida 

en estos pacientes (Audícana et al., 1997; Caballero y Moneo, 2004). 

Es tal la importancia de esta afección, en nuestro país, que figura dentro de 

las pruebas de atención primaria del Marco Estratégico para la mejora de la 

Atención Primaria (Melguizo et al., 2007). Otro tipo de alergias son las 

ocupacionales o profesionales, en personal que por motivos laborales se ven 

expuestos a alérgenos de A. simplex s.l., como profesionales que manipulan 

productos marinos, tanto en la industria como en la pescadería o restauración.  

En este proceso alérgico puede aparecer: 

 Dermatitis de contacto tras la exposición al pescado parasitado (Beitia 

et al., 2002; Carretero Añíbarro et al., 1997).  

 Conjuntivitis profesional y asma alérgica en pacientes que trabajan con 

pescado o con harina del mismo, motivada por alérgenos aéreos 

(Añíbarro y Seoane, 1998; Armentia et al., 1998).  

 Manifestaciones reumáticas en forma de artralgias/artritis, asociadas a 

manifestaciones alérgicas cutáneas, respiratorias y sintomatología 

digestiva (Cuende et al., 1998). 
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 Lesiones ulcerosas descamativas, gingivitis erosiva, afectándose 

también el labio tras la ingesta de merluza parasitada (Figura 21).  

 

 

Figura 21. Gingivostomatitis tras la ingesta 

de pescado infectado por Anisakis spp. (Eguia 

et al., 2003). 

 

 

Esta hipersensibilidad frente a Anisakis tras la ingesta de pescado se debe a 

la unión de diversos antígenos del parasito a la IgE de los pacientes, provocando 

los síntomas típicos (López-Serrano et al., 2000 a). Los antígenos de Anisakis 

pueden clasificarse en tres grupos desde un punto de vista estructural y funcional: 

I. Antígenos de excreción-secreción (ES). 

Son liberados por las larvas vivas cuando invaden la mucosa 

gastrointestinal del hospedador; estas enzimas se liberan al comienzo de la 

infección siendo los primeros antígenos reconocidos por el sistema inmunológico 

(Akao et al., 1990; Iglesias et al., 1993). Además, estos antígenos de ES son capaces 

de inducir granulación mastocitaria en ratones sensibilizados, confirmando la 

posibilidad de reacciones anafilácticas (Kobayashi et al., 1972). 

II. Antígenos somáticos. 

Son los antígenos más abundantes en los nematodos y sólo son funcionales 

después de la muerte y degradación del parásito. Son útiles para el diagnóstico, 

pero en este caso su detección con anticuerpos indica que se trata de una infección 

antigua, al contrario de lo que mostrarían los antígenos de ES. Los antígenos 

somáticos se obtienen mediante la homogeneización de larvas enteras y extracción 

de todos los antígenos solubles del parásito (Sugane et al., 1992). Mediante 

inmunodetección, se han encontrado entre 30 y 40 bandas con pesos moleculares 

que oscilan entre 13 y 150 kDa (Iglesias et al., 1993). Se ha demostrado que estos 

antígenos presentan un alto grado de reactividad cruzada con otros ascáridos, por 

lo que pueden ser responsables de falsos positivos en el diagnóstico (Iglesias et al., 

1995; Lozano et al., 2004). 
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III. Antígenos de superficie. 

El tegumento de los nematodos es una mezcla compleja de colágeno, 

proteínas estructurales e hidrofóbicas cuya capa más externa (epicutícula) está 

compuesta por polisacáridos (Kennedy, 2000). Cuando las larvas evolucionan de L3 

a L4 (ecdisis) se liberan los antígenos de superficie, desarrollando patologías 

crónicas como los granulomas. No obstante, parece que estos antígenos son menos 

específicos y con menor poder antigénico que los antígenos de ES (Baeza et al., 

2001). 

Recientemente se han realizado estudios de caracterización de los 

alérgenos de la L3 de A. simplex s.l. para así poder llegar a un diagnóstico específico 

de la anisakiosis y alergia provocada por  éste parásito. Hasta el momento se han 

identificado doce alérgenos (tabla 3); de los que siete son antígenos ES.  

Nombre 
Tipo 

Alérgeno 
Peso 

molecular 
Características Referencias 

Ani s 1 ES 24 kDa 
Proteína de la glándula excretora, caracterizada 
por actividad inhibidora adecuada. Alérgeno 
mayor. Termoestable 

Moneo et al. (2000) 
Shimakura et al. 
(2004) 

Ani s 2 Somático 97 kDa 
Paramiosina, presenta reacciones cruzadas con la 
paramiosina de otros nematodos, trematodos y 
artrópodos. 

Pérez-Pérez et al. 
(2000) 

Ani s 3 Somático 41 kDa 

Tropomiosina, presenta reacciones cruzadas con 
la tropomiosina de otros invertebrados  
(crustáceos, insectos y ácaros). Responsable de 
altos títulos de IgE específica en personas 
asintomáticas. Termoestable. 

Asturias et al. (2000 
a, b) 

Ani s 4 ES 9 kDa 
Cistanina, inhibidor de cisteína proteasa, se 
localiza en la glándula excretora y cutícula. 
Termoestable y resistente a la digestión pépsica. 

Moneo et al. (2005) 
Rodríguez-Mahillo et 
al. (2007) 

Ani s 5 ES 15 kDa 

Se localiza en la glándula excretora, ventrículo y 
superficie luminal del epitelio intestinal. 
Homólogo con las proteínas de nematodos 
SXP/RAL-2. Termoestable. 

Caballero et al. 
(2008) 
Kobayashi et al. 
(2007 a) 
 

Ani s 6 ES Desconocido 

Inhibidor de serina proteasas con secuencia 
similar a los inhibidores serina proteasa de otros 
animales. Termoestable y resistente a la digestión 
pépsica. 

Kobayashi et al. 
(2007 a) 

Ani s 7 ES 139 kDa 

Glicoproteína, con secuencias repetidas en 
tándem. Reconocido por el MAb UA3. Alérgeno 
principal reconocido por el 100% de los 
pacientes alérgicos a Anisakis. No da reacciones 
cruzadas. 

Anadón et al. (2009) 
Rodríguez et al. 
(2008) 
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Ani s 8 ES 15 kDa 
Miembro de la familia de proteínas SXP-RAL-2 de 
varias especies de nematodos. Termoestable. Da 
reacciones cruzadas con Ani s 5. 

Kobayashi et al. 
(2007 b) 

Ani s 9 ES 14 kDa 

Miembro de la familia de proteínas SXP-RAL-2 de 
varias especies de nematodos. Comparte 
secuencias con Ani s 5 y Ani s 8 en un 34% y 35% 
respectivamente. Termoestable. 

Rodríguez-Pérez et 
al. (2008) 

Ani s 10 Somático 21 kDa 
Proteína con función desconocida. Presenta 7 
repeticiones casi idénticas de 29 aminoácidos. 
Termoestable. 

Caballero et al. 
(2011) 

Ani s 11 ES 27 kDa 
Proteína con función desconocida. Estructura 
única, 5-6 tipos de secuencias repetidas cortas 
que comprenden de 6-15 aminoácidos. 

Kobayashi et al. 
(2011) 

Ani s 12 ES 31 kDa 
Proteína con función desconocida. Estructura 
repetida de 40-52 aminoácidos, con 4 residuos de 
cisteína. 

Kobayashi et al. 
(2011) 

Tabla 3. Principales características de los antígenos de A. simplex s.l. 
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11. DIAGNÓSTICO. 

Desde que por primera vez se diagnosticó un caso de anisakiosis humana en 

Holanda en 1955 (Van Thiel et al., 1960), ha ido incrementándose el número de 

casos descritos debido a dos factores, mayor conocimiento de la enfermedad por 

parte de los profesionales sanitarios y a la mejora de técnicas de diagnóstico. Un 

ejemplo de ello, es el trabajo de Ishikura (1969), quién diagnosticó 153 casos con 

anisakiosis gástrica, tras operación quirúrgica, los cuales inicialmente se 

consideraron como: 37 úlceras gástricas, 31 cánceres estomacales, 32 pólipos 

estomacales, 6 gastritis crónicas, etc.; así mismo los 66 con anisakiosis intestinal 

fueron previamente 22 casos de apendicitis aguda, 12 ileítis agudas, 6 

obstrucciones intestinales, 4 tumores abdominales, etc.  

Otro ejemplo de diagnóstico fallido tuvo lugar en Japón entre 1976 y 1990 

donde de 71 casos de “tumor de estómago que desaparece” (vanishing tumor of the 

stomach), al menos en 29 se descubrió que el agente causante fue este nematodo, y 

15 como probable anisakiosis (Ishikura et al., 1992). 

La anisakiosis humana, a diferencia de otras parasitosis producidas por 

helmintos, no se puede diagnosticar por técnicas coprológicas, ya que, por lo 

general, durante su evolución no se liberan formas parasitarias en las heces del 

paciente; por otro lado, las manifestaciones clínicas con las que cursa esta 

enfermedad no son específicas, sino que más bien son comunes a numerosas 

dolencias del tracto digestivo. En consecuencia, el diagnóstico sólo se puede 

establecer cuando la larva, único signo patognomónico de la enfermedad, se 

visualiza e identifica. El diagnóstico de la anisakiosis puede realizarse por diversos 

procedimientos: 

Diagnóstico clínico. 

Se basa en el estudio de los signos y síntomas clínicos, complementados con 

distintas técnicas de diagnóstico. Por ello es importante conocer si el paciente ha 

consumido previamente pescado crudo o semicrudo y cuando fue la última vez 

para así poder descartar otras causas. La eosinofília es frecuente pero no una 

característica constante en las infecciones por Anisakis por el reclutamiento de 

eosinófilos hacia los tejidos inflamados. Además, ésta no suele aparecer hasta 
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después de aproximadamente 10 días, por lo que no es un signo con excesiva 

importancia en el diagnóstico. 

El diagnóstico va a depender así en gran medida de la anamnesis, del grado 

de sospecha y de un seguimiento de cerca del enfermo (Verhamme y Ramboer, 

1988). Es muy orientativo que el afectado informe de la ingestión de cefalópodos 

y/o pescado crudo o poco cocinado (salazón, ahumado, escabeche, en vinagre o 

inadecuadamente preparado en microondas) en las horas o días precedentes a los 

síntomas (Alonso-Gómez et al., 2004; Del Rey Moreno, 2003; Domínguez-Ortega y 

Martínez-Cócera, 2000 c). En pacientes con dolor abdominal, la ingesta de pescado 

crudo o poco cocinado tiene elevada sensibilidad y valores predictivos positivos 

(VPN) de 98'39% y negativos (VPP) de 70'83%, por lo que nos ayuda 

principalmente a descartar la anisakidosis (Del Rey Moreno et al., 2008).  

Pruebas de diagnóstico por imagen. 

Estas técnicas se utilizan como complemento en el diagnóstico y aunque no 

son específicas pueden ser de gran ayuda. Suelen emplearse en los casos intra y 

extraintestinales. 

En la anisakiosis gástrica, la radiología permite visualizar al nematodo como 

una forma filiforme (Figura 22), aparte del edema mucoso con pliegues engrosados 

que provoca (Sugimachi et al., 1985). En las formas crónicas se puede observar un 

efecto de masa que simula un tumor, debido a la formación de un granuloma tras la 

penetración de la larva (Kim, 1994).  

En el caso de cuadros intestinales, se realizará una ecografía en la que se 

observarán signos inespecíficos como engrosamientos de la pared intestinal, 

líquido libre, estrechamiento de la luz y disminución del peristaltismo 

(Domínguez-Ortega y Martínez-Cócera, 2000 b; Navarro-Cantarero et al., 2005). 

Estos signos pueden confundirse con otras patologías como obstrucción intestinal, 

apendicitis y linfoma intestinal maligno, entre otros, pero ayudan al diagnóstico 

(Arenal-Vera et al., 1991). 

En la localización intestinal, en las pruebas radiológicas aparece 

estrechamiento irregular y dilatación de asas, entre otras lesiones. En más del 70% 

de los casos, el íleon suele ser la zona más afectada (Ikeda et al., 1989).  
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En las formas cólicas, el enema opaco muestra un marcado edema en la 

pared del colon, con estrechamiento de la luz y engrosamiento de la pared en la 

zona más adenomatosa, lo que nos sugiere la presencia de la larva (Louredo 

Méndez et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Radiografía de estómago con contraste de bario 

http://tmcr.usuhs.mil/tmcr/chapter11/differential.htm 

La endoscopia es fundamental a la hora de diagnosticar la anisakiosis 

gástrica aguda, incluso se recomienda realizarla en pacientes con dolor gástrico y 

que han ingerido pescado en las 12 horas anteriores a los síntomas (Bucci et al., 

2013). Por tanto, es la técnica de elección en el diagnóstico de la anisakiosis 

gástrica y cólica aguda. Con ella, además de poder observar la totalidad de la larva 

o fragmentos mediante gastro-endoscopia o colonoscopia, tenemos la posibilidad 

de extraerla y determinar sus características morfológicas, evitándose así 

intervenciones quirúrgicas innecesarias (Akasaka et al., 1979; Suguimachi et al., 

1985). 

La ultrasonografía endoscópica es una técnica que combina la endoscopia y 

el ultrasonido con la que se puede detectar larvas de Anisakis spp. Esta técnica 

permite observar de una manera más detallada las lesiones de la pared gástrica, 

además de poder realizar punciones del tejido afectado. Pocos centros 

hospitalarios cuentan con estos equipos debido a su elevado coste, por lo que no es 

una técnica muy utilizada (López-Viedma y Domper-Bardají, 2007). 

http://tmcr.usuhs.mil/tmcr/
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Figura 23. Anisakis spp. en estómago (Nakagawa et al., 2009). 

 

Diagnóstico postoperatorio. 

Se lleva a cabo cuando se ha practicado una laparotomía exploratoria con 

resección del tramo intestinal afectado; posteriormente, se establece su 

diagnóstico bien por observación de la larva o tras el estudio histológico del 

segmento intestinal resecado. 

 

Figura 24. A. Zona del intestino eritematosa y edematosa. B y C. Larva de Anisakis spp. 

penetrando en el intestino. D. Corte histológico del intestino delgado con infiltración 

eosinofílica (Kojima et al., 2013). 

 

Diagnóstico inmunológico. 

Se utiliza cuando la larva no se ha podido observar mediante endoscopia 

y/o radiología, su identificación ha sido difícil en el material de biopsia o se 

sospecha de la existencia de localizaciones ectópicas (Akao et al., 1990); también 

cuando la infección se encuentra en estado avanzado y la ha destruido el sistema 



Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 

activos frente a la anisakiosis. 

 

84 
 

inmune del hospedador (Ito et al., 2007). Aunque el sistema inmunológico tiene un 

papel esencial en la patogénesis de la enfermedad (Asaishi et al., 1980), son varias 

las dificultades que impiden que el diagnóstico inmunológico sea totalmente eficaz, 

así: 

 Solo es válido en individuos inmunocompetentes. 

 En una infección primaria, los anticuerpos se detectan entre la segunda 

y tercera semana. 

 Los antígenos de Anisakis spp. presentan una marcada reactividad 

cruzada con los anticuerpos desarrollados por el organismo frente a 

otros nematodos parásitos (Iglesias et al., 1996; Lozano et al., 2004). 

 En los casos de anisakiosis aguda, no transcurre el tiempo necesario 

para que aparezca seropositividad por lo que el diagnóstico serológico 

no tiene valor. 

Las infecciones por ascáridos suelen originar en el hospedador una buena 

respuesta en todos los tipos de inmunoglobulinas, siendo de gran importancia 

conocer el título y tipo de las mismas para poder confirmar el estado en el que se 

encuentra la infección. Las inmunoglobulinas que se encuentra en mayor 

proporción son la IgM y la IgG1, seguida de la IgG4, tanto en humanos como en 

animales de experimentación (Daschner et al., 2012; Sakanari et al., 1988). 

La detección de anticuerpos IgM es útil solamente para el diagnóstico 

precoz, en los casos de infección primaria, pero se requiere confirmación mediante 

la determinación de otros isotipos de inmunoglobulinas (Daschner et al., 2002; 

Ubeira e Iglesias, 2000). Cuando penetra la larva en los tejidos del hombre, se 

produce la liberación de antígenos ES respondiendo el organismo con la 

producción de anticuerpos IgE específicos que puede mantenerse elevada durante 

más de 5 años, posiblemente por un continuo contacto del hospedador con el 

parásito sin la aparición de manifestaciones clínicas (Akao et al., 1990; Gómez et 

al., 1998).  

 El diagnostico inmunológico se puede realizar con diversas técnicas o 

procedimientos: 
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 Prueba cutánea (Prick-Test). 

Se trata de una prueba inmunológica cutánea frente a antígenos de A. 

simplex s.l. Presenta, en  general, elevada sensibilidad y baja especificidad, pues no 

distingue entre los verdaderos positivos y las reacciones cruzadas con otros 

parásitos como Ascaris o Toxocara. Se realiza un control positivo con histamina (10 

mg/ml) y otro negativo con solución salina al 0’9%. Finalmente se pone al paciente 

en contacto con extracto de Anisakis a una concentración de 1 mg/ml, 

practicándose una lectura a los 15 minutos.  Si pasado ese tiempo, aparece una 

pápula mayor de 3 mm en comparación con el control negativo, la prueba se 

considera positiva. 

En pacientes con anafilaxia tras la ingesta de pescado parasitado, el test 

cutáneo es positivo en el 87-100 % de los mismos (Lorenzo et al.,  2000). Cuando 

esta técnica se realiza en pacientes con anisakiosis gástrica o intestinal, da positivo 

en el 90-100% de los casos (Domínguez-Ortega et al., 2000; López-Serrano et al., 

2000 b; Obispo et al., 2000). 

Del Rey Moreno et al. (2008) determinaron la utilidad de la técnica del prick 

test en pacientes en los que se confirmó anisakidosis y en los que la enfermedad 

fue excluida como diagnóstico, encontrándose diferencias significativas (p<0’001) 

en ambos grupos. Estos autores obtuvieron en esta prueba cutánea un VPN de 

95'56% y un VPP de 87’5%. La ausencia de sensibilización cutánea al extracto 

crudo de Anisakis apoya la ausencia de anisakiosis con una probabilidad del 95’6%. 

A pesar de que existe correlación entre la prueba cutánea y el valor de la IgE 

específica (Gómez et al., 1998), no se relaciona ni con la IgE total ni con la 

intensidad de los síntomas (Lorenzo et al., 2000). 

Otro tipo de prueba es la de provocación conjuntival en individuos con una 

historia clínica muy sugestiva de anisakiosis gastroalérgica e individuos sin tal 

historia (Llunch-Bernal et al., 2002). La prueba se realizó con un extracto de A. 

simplex s.l. a una concentración de 1 mg de material liofilizado por ml. El ensayo 

tuvo un valor predictivo positivo del 67'7% y negativo del 75’9% . 

 



Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 

activos frente a la anisakiosis. 

 

86 
 

 

Figura 25. Prueba cutánea. 

Otras técnicas de determinación de IgE específica. 

 La determinación de la IgE específica se puede hacer con diferentes técnicas 

tales como CAP-radioinmunoensayo, Enzimo-inmuno-análisis (ELISA), Fluoro-

enzimo-inmuno-análisis (FEIA) e Inmunoblott, que muestran distintas 

sensibilidades y especificidades (Del Rey Moreno et al., 2008; Kim et al., 2011). 

 La técnica de ELISA presenta una alta especificidad y sensibilidad aunque 

depende del antígeno usado (Lorenzo et al., 2000; Rodríguez et al., 2006; Valiñas et 

al., 2001). Permite detectar IgE y diversos isotipos de IgG específicos para Anisakis 

simplex s.l., utilizando antígenos de excreción secreción o antígenos somáticos del 

parásito. Anadón et al. (2010), determinaron que la mejor opción para el 

serodiagnóstico de la anisakiosis es la detección de IgE específica mediante ELISA, 

utilizando los alérgenos recombinantes Ani s 1 y Ani s 7 (alérgenos mayores). 

Además consideran que los sueros clasificados como positivos para Ani s 1 y 

negativos para Ani s 7, se corresponden frecuentemente con infecciones antiguas, 

esto puede ayudar al clínico para distinguir entre infección reciente y pasada.  
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Prueba (IC95%) Sensibilidad Especificidad VPP/VPN 
Seguridad 

Diagnóstica 
Autor 

Anamnesis 
Alta 

(98’08%) 
Alta 

(74’39%) 
70’83%/98’39% 83’58% 

Del Rey Moreno et 
al. (2008) 

Prueba cutánea 
(Prick test) 

Alta 
(87’50%) 

Alta 
(95’56%) 

87’50%/95’56% 93’44% 

Inmunoblot 
Alta 

(86’21%) 
Alta (80’77%) 62’5% / 94’03% 82’24% 

CAP-
Radioinmunoensayo 

Alta (100%) Baja (50%) - - 

Provocación 
conjuntival 

Baja (75%) Baja (68%) 67’7%  / 75’9% Alta 
Lluch-Bernal et al. 

(2002) 

Tabla 4. Sensibilidad, especificidad, seguridad diagnóstica y valores predictivos positivos (VPP) y 

negativos (VPN) de las diferentes técnicas inmunológicas para la detección de Anisakis spp. 
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 12. TRATAMIENTO. 

 En la anisakiosis aguda, cuando la larva se localiza en estómago, duodeno o 

colon, la técnica de endoscopia puede resultar útil: la acción simultánea de un 

fórceps de biopsia junto con el fibroscopio, permite la extracción del parásito de la 

zona lesionada y posibilita la curación del individuo (Castán et al.,  2002; Deardorff 

et al., 1986; Ikeda et al., 1989; Kasuya et al., 1989). En la anisakiosis gástrica 

crónica, el área afectada se puede resecar y establecer posteriormente el 

diagnóstico. 

Figura 26.  A y B. Extracción de la larva mediante endoscopia (Hwang et al., 2012; 

Imanishi et al., 2012). C. Colonoscopia donde se muestra una lesión en el ciego provocada 

por Anisakis spp. (Ishii et al., 2009). 

 Cuando la larva se asienta en localizaciones inaccesibles para el fibroscopio 

y se establece un diagnóstico de presunción, hay autores que recomiendan un 

tratamiento conservador si los síntomas abdominales no son graves (Del Rey 

Moreno, 2003; Obispo et al., 2000); ahora bien, si los síntomas no ceden o se 

agravan (perforación, peritonitis, determinadas formas oclusivas) se recurre al 

tratamiento quirúrgico mediante laparotomía y resección de la zona afectada (Del 

Rey Moreno, 2003). 

En las formas extradigestivas, se interviene cuando hay algún tipo de 

complicación, generalmente obstrucción intestinal por adherencias al tumor 

inflamatorio (Takabe et al., 1998). 

Las formas de hipersensibilidad inmediata a Anisakis (alrededor del 50-65 

% de los pacientes) deben de tratarse en el servicio de Urgencias (Audícana et al., 

2000); en estos casos, el tratamiento se basará en la actuación médica mediante el 

uso de antihistamínicos y/o corticoides parenterales e incluso de adrenalina 

(Domínguez-Ortega et al., 2000). 
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A pesar de que son muchos los fármacos probados frente Anisakis  spp., 

hasta ahora ninguno de ellos ha mostrado una eficacia contrastada. De hecho, 

muchos han sido los autores que han propuesto diferentes tratamientos 

antihelmínticos para evitar la cirugía, sin embargo, los resultados son muy 

similares a los obtenidos con un tratamiento conservador (Lorenzo et al., 2000). 

Aunque no se dispone de evidencias suficientes, para el caso de la 

epigastralgia producida por la acción local del parásito (inflamación), ayuda la 

toma de inhibidores de la bomba de protones. Se conoce que el desarrollo de la 

larva se ve favorecido por la secreción gástrica y rara vez se ha descrito en 

pacientes mayores de 60 años o gastrectomizados, en ambos casos con un pH 

gástrico superior a los valores normales (Henríquez-Santana y Villafruela Cives, 

2009; Muraoka et al., 1996). 

En aquellos casos en los que el diagnóstico esté claro, se puede prescribir un 

tratamiento conservador, con antibióticos (estreptomicina combinada con 

eritromicina), antipiréticos y solución de glucosa isotónica (Oshima, 1972). La 

administración de tiabendazol (25 mg/kg, 2 veces al día, durante 3 días), se 

aconseja como alternativa (Kwee y Sautter, 1987), si no requiere intervención 

porque la obstrucción intestinal no sea muy grande.    

Manley y Embil (1989) observaron que la ivermectina era eficaz frente A. 

simplex s.l. a la concentración de 500 g/ml a las 48 horas. Son varios los casos 

clínicos de anisakosis recogidos en la literatura científica en los que se administra 

una dosis única de albendazol de 400 mg por vía oral a los pacientes 

diagnosticados por esta enfermedad. En 1998 Ioli et al., obtuvieron una evolución 

favorable en un paciente posiblemente infectado con Anisakis al ser tratada con 

albendazol. Más tarde, Moore et al. (2002) administraron 400 mg de albendazol 

durante 21 días a una paciente en la que sospechaban infección por Anisakis. A 

partir de estos trabajos, el uso de albendazol para el tratamiento de esta 

enfermedad ha sido frecuente. Un paciente de León con dolor abdominal, positivo 

en la prueba cutánea frente a Anisakis y que había ingerido boquerones en vinagre, 

fue tratado con 400 mg de albendazol durante 4 semanas (Simón et al., 2002). De 

vera et al. (2002) trataron con 400 mg de albendazol durante 4 semanas, a un 
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paciente consumidor habitual de pescado en vinagre que presentó durante meses 

fuertes dolores abdominales pese a estar tratado con esteroides. 

Dziekońska-Rynko et al. (2002) estudiaron in vitro los efectos de albendazol 

frente Anisakis a diferentes valores de pH. Finalmente se observó que la eficacia de 

albendazol dependía del pH, siendo más efectivo en medio básico a la 

concentración de 400 g/ml. Posteriormente, Arias-Díaz et al. (2006) obtuvieron 

resultados similares in vitro, a una concentración de 500 g/ml con este mismo 

fármaco.  

En un trabajo de Kim et al. (2006) tres de cuatro pacientes sospechosos de 

anisakiosis gástrica, se les prescribe albendazol (400 mg) dos veces al día durante 

14 días, mejorando los síntomas y daños gástricos entre los 13 y 135 días. Filauro 

et al. (2011) también utilizó albendazol como tratamiento frente Anisakis en un 

paciente que presentaba desde hacía al menos 3 semanas, entre otros síntomas, 

ulceración de la mucosa gástrica y sangrado. 

El uso de albendazol se recoge como tratamiento en el Centro de Control y 

Prevención de Enfermedades de E.E.U.U. [Center for Disease Control and 

Prevention, (CDC)], aunque se indica que no es un tratamiento aceptado por la FDA 

para esta enfermedad (CDC, 2013). 

Teniendo en cuenta que no se conoce ningún fármaco de eficacia totalmente 

contrastada en el mercado, algunos investigadores, han ensayado la acción de 

distintos compuestos naturales frente a las larvas de anisákidos, tanto in vitro 

como in vivo.  

En experimentos in vitro se ha observado que las larvas L3 de Anisakis 

pierden la movilidad a las 24 horas en contacto con extractos salinos de las plantas 

Perilla frutescens (5%), Zingiber officinale (5% y 2’5%), Wasabia japonica (5% y 

2’5%), Allium sativum (5%), y etanol (8% v/v), además de conseguir una letalidad 

máxima con algunos de sus componentes tales como: [6]-shogaol (62’5 µg/ml), 

[6]-gingerol (250 µg/ml), perillaldehído (125 µg/ml) y perillil alcohol (250 µg/ml) 

(Goto e al., 1990; Kasuya et al., 1988).  
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Tabla 5. Resumen de algunos tratamientos probados o citados por diferentes autores. 

ACTH = hormona adrenocorticotrópica 

 

AUTORES TRATAMIENTOS 

Matsui et al. (1985) Conservador con anticolinérgicos. 

Verhamme y Ramboer (1988) 
Prednisolona intravenosa (50 mg al día) 

en cuadros intestinales. 

Petithory y Marty (1988) 

Antihelmínticos (tiabendazol o 
flubendazol) en anisakiosis intestinal 

subaguda y crónica. 
Corticoides para los fenómenos 

alérgicos. 

Cocheton et al. (1991) 

Antiácidos en formas gástricas poco 
dolorosas. 

En casos de granulomas eosinofílicos: 
corticoides, ACTH o 

ACTH+antihelmínticos. 
Antihistamínicos en formas intestinales 

sin cirugía. 
Antihelmínticos: piperazina, 

mebendazol y derivados de imidazol. 

Shirama et al. (1992) 
Sintomático sin cirugía en anisakiosis 

intestinal. 

Ioli et al. (1998) Albendazol. 

Moore et al. (2002) 
Albendazol 400 mg 2 veces al día 

durante 21 días. 

Dziekońska-Rynko et al. (2002) Albendazol 400 g/ml. 

De Vera et al. (2002) Albendazol 400 mg 4 semanas. 

Magnaval et al. (2002) Albendazol10 mg/kg/día por 7 días 

Simón et al. (2002) Albendazol 400 mg 4 semanas 

Pacios et al. (2005) Albendazol 400 mg 2 veces al día. 

Nawa et al. (2005) Albendazol 400-800 mg por 6-21 días. 

Arias-Díaz et al. (2006) Albendazol, 500 g/ml. 

Kim et al. (2006) Albendazol 400 mg  2 veces al día. 

Filauro et al. (2011) Albendazol. 

Pontone et al. (2012) Albendazol 100 mg al día durante 7 días. 
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Más adelante, Kasuya et al. (1990) profundizaron en el estudio in vitro de 

los componentes del extracto de la hoja de Perilla frutescens, usada en la medicina 

tradicional China y también como condimento del pescado crudo. El perillaldehído 

resultó el más eficaz, alcanzando a las 24 horas el 100% de letalidad a la 

concentración de 125 µg/ml (Hierro et al., 2004 a, c). Esto hablaría a favor de que 

en las zonas de China donde se utiliza Perilla frutescens como condimento del 

pescado crudo, la prevalencia de la anisakiosis sea menor.  

Hierro et al. (2004 c) pusieron de manifiesto en estudios in vitro e in vivo la 

alta eficacia de distintos aceites esenciales como lemongrass (Cymbopogon 

citratus), geranio (Pelargonium graveolens) y orégano (Coridothymus capitatus) 

frente a Anisakis. También se han ensayado determinados componentes de aceites 

esenciales como carvacrol, citral, citranelol, -pineno y ocimeno con muy buenos 

resultados en la mayoría de los casos, tanto in vitro como en animales de 

experimentación (Hierro et al., 2004 b, 2006; Navarro et al., 2008, 2011; Noguera, 

2006).  

Hay que tener en cuenta que los datos sobre la mortalidad de las larvas en 

los estudios in vitro son solo orientativos ya que los resultados más prometedores 

frente a este parásito son los obtenidos en los estudios in vivo. En los trabajos 

donde se utilizan animales de experimentación se muestra no solo la efectividad 

del fármaco frente al parásito, sino también su capacidad para evitar que las larvas 

produzcan lesiones a lo largo del tránsito gastro-intestinal. También es importante 

verificar que aquellos productos que han sido eficaces frente Anisakis no alteren 

los tejidos del sistema digestivo. Así, con el terpeno perillaldehído no hubo 

animales que sufrieran lesiones en el tracto digestivo mostrando una alta 

mortalidad de las larvas (Hierro et al., 2004 c).  
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13. ACEITES ESENCIALES. 

13.1. Concepto de Aceite Esencial. 

Los aceites esenciales (A.E.) son sustancias volátiles de naturaleza compleja 

obtenidas por procesos físicos a partir de especies vegetales aromáticas, en cuya 

composición entran a formar parte, de manera mayoritaria, derivados terpénicos 

(mono y sesquiterpénicos), y en menor proporción, derivados fenilpropánicos y, 

en ocasiones, otros componentes correspondientes a distintas categorías químicas 

(Navarro et al., 1999).  

Los aceites esenciales se encuentran de forma casi exclusiva en vegetales 

superiores (Croteau, 1977) de más de 50 familias pertenecientes a las 

Angioespermas (Labiadas o Lamiáeas, Compuestas o Asteráceas, Lauráceas, 

Mirtáceas, Rutáceas, Coníferas, Magnoliáceas, etc.), pudiendo almacenarse en todos 

los órganos vegetales: flores, hojas y de forma menos habitual en cortezas, leños, 

raíces, rizomas, frutos y semillas. Aunque todos los órganos de una misma especie 

pueden contener aceite esencial, su composición puede variar según su 

localización. Generalmente, la síntesis y acumulación de los aceites esenciales se da 

en estructuras histológicas especializadas.  

Los aceites esenciales tienen un papel ecológico en las plantas que las sintetizan 

ya que pueden ser inhibidores de la germinación, actuar como atrayentes de los 

agentes polinizantes y como defensa frente agente nocivos como insectos y hongos 

(Dodson et al., 1969; Halligan, 1975; Oh et al., 1967; Rao y Nigam, 1970). 

 

13.2. Propiedades generales. 

Los aceites esenciales se caracterizan por una serie de propiedades 

fisicoquímicas y composición química (Bruneton, 2001). 

Propiedades fisicoquímicas: 

 Son líquidos a temperatura ambiente excepto el alcanfor. 

 Son volátiles. 

 Arrastrables por corriente de vapor de agua. 

 Prácticamente inmiscibles con agua. 
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 Solubles en alcohol, éter y la mayoría de los disolventes orgánicos. 

 Tienen un alto índice de refracción. 

 Su densidad es inferior a la del agua, excepto los de la canela, clavo y 

sasafrás. 

 Tienen un olor característico. 

 No tienen color, salvo el A.E. manzanilla que es azul por el camazuleno. 

 

Composición química: 

La composición de los aceites esenciales es compleja. Están compuestos 

principalmente por: 

 Derivados monoterpénicos como hidrocarburos monoterpénicos 

(acíclicos, monocíclicos y bicíclicos) y derivados oxigenados de los 

mismos (alcoholes, aldehídos, cetonas, éteres, ésteres, peróxidos y 

fenóles). 

 Hidrocarburos sesquiterpénicos (acíclicos, monocíclicos y bicíclicos) y 

sus derivados oxidados. 

 Derivados fenilpropánicos, como propenilfenoles. 

 Dentro de los A.E. hay compuestos de bajo peso molecular extraíbles 

por hidrodestilación (carburos, ácidos entre C3 y C10, alcoholes, 

aldehídos, ésteres y en algunos casos, cumarinas como la herniarina). 

 

La composición de estos A.E. dentro de la misma especie, puede variar de 

forma cualitativa y cuantitativa por diversas razones, tales como el momento del 

ciclo vegetativo, características edáficas y climáticas de la zona de crecimiento. 

También cuando encontramos un A.E. en diferentes órganos de un mismo pie de 

planta suele presentarse diferente composición química (Navarro et al., 1999). 

 

13.3. Extracción. 

En términos generales, todas las plantas aromáticas se deben recolectar en 

la época de floración, para proceder a la obtención de los aceites esenciales. 

Existen varios métodos (hidrodestilación, expresión, extracción con disolventes, 

destilación-extracción simultánea, extracción por fluidos supercríticos); de entre 
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ellos, el de hidrodestilación es con el que se obtienen los productos extractivos que 

en mayor medida responden al concepto de aceite esencial (Navarro et al., 1999).  

 

13.3.1. Hidrodestilación. 

El proceso se basa en las propiedades de volatilidad y de ser arrastrables en 

corriente de vapor de agua. Los componentes son arrastrados a una trampa fría 

donde se condensan y, por diferencia de densidad e insolubilidad con el agua, se 

forman dos fases de fácil separación por decantación. El agua residual que pueda 

quedar en el aceite extraído puede eliminarse con Na2SO4 anhidro. 

 

 

Figura 27. Extracción de aceite esencial de manzanilla por hidrodestilación. 

 

13.4. Normalización. 

En la normalización de los A.E., las farmacopeas recomiendan la 

determinación de ciertos índices físicos (poder rotatorio, índice de refracción, 

solubilidad en alcohol) y químicos (saponificación, acetilo, método de la mezcla 

bisulfítica, solubilidad en soluciones alcalinas), así como de reacciones 

colorimétricas y técnicas cromatográficas y espectroscópicas para ayudar al 
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establecimiento de la composición de los A.E. (Hierro, 2004 c; Pérez Galindo, 

2005). 

Para el establecimiento de la composición  cuali y cuantitativa de los aceites 

esenciales es habitual la aplicación de técnicas cromatográficas (cromatografía en 

capa fina, técnicas de espacio de cabeza, cromatografía líquido-líquido de alta 

resolución). La manera más rápida, sensible y con mayor poder resolutivo para 

separar las mezclas volátiles complejas como son los aceites esenciales, es la 

cromatografía gaseosa (Cabo et al., 1980; Mateo et al., 1978). Los sistemas de 

detección acoplados que más se utilizan son el detector de ionización de llama y el 

detector de espectrometría de masas (Bruins, 1979; Papageorgiou y Argyriadov, 

1981). En el caso de la cromatografía de gases con detector de ionización de llama, 

la identificación se realiza habitualmente por comparación de los tiempos de 

retención de los componentes con los de los patrones puros correspondientes. La 

aplicación de la cromatografía de gases acoplada a un detector de espectroscopía 

de masas es imprescindible para poder confirmar la identidad de los distintos 

componentes de los aceites esenciales, por comparación de los espectros de masas 

de cada uno de los constituyentes con los de productos puros o con los de otras 

fuentes (bibliografía especializada, base de datos del espectrómetro de masas). La 

cuantificación se puede realizar mediante el método de normalización interna de 

áreas, así como por aplicación del método del patrón interno (Kanias y Loukis, 

1987). 

 

13.5. Toxicidad. 

Los aceites esenciales tienen un amplio margen terapéutico, siendo la dosis 

letal 50 (DL50) mayor de 1 g/kg de peso corporal en los empleados con más 

frecuencia. Determinados componentes, como los derivados fenilpropánicos 

asarona, safrol y estragol, están provistos de toxicidad crónica y, si se administran 

de manera continua, sus metabolitos pueden inducir la formación de tumores 

hepáticos e intestinales. Algunos derivados oxidados de los monoterpenos, como la 

pinocanfona y la tuyona, y  aceites esenciales de eucalipto, nuez moscada y clavo, a 

altas dosis, pueden dar lugar a crisis de tipo epiléptico, convulsiones tetánicas y 

alteraciones psíquicas por depresión del sistema nervioso central. Además los A.E. 
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de alto contenido en apiol y acetato de sabinilo están considerados como abortivos 

(Navarro et al., 1999; Tisserand y Balacs 1995). 

 

13.6.  Interés Farmacológico. 

La importancia farmacológica de los aceites esenciales se basa 

principalmente en tres acciones: antimicrobiana, espasmolítica e irritante. Por otra 

parte, también se ha visto que los aceites esenciales (tomillo, melisa, romero y 

mentas) se comportan como espasmolíticos frente a distintos agentes 

espasmógenos (Boettge, 1954; Rochat, 1970; Van den Broucke y Lemli, 1980), 

tales como acetilcolina, noradrenalina e histamina, debido a que inhiben la 

disponibilidad del calcio. Se usan en dolores cólicos intestinales y en mala 

digestión, ya que, en mayor o menor grado, estimulan las secreciones gástricas. Por 

último, el carácter irritante de los aceites esenciales hace que se usen en forma de 

linimentos con efecto rubefaciente (dolores musculares y articulares), 

descongestivo (procesos catarrales) y analgésico (Navarro et al., 1999). También 

se toman vía oral como expectorantes (eucalipto, tomillo y niauli), y como 

carminativos ante hinchazones epigástricas, flatulencias y digestiones lentas (anís 

verde, anís estrellado e hinojo), ya que incrementan la motilidad intestinal e 

inhiben las fermentaciones. 

Determinados aceites esenciales son capaces de dar lugar a otras acciones 

distintas a las ya relacionadas. Así, la administración continuada del aceite esencial 

de melisa reduce el colesterol plasmático. Los de clavo y nuez moscada son 

inhibidores de la agregación plaquetaria (por su contenido en eugenol e 

isoeugenol).  

 

Acción antimicrobiana. 

 La mayoría de aceites esenciales presentan en mayor o menor grado 

actividad antimicrobiana (Burt, 2004). Son activos frente a un gran número de 

bacterias, hongos inductores de micosis y levaduras (Agarwall y Mathela, 1979; 

Azaz et al., 2002; Bendimerad et al., 2005; Bullerman et al., 1977; Inoue et al., 2004; 

Inouye et al., 2001; Navarro et al., 1999; Pellecuer et al., 1977). Los aceites de 
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mayor actividad antimicrobiana pertenecen a los géneros Thymus y Bupleurum, 

además de los aceites esenciales de clavo, hinojo, lavanda y ajedrea. 

 Se ha demostrado que los derivados oxidados de los monoterpenos son los 

más activos, entre ellos: timol, carvacrol, linalol, geraniol, alcanfor y citral (Kurita 

et al., 1981; Megalla et al., 1980; Yousef y Tawil, 1979). Debido a esta acción, se 

usan de manera tópica (llagas, ulceraciones, forúnculos), o como antisépticos de las 

vías renales (en nefritis benigna y uretritis benigna) y respiratorias. 

 

 Acción antiparasitaria. 

El aceite esencial de árbol de té (Melaleuca alternifolia) y su principal 

componente, terpinen-4-ol, además de ser activos frente a un amplio rango de 

especies de bacterias patógenas y hongos como Staphylococcus, Bacillus y Candida, 

presentan una importante actividad frente a Sarcoptes scabiei (Carson et al., 2002; 

Farag et al., 2004; Hammer et al., 1997, 2008; Sudjana et al., 2012; Walton et al., 

2004). También se ha mostrado eficaz frente a piojos y liendres (Priestley et al., 

2006). Componentes de A.E. como geraniol, citronellol, citral y carvacrol resultaron 

ser activos frente a Anisakis a la concentración de 12’5 g/ml (Hierro et al., 2004 a, 

c) al igual que en el caso de ocimeno, -pineno y acetato de geranilo (Navarro et al., 

2008). Tanto el eugenol como el-bisabolol, han resultado ser eficaces frente a 

promastigotes de Leishmania infantum (Morales-Yuste, 2006).  

En este sentido, cabe citar entre otros, el efecto inhibitorio que ejercen 

algunos derivados monoterpénicos como carvacrol, linalol y α-terpineol frente a 

promastigotes de Leishmania infantum (Morillas Márquez et al., 2004), así como la 

actividad antihelmíntica in vivo mostrada por una mezcla de Thymus vulgaris, 

Melissa officinalis y Echinacea purpurea, frente a Ascaris suum (Gaasenbeek et al., 

2004).  

Otros aceites esenciales se han mostrado igualmente activos como biocidas 

frente a un amplio rango de agentes patógenos, entre los que se encuentran incluso 

larvas de mosquito (Aedes aegypti) (Chao et al. 2000; Dorman y Deans, 2000; 

Megalla et al., 1980). 

En relación con la posible actividad de aceites esenciales y/o de sus 

principales componentes frente a larvas L3 de Anisakis simplex s.l., destacan los 
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trabajos realizados por Kasuya et al. (1988, 1990), quienes ponen de manifiesto la 

actividad larvicida in vitro del aceite esencial de Perilla frutescens y de su principal 

componente, el aldehído perilla. En nuestro grupo de investigación, se ha podido 

estudiar la actividad in vitro e in vivo de varios componentes de aceites esenciales 

frente Anisakis spp. Así Hierro et al. (2004 c) obtuvieron una mortalidad del 100% 

de las larvas a las 4 horas del inicio de la experiencia con carvacrol, timol, 

citronelol y citral. 

A su vez, las dosis administradas en los animales de experimentación de 

geraniol, perillaldehído, citral y citronelol impidieron la fijación y/o penetración de 

las larvas de A. simplex s.l. en las paredes gastro-intestinales de las ratas, sin que 

ninguno de los productos administrados produjeran lesiones. Resultados similares 

se han obtenido con cimeno, -pineno, acetato de  geranilo, cineol, -pineno y 

mirceno, siendo los dos primeros, los componentes que dieron mejores resultados 

tanto in vivo como in vitro (Navarro et al., 2008).  
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14. MANZANILLA (Matricaria chamomilla). 

La manzanilla es una planta medicinal ampliamente utilizada por sus 

propiedades carminativas y espasmolíticas, además de ser muy popular en 

productos de belleza por sus efectos calmantes y antiinflamatorios en la piel.  

Según la Farmacopea Europea 2001 y Real Farmacopea Española 2010 (4ª 

Edición), la flor de manzanilla común consiste en los capítulos florales desecados 

de Matricaria chamomilla L. de la familia de las Compuestas o Asteráceas y 

contiene al menos 4 ml/kg de aceite esencial de color azul (Figura 27). 

 

Figura 28. Detalle de la inflorescencia de manzanilla (Matricaria chamomilla). Imagen 

cedida por gentileza del Dr. Bernat Vanaclocha. 

 

14.1. Componentes activos. 

La composición del aceite esencial puede variar por diversos factores como 

la época de recolección, secado e incluso país de procedencia, entre otros, lo que 

podría dar lugar a variaciones en sus efectos farmacológicos, fundamentalmente 

antiinflamatorios. Los dos componentes principales del aceite esencial son (-)--

bisabolol y camazuleno que junto con otros tales como óxidos de bisabolol, óxido 

de bisabolona, espatulenol y matricina son los principales compuestos 

biológicamente activos del A.E. (Anónimo, 2008; Bruneton, 2001; Soković et al., 

2010). 
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14.2. Acción terapéutica. 

La infusión de manzanilla se ha utilizado para el tratamiento de diversos 

tipos  de inflamación, irritación y dolores como: enfermedades de la piel, eczemas, 

úlceras, flebitis, neuralgias y dolores reumáticos (Dos Reis et al., 2011; McKay y 

Blumberg, 2006 a; Srivastava et al., 2007). Además, la manzanilla ha mostrado 

poseer ciertos beneficios en personas con insomnio crónico, frente a la ansiedad y 

estrés, sin efectos adversos incluso a altas dosis. Los compuestos más eficaces 

frente a estos trastornos son el -bisabolol y apigenina, aunque los mecanismos de 

acción no están del todo dilucidados (Amsterdam et al., 2009; Avallone et al., 2000; 

Award et al., 2007; Salgueiro et al., 1997; Sarris et al., 2011; Viola et al., 1995; Zick 

et al., 2011). 

Se ha observado que es capaz de reducir la actividad de la enzima aldosa 

reductasa además de la acumulación del sorbitol en eritrocitos humanos, 

contribuyendo así a la prevención de la hiperglucemia y complicaciones en 

diabetes (Kato et al., 2008).  La manzanilla se ha mostrado también eficaz frente a 

alteraciones gastrointestinales como diarreas y cólico del lactante (Anónimo, 2008; 

Weizman et al., 1993). Además puede prevenir daños gástricos producidos por 

fármacos como la indometacina en el que el papel del -bisabolol es crucial (Moura 

Rocha et al., 2010). Por otro lado, el camazuleno tiene un importante papel como 

antiinflamatorio gástrico junto con el -bisabolol ya que pueden inhibir la síntesis 

de leucotrienos, óxido nítrico y prostaglandina E2 en macrófagos previamente 

estimulados con lipopolisacáridos (Bezerra et al., 2009; Kim et al., 2011; Safayhi et 

al, 1994).  

El -bisabolol es un alcohol sesquiterpénico monocíclico usado 

ampliamente en fragancias y cosméticos. Junto con el camazuleno, el α-bisabolol 

tiene propiedades antiinflamatorias sin efecto ulcerogénico y protectoras de la piel 

(Russell y Jacob, 2010). Recientemente se ha estudiado su capacidad para bloquear 

los nervios periféricos, pudiendo atenuar la nocicepción (percepción del dolor) de 

forma similar a la lidocaína (Alves et al., 2010). Se ha evaluado también como 

agente anticanceroso y ha demostrado ser eficaz induciendo la apoptosis en células 

de glioma humano y de rata (Cavalieri et al., 2004), así como de células de 

carcinoma pancreático humano (Darra et al., 2008) y células de carcinoma 
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hepático (Chen et al., 2010) mediante la inducción de la vía apoptótica en células 

cancerosas. 

El A.E. de manzanilla posee además actividad antimicrobiana. Es capaz de 

disminuir el tamaño de las colonias de Helycobacter pylori y Campylobacter jejuni, 

por lo que sería eficaz en combinación con el tratamiento tradicional (Shikov et al., 

2008). Es activa en estudios in vitro frente a gran cantidad de bacterias como 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, 

Streptococcus salivarius, Pseudomonas aeruginosa y además se conoce su actividad 

fungicida frente a Candida albicans (Aggag y Yousef, 1972; Berry, 1995; Brehm-

Stecher y Johnson, 2003; Cinco et al., 1983; Nogueira et al., 2008; Silva et al., 2012). 

A su vez, presenta actividad frente Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium 

avium, afecta al crecimiento in vitro del polio virus y herpes virus tanto tipo I (HSV-

I) como tipo II (HSV-II) y componentes como el camazuleno y -bisabolol 

favorecen la actividad antibacteriana y fungicida frente a Trichophyton 

mentagrophytes y Trichophyton rubrum (Anónimo, 2008; Koch et al., 2008 a, b; 

Turi et al., 1997). 

Respecto a la actividad antiparasitaria, el A.E. manzanilla es eficaz frente al 

piojo de los búfalos en Egipto (Haematopinus tuberculatus) destacando como 

producto ovicida y pediculicida tanto en los ensayos in vitro como in vivo. En este 

mismo trabajo, se observó cómo la manzanilla actuaba a su vez repeliendo a varias 

especies de moscas como Musca domestica, Stomoxys calcitrans, Hippobosca equina 

y Haematobia irritans (Khater et al., 2009). Dicha actividad ha sido puesta de 

manifiesto por otros autores (Khater et al., 2011; Shoukry, 1997), así como su 

capacidad de producir alteraciones en las diferentes fases de desarrollo de moscas 

productoras de miasis. 

El α-bisabolol ha demostrado tener actividad frente a promastigotes y 

amastigotes intracelulares de Leishmania infamtum en ensayos in vitro (Corpas-

López, 2011; Morales-Yuste et al., 2010). Aceites esenciales de otras plantas, ricos 

en α-bisabolol, se han mostrado eficaces frente a L. donovani, L. aethiopica y 

Plasmodium spp. (Kamatou et al., 2005; Tariku et al., 2010). 
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15. MENTA (Mentha piperita). 

Para la obtención del aceite esencial se utilizan las hojas desecadas, enteras 

o cortadas, de Mentha piperita L. La droga entera contiene al menos 12 ml/kg de 

aceite esencial. La hoja de menta tiene un olor penetrante y un sabor aromático 

característicos; de color verde a verde-parduzco, con nerviaciones violeta 

parduzcas en algunas variedades (RFE 2010, 4ª Edición). 

 

Figura 29. Flores y hojas de menta (Mentha piperita). Imagen cedida por gentileza del Dr. 

Bernat Vanaclocha. 

15.1. Componentes activos. 

Al igual que con la manzanilla, la composición del aceite esencial puede 

variar según la época de recolección, secado, país de procedencia, etc. Los 

principales componentes son: mentol, mentona, acetato de mentilo, limoneno y 

cineol. Todos los componentes son líquidos a excepción del mentol que es un polvo 

cristalino, suelto o aglomerado que se presenta en forma de cristales prismáticos o 

aciculares, incoloros, brillantes, prácticamente insoluble en agua (RFE 2010, 4ª 

Edición). 

15.2. Acción terapéutica. 

El uso tradicional de la menta es muy frecuente para trastornos biliares, 

dispepsia, enteritis, flatulencia, gastritis, cólicos intestinales, y los espasmos del 
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conducto biliar, la vesícula biliar y gastrointestinal además de poseer actividad 

anticancerosa, antialérgica y anestésica (McKay y Blumberg., 2006 b).  

En el trabajo de Ohara y Matsuhisa (2002), la menta fue una de las plantas 

que mostraron actividad anticancerígena. Tanto el A.E. de menta como el mentol y 

otros de sus componentes, han demostrado tener actividad antialergénica al 

suprimir de forma significativa la producción de mediadores de la inflamación 

(Juergens et al., 1998 a, b). En animales de experimentación también se ha 

mostrado eficaz aliviando los síntomas de la rinitis alérgica (Inoue, 2001). 

El uso de la menta y del mentol para aliviar el malestar en el sistema 

respiratorio es ampliamente conocido. La inhalación de mentol mejora 

significativamente la tos y la sensación de malestar respiratorio (Morice et al., 

1994; Naito et al., 1991, 1997; Nishino et al., 1997). 

Respecto a la actividad antimicrobiana, el A.E. de la menta presenta incluso 

mayor actividad in vitro que la manzanilla, siendo muy similar a la de la 

estreptomicina frente a determinados microorganismos. Es eficaz frente a 

Micrococcus flavus, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Salmonella enteritidis, 

Salmonella epidermidis, Salmonella typhimurium, entre otros. Esta actividad del 

A.E. de menta probablemente se deba al alto contenido en mentol, para el que se ha 

demostrado una buena actividad bactericida (Soković et al., 2010). Este hecho ya 

se conocía en estudios previos en los que el mentol era más efectivo que el A.E. de 

menta frente a patógenos del tracto respiratorio como Haemophilus influenzae, 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes y Streptococcus aureus (Inouye 

et al., 2001). 

La mentona es otro de los componentes del aceite esencial de menta que 

presenta, junto con el A.E. y el mentol, actividad inhibitoria frente a Haemophilus 

influenzae, Streptococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus 

pyogenes, Streptococcus epidermis, Listeria monocytogenes y una potente actividad 

frente a Pseudomonas (Inouye et al., 2001; Iscan et al., 2002). Además, dentro de 

los distintos tipos de menta, Mentha piperita ha sido la variedad más eficaz frente a 

cepas resistentes de Shigella sonei y Micrococcus flavus (Mimica-Dukic et al., 2003). 

Al igual que la manzanilla, el A.E. de menta afecta a Helicobacter pylori, a diferentes 

serotipos del influenza virus A, al virus de la enfermedad de Newcastle, al HSV-I y 
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HSV-II disminuyendo su capacidad replicativa (Azuma et al., 2003; McKay y 

Blumberg, 2006 b; Minami et al., 2003; Schuhmacher et al., 2003). El extracto 

alcohólico de menta en combinación con otras plantas (Viscum álbum, Salvia 

officinalis, Thymus serpyllum, Glycyrrhiza glabra) inhibe la reproducción de varios 

serotipos del influenza virus e inhibe la transcriptasa inversa del VIH, 

disminuyendo así su capacidad replicativa (Manolova et al., 1995; Minami et al., 

2003; Yamasaki et al., 1998).  

La actividad fungicida del aceite esencial de menta ha sido ampliamente 

demostrada frente a hongos como Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, 

Aspergillus fumigatus y Cryptococcus neoformans y también como plaguicida en 

cultivos y productos alimentarios junto con mentol, mentona y acetato de mentilo 

como potenciales fungicidas y conservantes naturales (Araujo et al., 2003; 

Blaszczyk et al., 2000; Choi et al., 2003; Damayanti et al., 1996; Duarte et al., 2005; 

Ezzat, 2001; Guerin y Reveillere, 1985; Guynot et al., 2003; Pattnaik et al., 1996; 

Rai y Upadhyay, 1988; Soković et al., 2009; Tampieri et al., 2005; Tassou et al., 

1995). 

Frente a parásitos, la menta se ha descrito como buen agente 

protoescolicida frente a Echinococcus granulosus, disminuyendo al 50% el número 

de protoescolices a las 24 horas en ratones infectados (Maggiore et al., 2012). 

También mostró actividad antihelmintica in vitro frente a Strongyloides 

venezulensis (Carvalho et al., 2012). En un estudio de Warikoo et al. (2011) se 

evaluó la eficacia de cinco aceites esenciales para evitar la ovoposición de las 

hembras de Aedes aegypti en el agua, obteniéndose interesantes resultados con el 

A.E. de menta. Previamente, Samarasekera et al. (2008) indicaron resultados 

similares con mentol, mentona y acetato de mentilo con respecto a Culex 

quinquefasciatus, Aedes aegypti y Anopheles tessellatus, mosquitos comunes de Sri 

Lanka. La mentona también tiene efectos como insecticida frente a Musca 

domestica provocando su muerte tras 15 minutos de su exposición (Rossi et al., 

2012); de todos los aceites ensayados por Rossi et al. (2012), el de menta a una 

concentración del 10% fue el más eficaz reduciéndose la ovoposición en un 97’5%. 

El A.E. ha sido eficaz in vitro también en protozoos como Giardia lamblia, alterando 
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la membrana y capacidad de adhesión del parásito (Machado 2010; Vidal et al., 

2007). 
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La parasitación del hombre con nematodos del género Anisakis, por ingerir 

pescado crudo o poco cocinado infectado, es muy frecuente en Japón y distintos 

países de Europa, entre ellos España. Son numerosos los casos publicados de 

manifestaciones gastrointestinales más o menos severas y reacciones alérgicas de 

sintomatología variable, convirtiéndose España en el país con mayor número de 

casos de anisakiosis, despues de Japón (Abollo et al., 2003; Audicana et al., 2002; 

Daschner et al., 2000; Del Pozo et al., 1997; FEAD, 2013). La mayoría de éstas 

infecciones están producidas por el morfotipo Tipo I de Anisakis (Umehara et al., 

2007). Así, mientras en Japón A. simplex s.s. se considera el principal agente 

etiológico de la anisakiosis y en Italia se ha señalado como tal a A. pegreffii 

(D’Amelio et al., 1999; Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 2011, 2013 a; 

Umehara et al., 2007), en España no se ha identificado la especie involucrada por 

métodos moleculares. En este sentido, algunos autores han encontrado que las 

larvas de A. pegreffii tienen menor poder de penetración en el músculo de 

determinados peces que las de su especie hermana A. simplex s.s., lo que podría 

indicar una menor capacidad patógena de la primera (Suzuki et al., 2010). A pesar 

de que las larvas de Anisakis Tipo II, son capaces de infectar al hombre (Clavel et 

al., 1993) no se conoce bien la implicación de sus especies en esta enfermedad, ya 

que son pocas las larvas procedentes de casos humanos que se han identificado 

por métodos moleculares.  

Si bien son diversos los fármacos probados frente a la anisakiosis 

(antibióticos, antihistamínicos, anticolinérgicos y/o corticosteroides), hasta la 

fecha ninguno de ellos ha mostrado una eficacia contrastada (Cocheton et al., 1991; 

Domínguez-Ortega y Martínez-Cócera, 2000; Matsui et al., 1985; Oshima, 1972). 

Así mismo, con el fin de evitar la intervención quirúrgica, se han propuesto 

tratamientos con antihelmínticos (De Vera et al., 2002; Filauro et al., 2011; Ioli, 

1998; Magnaval et al., 2002; Manley y Embil, 1989; Moore et al., 2002; Pacios et al., 

2005), entre los cuales cabe citar al albendazol, derivado benzimidazólico 

ampliamente utilizado para tratar los parásitos intestinales que parece presentar 

cierta actividad frente a Anisakis (Arias-Díaz et al., 2006; Dziekoeska-Rynko et al., 

2002; Moore et al., 2002). Por otra parte, se han ensayado, in vitro e in vivo, 

sustancias de origen natural frente a las larvas de anisákidos (Hierro et al., 2004 a, 

b, c, 2006; Lin et al., 2010; Navarro et al., 2008).  
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La manzanilla (Matricaria chamomilla) y menta (Mentha piperita) son 

plantas medicinales ampliamente utilizadas (Herro y Jacob, 2010; Srivastava et al., 

2010). Ambas han mostrado ser biocidas frente a un amplio rango de agentes 

patógenos, al igual que ocurre con componentes de otros aceites esenciales, como 

son el farnesol, nerolidol y elemol (Hoet, 2006; Inoue et al., 2004; Kpoviessi et al., 

2014; Morales-Yuste, 2006).  

Por todo lo expuesto, y dado que actualmente no existe ningún tratamiento 

totalmente eficaz frente a la anisakidosis humana, los objetivos de esta Tesis han 

sido: 

 

 Comprobar la posible diferencia en la patogenicidad entre las larvas 

de los morfotipos I y II y sus diferentes especies, mediante la 

infección en animales de experimentación. 

 Estudiar el comportamiento en ensayos in vivo de larvas enquistadas 

y libres en vísceras. 

 Probar la eficacia del albendazol, fármaco de referencia, frente a la 

anisakiosis. 

 Establecer la posible eficacia de los aceites esenciales de manzanilla 

(Matricaria chamomilla) y menta (Mentha piperita) así como sus 

principales componentes frente a Anisakis Tipo I en estudios in vitro 

e in vivo. 

 Examinar la actividad larvicida de componentes de otros aceites 

esenciales como nerolidol, farnesol y elemol frente a Anisakis Tipo I 

en estudios in vitro e in vivo. 

 Identificar genéticamente las larvas utilizadas en el estudio in vivo 

con el fin de establecer si existe relación entre la capacidad patógena 

de las larvas, susceptibilidad a los compuestos naturales y la especie 

del parásito. 
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Capítulo I. Comparación experimental del potencial 

patógeno de las dos especies hermanas Anisakis simplex s.s. y  

Anisakis pegreffii en ratas Wistar. 

María del Carmen Romero, Adela Valero, María Concepción Navarro-Moll, Joaquina 

Martín-Sánchez. 

Resumen 

Objetivos: Son pocos los datos que se conocen sobre la patología producida por 

cada una de las dos especies hermanas, A. simplex s.s. y A. pegreffii. Las diferencias 

señaladas en su habilidad de penetración en el músculo del pez podrían también 

manifestarse en el hombre. El propósito del presente trabajo es comprobar la 

posible existencia de diferencias en la patogenicidad entre A. simplex s.s. y A. 

pegreffii utilizando un modelo experimental que simula la infección humana. Se 

infectaron 51 ratas hembras Wistar con 190 larvas L3 de Anisakis tipo I de 

diferentes puntos de las costas de la Península Ibérica que, tras la eutanasia del 

animal, se recuperaron e identificaron mediante PCR-RFLP del ITS1-5,8S-ITS2. 

Metodología: Se analizaron los datos mediante regresión logística para establecer 

si existe asociación entre el potencial patógeno y la especie a la que pertenece la 

larva.  

Resultados: La distribución de A. simplex s.s. y A. pegreffii entre las aguas del 

Mediterráneo y Atlántico de la Península Ibérica mostró diferencias 

estadísticamente significativas (p<0'001) que no se observaron con los genotipos 

híbridos (p>0'3). El 21'6% de las larvas mostraron ser patógenas, entendido como 

la capacidad de la larva para causar lesión, fijarse a la pared gastrointestinal o 

penetrar a través de ella. La variable especie mostró asociación con el poder 

patógeno de la larva (p=0'008). Tomando A. simplex s.s. como referencia, la OR 

para A. pegreffi fue 0'351 (p=0'028). 

Conclusión: A pesar de esta diferencia de potencial patógeno, A. pegreffii es 

también capaz de producir anisakiosis, de forma que el 14'3% de las formas 

gástricas en rata se deben a ella, justificando la consideración de ambas especies 

como agente etiológico de esta afección parasitaria. 

Tropical Medicine and International Health 
2013, volumen 18 nº 8 pp 979–984  
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Experimental comparison of pathogenic potential of two

sibling species Anisakis simplex s.s. and Anisakis pegreffii in

Wistar rat

Mar�ıa del Carmen Romero1, Adela Valero1, Mar�ıa Concepci�on Navarro-Moll2 and Joaquina Mart�ın-S�anchez1

1 Parasitology Department, Faculty of Pharmacy, University of Granada, Granada, Spain
2 Pharmacology Department, Faculty of Pharmacy, University of Granada, Granada, Spain

Abstract objectives There are little data available on the pathology caused by the sibling species Anisakis

simplex s.s. and Anisakis pegreffii. The differences shown in their ability to penetrate the muscle of

fish may also be manifested in humans. The purpose of this study is to confirm possible differences in

pathogenicity between A. simplex s.s. and A. pegreffii using an experimental model which simulates

infection in humans.

methods Female Wistar rats were infected with 190 Anisakis type I L3 larvae from the Iberian

coastline. After the animal was sacrificed, these L3 larvae were then recovered and identified via

PCR-RFLP of the ITS1-5.8S-ITS2. A logistic regression analysis was performed searching for

association between experimental pathogenic potential and species.

results The distribution of A. simplex s.s. and A. pegreffii between Atlantic and Mediterranean

waters of the Iberian Peninsula showed statistically significant differences (P < 0.001) which were not

observed in the hybrid genotypes (P > 0.3). 21.6% showed pathogenic potential, interpreted as the

capacity of the larvae to cause lesions, stick to the gastrointestinal wall or penetrate it. The species

variable showed association with the pathogenic role of the larva (P = 0.008). Taking A. simplex s.s.

as our reference, the OR for A. pegreffii is 0.351 (P = 0.028).

conclusions Despite this difference, A. pegreffii is also capable of causing anisakiasis, being

responsible for 14.3% of the penetrations of the gastric mucosa found in rats, which justifies both

species being considered aetiologic agents of this parasitic disorder.

keywords anisakiasis, Anisakis simplex s.s., Anisakis pegreffii, pathogenic potential, Wistar rat

Introduction

There is no doubt that one of the main risk factors for

anisakiasis is the consumption of fish, especially the way

in which it is consumed, that is, raw or undercooked;

another factor is the susceptibility of man as an acciden-

tal host of this parasite. The third larval stage (L3) of

species of the Anisakis genus occurs as parasites in a

large number of fish and cephalopods which form part of

the human diet (Pereira-Bueno 1992; Koie 1993; Valero

et al. 2006). The accidental ingestion of the parasite

causes gastrointestinal symptoms ranging from minor to

severe and/or allergic reactions whose symptoms vary

from urticaria to anaphylactic shock (Daschner et al.

2000; Del Rey Moreno et al. 2006; Solas et al. 2009).

The scarcity or even absence of distinguishing morpho-

logical features in the third larval stage complicates or

prevents species differentiation. This means that we must

resort to molecular techniques, mainly to PCR-RFLP of

the ribosomal ITS1-5.8S-ITS-2 fragment (D’Amelio et al.

2000; Mart�ın-S�anchez et al. 2005; Abattouy et al. 2011).

Almost all of the thousands of cases of parasitism in

humans reported in 27 countries are caused by the

morphotype I of Anisakis (Repiso Ortega et al. 2003;

Umehara et al. 2007). Although few larvae from human

cases have been identified by molecular methods, the

most important study carried out in Japan by Umehara

et al. (2007) and more recently Arizono et al. (2012)

identified Anisakis simplex s.s. as the principal aetiologic

agent of anisakiasis in this country, whilst in Italy,

Anisakis pegreffii is attributed this same status with a

significantly lower number of cases (D’Amelio et al.

1999; Mattiucci & Nascetti 2008; Fumarola et al. 2009).

On this subject, some authors have found that A. pegref-

fii larvae have less penetrative power, not only in the

muscle of certain fish but also in solid agar, and even

© 2013 John Wiley & Sons Ltd 979
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worse survival in artificial gastric juice than A. simplex

s.s., which may indicate a lower pathogenic potential in

the case of A. pegreffii (Suzuki et al. 2010; Quiazon et al.

2011; Arizono et al. 2012).

The purpose of this study is to corroborate the exis-

tence of differences in pathogenicity between A. simplex

s.s. and A. pegreffii through the infection of laboratory

animals, specifically using the Wistar rat.

Materials and methods

Parasites, fish and geographical area

The parasites were obtained from blue whiting (Microme-

sistius poutassou) caught at different points along the

Atlantic and Mediterranean coastlines of the Iberian Penin-

sula (Figure 1). We selected 190 Anisakis type I L3 larvae

measuring at least 20 mm, all of which were highly mobile.

The criteria used for their morphological identification

were those indicated by Berland (1961) and Koie (1993).

Among the larvae extracted from blue whiting for use

in the experimental infection, 79.5% (151/190) came

from fish caught off the Atlantic Ocean coastlines sur-

rounding the Iberian Peninsula, of which 70.2% (106/

151) were from Galicia, 15.2% (23/151) from Portugal

and 14.6% (22/151) from Huelva. The remaining 20.5%

(39/190) were from the Spanish Mediterranean coastline:

23.1% (9/39) from Alicante, 7.7% (3/39) from Murcia,

17.9% (7/39) from Almería and 51.3% (20/39) from

Motril (Granada).

Experimental infection

The study was conducted on 51 female Wistar rats

weighing between 100 and 120 g. Three to four larvae

(depending on the number of larvae available) were intro-

duced into the lumen of the stomach of each rat using a

gastric probe. After necropsy (Z�u~niga et al. 2011)

performed 4 h post-infection, data were gathered on the

larvae in the rats. To detect the presence of lesions, a

thorough visual examination was performed under

stereoscopic microscope of the content and wall of the

digestive tract, organs (liver, pancreas, kidneys and

ovaries) and adjacent body cavity fat.

The larvae recovered from the rodent were then

washed in 0.9% NaCl solution and placed individually

into Eppendorf tubes at �20°C to await genetic

analysis.

Identification of the larvae

PCR-RFLP was used to identify the species, extracting

genomic DNA by using the RealPure kit (Ref

RBMEG01). PCR amplification of rDNA fragment ITS1-

5.8S-ITS2 used primers NC5 (forward), 5′ GTA GGT

GAA CCT GCG GAA GGA TCA TT 3′ and NC2

(reverse), 5′ TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT 3′
reported by Zhu et al. (1998), followed by digestion with

10 U/ll restriction enzymes HinfI (Bioron international),

TaqI (Bioron international). The digestion product was

subjected to 3% agarose gel electrophoresis for species

Iberian Peninsula

Spain

Alicante

Mediterranean Sea

Hybrid genotype with only one enzymeHybrid genotypeA. pegreffiiA. simplex s.s.

Murcia
Almería

Granada
Huelva

Portugal

Atlantic Sea

Galicia

Figure 1 Areas of the Atlantic and

Mediterranean coasts of the Iberian

Peninsula where blue whiting were caught
and proportions of the Anisakis type I

species identified.
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identification according to the band pattern (D’Amelio

et al. 2000; Mart�ın-S�anchez et al. 2005; Abattouy et al.

2011).

Statistical study

A logistic regression analysis was performed using the

categorical variable pathogenic potential of L3 larvae

(no, yes) – defined as its capacity to cause lesions, attach

itself onto the gastric or intestinal wall, or penetrate

through them to reach the abdominal cavity – as the

dependent variable (N = 190). The independent variables

consisted of the species or genotype (A. simplex s.s.,

A. pegreffii and hybrid genotypes) and the geographical

origin of the larva, classified as Mediterranean/Atlantic or

as more specific geographical locations: Galicia, Portugal,

Huelva, Alicante, Murcia, Almeria and Granada. The

statistical study was carried out using SPSS 15.0.;

P-values of ≤0.05 were considered significant.

Ethical clearance

All experiments were carried out in accordance with

European Parliament and of the Council of 22 September

2010 (2010/63/UE and RD 1201/2005). The ethical

clearance for conducting the experiments was obtained

from the Sociedad Espa~nola para las Ciencias del Animal

de Laboratorio (Z�u~niga et al. 2011).

Results

Experimental infection

A thorough examination of the sacrificed animals made

it possible to locate 100% of the larvae used in the

experimental infection, all of which were alive

(Table 1). 16.3% of the L3 larvae (31/190) had caused

lesions in the digestive tract. These lesions were mainly

(87.1%, 27/31) located in the greater curvature of the

wall of the body of stomach and pyloric antrum, whilst

the rest (12.9% 4/31) were found in the small intestine.

The lesions varied in size from <1 to 24 mm2. When

the larva attaches onto the wall of the gastrointestinal

tract, the lesion consists of a small haemorrhagic ulcer

accompanied by oedema of various dimensions, and on

occasions, the parasite leaves tunnels with oedema.

Some of the larvae were seen just as they passed

through the stomach or intestine wall of the rodent and

moved towards the abdominal cavity, all with a hood

surrounding the lips. The larvae that passed through the

stomach wall left authentic holes in it. In one of the

rats, three L3s were found attached to the abdominal

muscle. In the abdominal cavity of the animal were

found 12.1% of the larvae (23/190); 34.8% of the

larvae (8/23) found in the abdominal cavity did not

leave any lesions which were perceivable with the

method used.

Identification of species

42.1% of the L3 larvae (80/190) belonged to A. simplex

s.s.; 37.4% (71/190) were identified as A. pegreffii. The

remaining 13.7% (26/190) showed a hybrid PCR-RFLP

band pattern with the two restriction enzymes, HinfI

and TaqI, which is the sum of the patterns generated

for the species mentioned above, and the remaining

6.8% (13/190) showed this hybrid genotype with only

one enzyme, whilst with the other, the pattern generated

was indistinguishable from A. pegreffii. The distribution

of these species between Atlantic and Mediterranean

waters of the Iberian Peninsula showed statistically

significant differences (P = 0.001); namely, in the

proportions of A. simplex s.s. and of A. pegreffii

(P < 0.001), but not in those of the hybrid genotypes

(P > 0.3). In this study, we observed that is six times

more likely (CI95% 2.4–15.0) to find A. pegreffii L3

larvae in blue whiting from the Mediterranean than in

those from the Atlantic.

Table 1 Classification of larvae according to their pathogenic potential, showing the species or genotype to which it belongs and their
location after necropsy

Species or genotypes

Pathogenic larvae (%) Non-pathogenic larvae (%)

Cavity Stomach Intestine Stomach Intestine Total

Anisakis simplex s.s. 11 (5.8) 5 (2.6) 3 (1.6) 21 (11) 40 (21) 80 (42.1)
Anisakis pegreffii 5 (2.6) 2 (1.1) – 35 (18.4) 29 (15.3) 71 (37.4)

Hybrid genotype with the two restriction enzymes 4 (2.1) 5 (2.6) 2 (1) 9 (4.8) 6 (3.2) 26 (13.7)

Hybrid genotype with only one enzyme 3 (1.6) 1 (0.5) – 4 (2.1) 5 (2.6) 13 (6.8)

Total 23 (12.1) 13 (6.9) 5 (2.6) 69 (36.3) 80 (42.1) 190

© 2013 John Wiley & Sons Ltd 981
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Association between experimental pathogenic potential

and genotype

Within the framework of the method used, the patho-

genic potential of the larva was defined as its capacity to

cause lesions, attach itself onto the gastric or intestinal

wall, or penetrate through them to reach the abdominal

cavity. 21.6% (41/190) of the larvae used displayed this

pathogenic role (Table 1).

A logistic regression analysis of the data was conducted

in order to detect the potential association between experi-

mental pathogenic potential and characteristics of the

larva such as the Anisakis species and the geographical ori-

gin. The variable of geographical origin (Mediterranean/

Atlantic) was not associated with experimental pathogenic

potential (P = 0.785), nor was it when the geographical

origins of the larvae were specified more precisely

(P = 0.761). Only the species variable showed association

with the pathogenic role of the larva (P = 0.008). Taking

A. simplex s.s. as our reference, the OR for A. pegreffii is

0.351 (P = 0.028), whilst there are no statistically signifi-

cant differences with the hybrid genotypes.

Discussion and conclusions

Anisakis simplex s.s. and A. pegreffii are parapatric spe-

cies and the coasts of the Iberian Peninsula are areas in

which the two species are found in sympatric conditions,

sharing both permanent and intermediate/paratenic hosts

(Mattiucci & Nascetti 2008). Differentiation between the

two species using ribosomal DNA markers is based

exclusively on the existence of two fixed differences in

the ITS-1 sequence, which means different restriction

patterns are produced with HinfI and TaqI enzymes

(Ceballos-Mendiola et al. 2010). The restriction enzyme

Cfo was not used in this study because it generates the

same pattern for the two sibling species. The detection of

the mix of genotypes of both species (hybrid genotypes)

has been the cause of some controversy in terms of its

interpretation: whilst some authors believe these mixed

genotypes reflect hybridisation, others adduce ‘incomplete

homogenisation in a multiple-copy repeated DNA region’

(Mart�ın-S�anchez et al. 2005; Hermida et al. 2012). For

the purposes of this study, we chose to consider them to

be different genotypes, which is in line with either of the

above interpretations.

In Japan, most cases of human anisakiasis for which

molecular species identification has been carried out are

caused by infection by A. simplex s.s., whilst in Italy, the

species responsible is A. pegreffii (D’Amelio et al. 1999;

Mattiucci et al. 2007, 2011; Umehara et al. 2007;

Fumarola et al. 2009; Arizono et al. 2012). In Spain,

despite an increase in the number of cases published in

recent years, the species involved has not been identified

(Repiso Ortega et al. 2003). In reality, little is known

about the pathology caused by each of these sibling spe-

cies in their different hosts. Experimental studies on fish

conducted by Suzuki et al. (2010) and Quiazon et al.

(2011) highlighted differences between the two sibling

species indicating a greater tendency for A. simplex s.s.

to migrate towards the muscle than A. pegreffii. These

differences in ability to penetrate the muscle of fish may

also be manifested in their capacity to penetrate into the

tissue of accidental hosts such as man, thus influencing

their pathogenic potential. Recently, Arizono et al. 2012

have demonstrated that A. simplex s.s. larvae survived

the acidic artificial gastric juice for approximately 1 day

more than A. pegreffii larvae. With this in mind, this

study attempts to shed some light on the many questions

still surrounding these parasites regarding their pathology

in humans, using the Wistar rat as an experimental

model. The rat has a larger digestive system than the

mouse and fewer space and care requirements than other

larger animals; moreover, the size of the parasite requires

the use of a cannula 2 mm wide, which makes the rat an

ideal animal for this type of study (Z�u~niga et al. 2011;

Romero et al. 2012). Furthermore, administering the

Anisakis larvae orally is an effective and simple technique

which allows us to simulate human infection, as the

Anisakis L3 larvae display distribution and behaviour

patterns in the rat digestive system which are similar to

those seen in human cases (Navarro-Moll et al. 2011;

Zuloaga et al. 2013). Given that the number of larvae

found in fish muscle can be high (Pereira-Bueno 1992;

Jurado-Palomo et al. 2010), we considered it appropriate

to use several larvae per laboratory animal.

The majority of human anisakiasis cases occur in the

stomach and ileum due to the barrier effect against larvae

created, respectively, by both the pylorus and the Bauhin

valve, causing greater numbers of larvae to concentrate in

these areas (Ishikura et al. 1992). In our experimental

model, 87.1% (27/31) of the larvae which penetrate or

attach onto the gastrointestinal wall do so in the stom-

ach, the preferred area being the wall of the body of

stomach or sometimes the pyloric antrum (Paulsen 2011).

This preference may be due, on one hand, to a progres-

sive peristaltic movement in the fundic region which

would push the larvae towards the region of the body of

stomach, and on another, to there being less secretion in

the stomach body area, which would facilitate their

remaining and becoming attached. In the remaining

12.9%, the area affected is the intestine. Both species of

Anisakis have been incriminated as aetiologic agents of

gastric and intestinal anisakiasis in humans (D’Amelio

982 © 2013 John Wiley & Sons Ltd
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et al. 1999; Suzuki et al. 2010; Mattiucci et al. 2011).

Among the different cases documented in Spain, gastric

complaints represent 40–70% of parasitisation (Cast�an

et al. 2002; Repiso Ortega et al. 2003). In these cases,

superficial erosions and ulcers similar to those observed

in this study were reported. In our case, we were unable

to perform a histological examination of biopsies; thus,

we cannot confirm the existence of a non-specific inflam-

matory infiltrate with or without an increase in eosinoph-

ils and foreign body granulomas as occurs in humans.

We found some larvae in the abdominal cavity with an

absence of lesions in the digestive tract (three A. simplex

s.s., three A. pegreffii and two hybrid genotypes); self-

limiting clinical signs which disappear within hours of

treatment of symptoms have also been reported in

humans (Repiso Ortega et al. 2003).

The results obtained show that pathogenic potential is

associated with the species or genotype to which the larva

belongs. Thus, we found that the risk of A. pegreffii pene-

trating is 65% lower than that of A. simplex s.s. (CI 95%:

11–86%). Conversely, the hybrid genotypes with the two

restriction enzymes show double the penetration risk of

A. simplex s.s. (CI 95% 1–6) with a P-value close to statis-

tical significance (P = 0.072). The larvae identified as

hybrid genotypes with only one enzyme did not display

statistically significant differences in pathogenic potential

when compared to A. simplex s.s. (P = 0.588). In sum-

mary, we have demonstrated through our experimental

model in rats that A. simplex s.s. is a more pathogenic spe-

cies than A. pegreffii, a factor which, coupled with its

greater penetration capacity into fish muscle and acid tol-

erance (Suzuki et al. 2010; Quiazon et al. 2011; Arizono

et al. 2012) could justify its purported status of aetiologic

agent in the majority of human cases, even in areas where

A. pegreffii is the predominant species (Umehara et al.

2007; Arizono et al. 2012). In spite of this difference,

A. pegreffii is also capable of causing anisakiasis (responsi-

ble for 14.8% of the penetrations of the gastric mucosa in

rats), thus justifying it being considered the aetiologic

agent of anisakiasis in Italy, given that in Italian waters

A. simplex s.s. is not found, and A. pegreffii is widely rep-

resented in all species of fish (Mattiucci et al. 2007). Obvi-

ously, there are several other aspects which could affect

the pathogenetic role of these zoonotic species to humans

such as human susceptibility (Audicana & Kennedy 2008).
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 Capítulo II. Demostración experimental del potencial 

patógeno de Anisakis physeteris y Anisakis paggiae en ratas 

Wistar. 

 

María del Carmen Romero, Adela Valero, María Concepción Navarro-Moll, Joaquina 

Martín-Sánchez. 

 

Resumen 

 Anisakis Tipo I es el principal agente etiológico de la anisakiasis humana 

detectándose diferencias de patogenicidad entre las especies Anisakis simplex  y 

Anisakis pegreffii. Sin embargo, no se conoce bien el papel que juegan las larvas 

Tipo II en esta enfermedad. El objetivo de este estudio ha sido comprobar la 

capacidad de la larva para invadir tejidos mediante infección experimental de ratas 

Wistar. En el estudio in vivo, el 7'1% (4/56L3) de las larvas mostraron ser 

patógenas, entendido como la capacidad de la larva para causar lesión, fijarse a la 

pared gastrointestinal o penetrar a través de ella. Mediante electroforesis de 

isoenzimas, PCR-RFLP del ITS1-5,8-ITS2 y PCR-secuenciación del gen mitocondrial 

cox2 se han identificado A. physeteris (48'9%), A. brevispiculata (1'8%) y A. paggiae 

(30'3%). Aunque las larvas del morfotipo II A. physeteris y A. paggiae muestran 

menos poder patógeno que las larvas de A. simplex del morfotipo I (93% y 91% 

menos respectivamente). En la infección experimental no se ha observado 

diferencias de patogenicidad entre A. physeteris y A. paggiae. Aunque las larvas 

Tipo I son 10 veces más patógenas que las especies de Anisakis Tipo II (p<0.001), 

éstas pueden estar implicadas en la anisakiasis humana al ser capaces de fijarse y 

penetrar en el tracto gastrointestinal de los animales. Las técnicas utilizadas para 

la identificación de las especies ponen de manifiesto la gran heterogeneidad 

existente entre A. paggiae y A. physeteris lo que indica la posibilidad de que haya 

diferentes especies hermanas. 

Artículo enviado a Parasitology Research.  



Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 
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Experimental demonstration of pathogenic potential of A. physeteris and A. paggiae in 

Wistar rats 

Mª Carmen Romero,a Adela Valeroa, Mª Concepción Navarro,b Joaquina Martín-Sánchez, a  

Department of Parasitology, University of Granada, Spaina, and Department of Pharmacology, University of Granada, Spainb 

 

Abstract 

Anisakis morphotype I is the principal etiologic agent of human anisakiasis, with differences in pathogenicity found 

between the Anisakis simplex s.s. and A. pegreffii species; however, the role of morphotype II larvae in this illness is not well 

understood. The purpose of this study is to verify the ability of morphotype II larvae to invade tissues via the experimental infection 

of Wistar rats, an animal model which simulates infection in humans. In the in vivo assay, 7.1% (4/56L3 morphotype II) showed 

pathogenic potential, defined as the capacity of the larvae to cause lesions, attach to the gastrointestinal wall or penetrate it. 

Isoenzyme electrophoresis, PCR-RFLP of ITS1-5.8s-ITS2 and PCR-sequencing of the cox2 mitochondrial gene were used to 

identify these larvae as A. physeteris (42.9%), A. paggiae (30.3%) and A. brevispiculata (1.8%). Although the morphotype II larvae 

of A. physeteris and A. paggiae have lower pathogenic potential than morphotype I larvae of A. simplex s.s. (93% and 91% lower, 

respectively), they may still be implicated in human anisakiasis, as they are capable of attaching to and penetrating the 

gastrointestinal wall of animals, demonstrating a similar pathogenicity to that of A. pegreffii. The techniques used for the 

identification of species reveal a great genetic heterogeneity of A. paggiae and A. physeteris, suggesting the existence of sibling 

species.  

 

Keywords: Anisakiasis, Anisakis physeteris, Anisakis paggiae, pathogenic potential, Wistar rat, isoenzyme electrophoresis, ITS1-

5,8s-ITS2, cox2. 

 

Introduction  

Anisakiasis is a parasitic disease occurring in 

certain countries in which insufficiently cooked or raw fish 

is regularly eaten. The majority of the reported cases are 

caused by Anisakis L3 larvae of morphotype I which are 

capable of producing gastrointestinal illnesses and/or 

allergic reactions in humans (Daschner et al., 2000; Repiso 

Ortega et al., 2003; Umehara et al., 2007). Recently, it was 

found that A. simplex s.s. and A. pegreffii larvae of 

morphotype I have different abilities of penetrating the 

muscular tissue of fish and surviving in artificial gastric 

fluids, also presenting pathogenecity differences in Wistar 

rats, an animal model used to simulate the infection 

occurring in humans (Suzuki et al., 2010; Quiazón et al., 

2011; Romero et al., 2013; Zuloaga et al., 2013). However, 

little is known regarding the ability of morphotype II larvae 

to infect humans, as only a few cases of infections have 

been reported (Clavel et al., 1993; Arizono et al., 2012). In 

the Iberian Peninsula, A. physeteris is the most frequent 

morphotype II anisakid, found mainly in the Mediterranean 

region. However, it is not very prevalent (Mattiucci et al., 

2007; Valero et al., 2000, 2006 a, b). Only a few larvae of A. 

paggiae have been reported in several hake (Merluccius 

merluccius) specimens from the Galician coasts 

(northeastern Spain), and A. brevispiculata has not been 

found in this region (Mattiucci et al., 2007). The limited 

morphological differences found in the species of each of 

these morphotypes, particularly in the L3 larval stage, 

suggest the need for species identification by biochemical or 

molecular techniques (D´Amelio et al., 2000; Perteguer et 

al., 2004; Martín-Sánchez et al., 2005; Umehara et al., 2007, 

2008; Murata et al., 2011). Techniques such as isoenzyme 

analysis, PCR-RFLP of the ITS1-5,8s-ITS2 or PCR-

sequencing of the cox2 mitochondrial gene have been 

shown to be usefulness in the genetic characterization and 

specific identification of these parasites, even in cases of 

human infection (D’Amelio et al., 1999; Perteguer et al., 

2004; Umehara et al., 2007; Fumarola et al., 2009, Mattiucci 

et al., 2007, 2011, 2013). Given the limited information on 

the pathogenicity of the Anisakis species of morphotype II in 

humans, this study was designed to determine its behavior in 

an animal model that simulates a human infection, for 

comparison with morphotype I, whose pathogenicity is 

better known. The use of molecular tools allowed for proper 

species identification.  

 

Materials and Methods  

2.1. Parasite 

Anisakis spp. L3 larvae were obtained from blue 

whiting (Micromesistius poutassou) caught at different 

points along the Atlantic and Mediterranean coasts of the 

Iberian Peninsula (Fig. 1). Collected larvae were identified 



 

 

morphologically using a stereo microscope, and based on 

their characteristics, they were subsequently assigned to 

morphotypes I or II. For this study, those larvae with the 

greatest degree of mobility were selected (56 morphotype II 

L3 larvae and 25 morphotype I L3 larvae). 

 

2.2. Experimental infection 

81 female Wistar rats weighing approximately 

150 g were infested with one L3 of morphotype II or 

morphotype I Anisakis via gastric probe. Regulated 

necropsy of the rats was performed at 4 h post-infestation 

(Zúñiga et al. 2011), recording the morphotype and 

locations of the larvae, whether they were alive or dead and 

the presence of any gastrointestinal lesions. Later, larvae 

that were recovered in good condition were introduced 

individually into Eppendorf tubes and frozen at -80° C prior 

to their genetic identification. 

 

2.3. Isoenzyme analysis 

Each individual larva was cut into two fragments, 

reserving the smaller piece for subsequent molecular 

identification. The larger piece was subjected to physical 

and mechanical disruption by freezing/thawing in liquid 

nitrogen and the use of a pistil. After the addition of Triton 

(5%) to encourage cell lysis, the samples were centrifuged at 

3000 rpm for 5 minutes. In order to prevent enzyme 

degradation, the entire manipulation process was carried out 

under cold conditions. The enzymes studied in order to 

identify the different species of morphotype II were: 

Isocitrate dehydrogenase (ICD, EC 1.1.1.42) and 6-

phosphogluconate dehydrogenase (6 PGD, EC 1.1.1.44) 

whose alleles are considered to be of diagnostic value for 

the identification of A. brevispiculata and A. physeteris at a 

99% level (Mattiucci et al., 2001). L3 larvae of A. simplex 

s.s. were used as references. For electrophoresis and the 

subsequent enzymatic activity processing, the buffers and 

solutions listed in Table 1 were used. For the result 

interpretation and allele identification, different values were 

assigned so as to indicate their mobility, with 100 being the 

most common allele value (Martín-Sánchez et al., 2004). 

Subsequently, attempts were made to find a match of these 

alleles with those described by Mattiucci et al. (2001). 

 

2.4. DNA extraction and PCR-RFLP 

The DNA of each larva was extracted 

individually using the RealPure kit for genomic DNA 

extraction by REAL (Ref RBMEG01), having previously 

ruptured the tissue of the fragment parasite by mechanical 

means using a pistil and subjecting it to processes of 

freezing/thawing in liquid N2. The precipitated pellet was 

resuspended in 20 µl of bidistilled water and maintained at -

20º C until use. 

PCR amplification of the ITS1-5,8s-ITS2 of the 

rDNA was carried out using the primers NC5 (Forward), 5´ 

GTA GGT GAA  CCT GCG GAA GGA TCA TT 3´ and 

NC2 (Reverse), 5´ TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT 3´ 

reported by Zhu et al. (1998). Digestion with Taq I (Bioron 

international), Hinf I (Bioron international), and Cfo 

(Roche) enzymes was carried out following the 

manufacturer’s recommendations. 

 

 

 

 

Figure 1. Areas of the 

Atlantic and Mediterranean 

coasts of the Iberian 

Peninsula where blue 

whiting were caught and 

proportions of the Anisakis 

morphotype II species 

identified. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

The digestion product was subjected to 3% agarose gel 

electrophoresis for species identification according to the 

generated band pattern, using the genetic markers identified 

by D’Amelio et al., 2000; Martín-Sánchez et al., 2005; 

Cavallero et al., 2011; and Murata et al., 2011 as a 

reference. 

 

2.5. PCR-Sequencing and comparative sequence analysis 

For further confirmation of the taxonomical 

identity of the PCR-RFLP-identified morphotype II Anisakis 

species, the mtDNA cox2 region of 38 specimens was 

amplified and sequenced. The mitochondrial cox2 region 

was amplified using the forward primer 211 (5’-TTT TCT 

AGT TAT ATA GAT TGR TTY AT-3’) and the reverse 

primer 210 (5’-CAC CAA CTC TTA AAA TTA TC-3’); 

(Nadler and Hudspeth, 2000). The PCR products were 

purified using the Real Clean Spin Kit (Real; Ref. 

RBMCS01) and then were directly sequenced in both 

directions using the primers used for DNA amplification. 

The obtained sequences were aligned using the Clustal X 

1.81 program and were adjusted when necessary so as to 

identify the different haplotypes. They were compared with 

those published in the GenBank using the BLASTn and 

Megablast tools. 

Once the sequences were compared, phylogenetic 

analysis of the same was undertaken using the PHYLIP 3.65 

software package 

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip). A 

published sequence of the A. simplex s.s. (DQ116426; 

Valentini et al., 2006) corresponding to our capture area was 

used as an outgroup. Phylogenetic analysis was carried out 

using maximum parsimony (MP) and analysis based on 

distance matrices (Neighbor Joining and UPGMA). We used 

the F84 model of nucleotide substitution (the default 

method) with both NJ and UPGMA methods of clustering. 

The F84 model incorporates different rates of transition and  

 

 

 

 

transversion, and different frequencies of the four 

nucleotides. We used the bootstrap as a measure of support 

or stability of the clades. In order to be considered 

sufficiently robust, the clades had to have a bootstrap 

percentage greater than or equal to 50%. Estimation of 

genetic distance (p-distance) and number of nucleotide base 

differences between and within the Anisakis species was 

carried out using the MEGA 5.05 software 

(http://www.megasoftware.net/). 

For intra-specific analyses, statistical parsimony 

in TCS (v. 1.21) software was used. TCS is a Java computer 

program used to estimate genetic genealogies including 

multifurcations and/or reticulations (i.e. networks) (Clement 

et al., 2000).  

 

2.6. Statistical analysis 

 Logistic regression analysis was performed using 

the categorical variable of L3 larvae pathogenic potential 

(no, yes) –defined as its capacity to cause lesions, attach 

itself onto the gastric or intestinal wall, or penetrate them to 

reach the abdominal cavity– as the dependent variable 

(N=81). The independent variable consisted of the larval 

morphotype (morphotype I, morphotype II) or the species 

(A. simplex s.s., A. pegreffii, A. physeteris, A. paggiae, A. 

brevispiculata and unknown species). A similar analysis 

was also conducted using “ability to cause lesions” as the 

dependent variable. 

Statistical analysis was carried out using SPSS 

15.0.; p-values of ≤ 0.05 were considered significant.  

 

2.7. Ethical clearance 

All experiments were carried out in accordance with 

European Parliament and of the Council of 22 September 

2010 (2010/63/UE and RD 1201/2005).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Lesion found in a rat caused by Anisakis morphotype I (a) and morphotype II (b). Morphotype II 

larva of Anisakis attached to the stomach of a rat (c). 

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip


 

 

 

 

Results:  

3.1. Experimental infection 

7.1% of the morphotype II larvae (4/56) 

displayed pathogenic potential, in accordance with the 

aforementioned description. Two of these larvae, one of A. 

physeteris and one of A. paggiae, penetrated the stomach 

wall and were found within the abdominal cavity, with the 

first one producing a small lesion with blood vessel 

breakage (1mm2) (Fig. 2 b). The other two larvae, also of the 

A. physeteris and A. paggiae species, were found attached to 

the rodent's stomach wall (Fig. 2 c), with the latter causing a 

lesion with vascular damage (1mm2) (Table 2). The majority 

of the L3 larvae of morphotype II were found in the intestine 

(51.8%; 29/56) with the caecum being the least frequent 

location (8.9%; 5/56). In contrast, 44.0% (11/25) of the 

morphotype I larvae demonstrated pathogenic potential; 

details of this classification and location of both larvae types 

in the animal upon necropsy are shown in Table 2. 

 

3.2. Isoenzyme analysis 

42 of the 56 morphotype II larvae used in the in 

vivo assay were recovered alive and were available for use 

in the isoenzymatic study. Table 3 shows the alleles 

identified in each of the two loci studied (6PGD and ICD), 

as well as their corresponding allele frequencies. 

 

3.3. Identification of species by PCR-RFLP 

Of the morphotype II larvae, A. physeteris 

represented 42.9% (24/56L3), 30.3% (17/56L3) were 

identified as A. paggiae and 1.8% (1/56L3) as A. 

brevispiculata. The remaining 25% could not be identified 

at a species level. Table 4 shows the band patterns obtained 

through use of the three restriction enzymes, HinfI, Cfo and 

TaqI. Of the morphotype I larvae, 48.0% (12/25) were 

identified as A. simplex s.s. and 40.0% (10/25) were  

Table 1. Composition of 

solutions used for electrophoresis and 

enzyme processing. Electrophoretic 

separation was conducted in starch gels 

prepared at 10% in TME solution with 

pH of 7.4, adding 1% NADP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

identified as A. pegreffii. In this case, the differentiating 

enzymes were HinfI and TaqI. As for the remainder of the 

morphotype I larvae, 12.0% (3/25) revealed a hybrid PCR-

RFLP band pattern with the two restriction enzymes, which 

is the sum of the patterns generated for the two above-

mentioned species (Table 2). 

 

3.4. Comparative analysis of cox 2 sequences 

In the 38 morphotype II Anisakis larvae, 

comparative analysis sequences allowed us to identify 32 

haplotypes defined by 137 polymorphic sites (Table 5). 98 

sites were found to be parsimony informative, occurring in 

more than one haplotype. The trees generated by the cox2 

sequence confirmed the identification of the larvae by PCR-

RFLP of the ITS1-5,8s-ITS2 fragment as A. physeteris (22 

samples, 17 haplotypes), A. paggiae (15 samples, 14 

haplotypes) and A. brevispiculata (1 sample, 1 haplotype). 

The topology of the trees constructed with both distance 

analysis methods (UPGMA and NJ) and maximum 

parsimony (MP) analysis was very similar (Fig. 3, NJ and 

MP trees not shown). In all three cases, 3 large branches 

strongly supported by the bootstrap analysis (values between 

71% and 100%) were differentiated, formed by the 

haplotypes of A. physeteris, A. brevispiculata and A. 

paggiae, respectively (Fig. 3); a closer relationship was 

found between the first two. The intra-specific study of the 

A. brevispiculata species reveals a p-distance value of 

between 0.019 and 0.032 and the existence of 12 to 20 

polymorphic sites in their sequences. For A. physeteris, the 

p-distance ranges from 0.002 to 0.04 and between 2 and 25 

polymorphic sites are found in its sequences. Relative to A. 

paggiae, in all of the trees, two sub-branches are generated 

having bootstrap values of 100%. In one sub-branch the 14 

identified haplotypes having p-distance of between 0.005 

and 0.022 (3-24 polymorphic sites) were found while the  

Enzyme/Locus/ EC 

Code 

Electrophoresis Enzyme activity processing 

Buffer TME 

(pH 7.4) 

Reaction 

buffer 
Substrate  

Cofactors 

and 

additional 

colorants 

Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase 

(6PGD) EC 1.1.1.44 

 

Tris (0.1M) 

Maleic Acid 

(0.1M) 

EDTA (0.01M) 

MgCl2· 6H2O 

(0.01M) 

Distilled water 

Tris-HCl 

(0.2M) 

pH8, 10 

ml 

MgCl2+6H2O 

(0.5M) 

Gluconate-6-

phosphate 

(0.1M) 

NADP1% 

NBT1% 

Isocitrate 

dehydrogenase 

(ICD) EC 1.1.1.42 

Tris-HCl 

(0.2M) 

pH8, 8 

ml 

MgCl2+6H2O 

(0.25M) 

Isocitric acid 

(0.1M) 

NADP1% 

NBT1% 



 

 

 

Table 2. Classification of larvae according to their experimental pathogenic potential, showing the morphotype and the species to 

which it belongs and their location upon necropsy.  

 

other sub-branch contained the sequences 

deposited in GenBank (KC342895, KC342896, EU560910, 

DQ116434). Between the haplotypes integrated in these two 

sub-branches, the p-distance value ranged between 0.040 

and 0.061 and 25 to 38 polymorphic sites were found. The 

number of fixed differences was 18 for A. physeteris, 19 for 

A. paggiae and 12 for A. brevispiculata.  

The cox2 haplotype sequences were subjected to 

further analysis by statistical parsimony. This algorithm 

sorted the 32 sequences into 14 independent networks: three 

for A. brevispiculata, two for A physeteris and nine for A. 

paggiae (Fig. 4). The program calculates the frequencies of 

the haplotypes in the sample. These frequencies are used to 

estimate haplotype outgroup probabilities, which correlate 

with haplotype age. The oldest ancestral haplotype, from 

which the rest would have been derived by mutation, 

appears in each network, enclosed within a rectangle. A 

certain relationship was found to exist between these 

networks (Fig. 4) and the subgroups of the phylogenetic tree 

(Fig. 3). Fixed differences were detected, characterizing 

some of these networks (Table 5). 

 

3.5. Association between experimental pathogenic potential 

and Anisakis morphotype or species 

Within the framework of the method used, the 

pathogenic potential of the larva was defined as its ability to 

cause lesions, attach itself to the gastric or intestinal wall or 

penetrate them to reach the abdominal cavity. 7.1% (4/56) of 

the morphotype II larvae and 44.0% (11/25) of the 

morphotype I larvae used in the in vivo tests displayed this 

pathogenic potential. 

A logistic regression analysis of the data was 

conducted in order to detect the potential association 

between experimental pathogenic potential and morphotype 

of the larva or Anisakis species. In these univariate models, 

both independent variables showed associations with the 

pathogenic role of the larva. In the first of these, using 

morphotype I as our reference, the OR for the morphotype II 

was 0.1 (p<0.001). In the second one, using A. simplex s.s. 

as our reference, the OR for A. pegreffii was 0.079 

(p=0.036), for A. physeteris it was 0.068 (p=0.004) and for 

A. paggiae it was 0.089 (p=0.011). Statistically significant 

differences were not detected between the pathogenic 

potentials of A. pegreffii, A. physeteris and A. paggiae 

(p≥0.543).  

 

4. Discussion 

A. physeteris is the predominant anisakid species 

of morphotype II found in the Iberian Peninsula coasts, 

followed by A. paggiae. Their prevalences are much lower 

than those of species of morphotype I (Valero et al., 2000; 

Mattiucci et al., 2007).  A. brevispiculata is not well 

represented here, given that only one larva has been found in 

a blue whiting from the Atlantic Coast and this was the first 

time that this species has been cited along the coasts of the 

Iberian Peninsula. It was also the first time that A. paggiae 

was found in different fishing points of the Mediterranean, 

thus broadening the geographic zone and host organisms of 

this species. Despite the fact that the presence of Anisakis of 

morphotype II is apparently low, a case of human infection 

in Spain has been reported and allergic reactions have been 

attributed to this morphotype (Clavel et al., 1993; Valero et 

al., 2000, 2003). In our experimental model using Wistar 

  Pathogenic larvae Non-pathogenic larvae  

 
Species Cavity 

Attached in 

stomach 
Intestine Stomach Intestine Total 

M
o

r
p

h
o

ty
p

e 
II

 

A. physeteris 
2 

(3.6%) 
- - 

12 

(21.4%) 

10 

(17.9%) 
24 

(42.9%) 

A. paggiae - 
2 

(36%) 
- 

3 

(5.4 %) 

12 

(21.4%) 
17 

(30.3%) 

A. brevispiculata - - - - 
1 

(1.8%) 
1 

(1.8%) 

Unidentified - - - 
3 

(5.4 %) 

11 

(19.6%) 
14 

(25%) 

Total 
2 

(3.6%) 
2 

(3.6%) 
- 

18 
(32.2%) 

34 
(60.7%) 

56 

(100%) 

M
o

r
p

h
o

ty
p

e 
I 

A. simplex 
2 

(8%) 
2 

(8%) 
3 

(12%) 
2 

(8%) 
3 

(12%) 
12 

(48%) 

A. pegreffii 
1 

(4%) 
- - 

5 

(20%) 

4 

(16%) 
10 

(40%) 

Hybrid genotype 
2 

(8%) 
- 

1 
(4%) 

- - 
3 

(12%) 

Total 
5 

(20%) 

2 

(8%) 

4 

(16%) 

7 

(28%) 

7 

(28%) 
25 

(100%) 



 

 

rats (Romero et al., 2013; Zuloaga et al., 2013), 7.1% 

(4/56L3) of the morphotype II larvae penetrated or were 

found attached to the animal’s gastric wall, and therefore, A. 

physeteris, like A. paggiae were responsible for lesions with 

signs of vascular damage (Table 2). This preference for the 

wall of the stomach was also observed in the Anisakis 

morphotype I species (Fig. 2 a) (Romero et al., 2013). 

The obtained results reveal that pathogenic 

potential is linked to the larva’s morphotype or species. 

Thus it was found that the morphotype II larva had a 90% 

lower risk of penetrating than morphotype I larva (CI 95%: 

64 to 97). In addition, as seen in Table 2 and Figure 2, 

morphotype II larvae produced less vascular damage, as 

found in previous studies (Romero et al., 2012, 2013). In our 

study, morphotype I larvae were 42 times more likely to 

produce lesions than the morphotype II larvae (p=0.001) 

(Fig. 2).  

 

Table 3. Allele frequencies for each of the two loci studied 

for each species of morphotype II Anisakis obtained in 

waters of the Iberian Peninsula. 

 

 

Romero et al. (2013), using the same 

experimental model, demonstrated that within the 

morphotype I, A. simplex s.s. is a more pathogenic species 

than A. pegreffii, thus justifying its status as an etiological 

agent in the majority of human cases. In addition, this study 

finds that the respective risk of A. physeteris and A. paggiae 

morphotype II larvae penetrating the rodent’s gastric wall is 

93% (CI 95%:  57 to 99) and 91% (CI 95%: 42 to 99) lower 

than that of A. simplex s.s. The pathogenic potential of these 

species of morphotype II is similar to that of A. pegreffii. 

The cox2 gen sequences were useful in 

confirming the species identification of the morphotype II 

larvae, based on the PCR-RFLP technique of the ITS1-5,8s-

ITS2 fragment (D’amelio et al., 2000; Cavallero et al., 2011; 

Murata et al., 2011). On the other hand, isoenzyme analysis 

was not found to be useful. Comparative analysis of the  

sequences obtained in this study and those taken from the 

GeneBank allowed us to verify the  existence of a wide 

genetic diversity in morphotype II larvae, particularly within 

A. paggiae (Fig. 3 and 4). The p-distance values obtained for 

this species are similar to those obtained by Valentini et al. 

(2006) for the complex of sibling species, A. simplex. It has 

been argued that traditional phylogenetic methods are based 

on certain assumptions which make them inappropriate for 

intra-specific studies but which, on the other hand, would be 

well represented by network approaches such as those 

presented in figure 4 (Posada and Crandall, 2001; Franco et 

al., 2010). In natural populations, ancestral haplotypes are 

expected to persist in the population and to be sampled 

together with their descendants. Figure 4 reveals that 

morphotype II larvae identified by PCR-RFLP as A. 

physeteris form two independent networks while those 

identified as A. paggiae form nine networks. This, along 

with the existence of fixed differences (Table 5), supports 

the hypothesis that each of the two is a complex of sibling 

species, as previously observed in A. paggiae of the 

Philippine archipelago (Quiazon et al., 2013).  
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 TaqI HinfI CFO 

A. physeteris 300-280 
380-290-

270 

520-430-

290-270 

A. brevispiculata 300 900 
400-320-

200 

A. paggiae 380-290 900 520-400 

Table 4. Diagnostic band patterns for each species of the 

Anisakis morphotype II larvae obtained via PCR-RFLP of 

the ITS1-5,8S-ITS2. 
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Figure 3: Phylogenetic tree based on mtDNA cox2 sequence data and obtained by distance analysis with a UPGMA 

method of clustering. Anisakis simplex s.s. is used as an outgroup. The numbers above the branches are bootstrap 

percentages (1000 replications) for clades supported above the 50% level. 



 

 

 

 

Figure 4: Parsimony network based on mtDNA cox2 sequence data. The haplotype with the highest outgroup probability is displayed as a rectangle, while other haplotypes are displayed as 

ovals. The size of the rectangle or oval corresponds to the haplotype frequency. 

 

 

 

 

 



 

 

Table 5.     Position number                                                                                       
                               1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 
     2 3 3 3 3 3 3 4 4 4 5 5 5 5 6 6 6 7 7 7 7 8 8 8 9 0 1 2 2 3 3 4 4 5 5 5 5 6 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 0 0 

Specie Network Haplotype 9 0 1 3 4 6 9 3 5 8 1 4 7 8 0 6 9 0 2 3 8 2 4 7 0 2 4 3 9 2 6 4 8 0 3 7 9 2 1 4 7 0 1 2 6 9 2 9 1 4 

    AP31 A T T T A T T T G C T T A T G T T A G G A G T T A T G A G T T A T A T G G T G T G A G C G G G T G A 
   AP26 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP22 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP27 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP3 . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AB592799 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A T . A . . . . . . . . . . . 
   AP4 . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP32 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP2 . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
 N1 AP1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

A. physeteris   AP25 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . 
   AP21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP14 . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP5 . . . . . . . C . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP28 . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AB592798 . . . . . . C . . T . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   DQ116432 . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . 
   AP29 . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . 
   AP6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
 N2 AB592801 . . . . . . . . . T . . . . . . . . A . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . 
   AP15 . . . . . . . . . T . . . . . . . . A . G . . . . . . . . C . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . 
  N3 KC342901 . . . . . . . . A T . . G . A . . . A . . . . . . G A G . C . G C T . . C . . . A T . . A A A . A . 

A. brevispiculata N4 AP7 . C . . . . . . A T . . T . A . . . A . . . . . . G A G . C . G C C . . C . . . A T . . A A A . A . 
  N5 DQ116433 . G C . T . . . A T . . G . A . . . A . . . . . . G A G . . . G C T . . C . . C A T . . A A A . A . 
   KC342895 . . . . . . . . . T . G G . . . . T T . . . . . . . A G A . . . . G . A T . A . A G T T . . T . . T 
 N6 KC342896 . . . . . . . . . T . G G . . . . T T . . . . . . . A G A . . . . G . A T . A . . G T T . . T C . T 
   EU560910 . . . . . . . . . T . G G . . . . T T . . . . . . . A G A C . . . G . A T . A . A G T T . . T C A T 
 N7 DQ116434 G . . . . . . . . T . G G . . . . T T . . . . . . . A G A . . . . G C A T . A . . G T T . . T . A T 
   AP8 . . . . . C C . . T . G G . A . C T T . . . . . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T . . T C A T 
   AP9 . . . . . C . . . T . G G . A . . T T . . . . . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T . . T C A T 
   AP23 . . . . . . . . . T . G G . A . . T T . . . . . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T . . T C A T 
 N8 AP19 . . . . . . . . . T . G G . A . C T T . . . . . . . A G A . . . . G C A C . A . . G T T A . T . A T 

A. paggiae   AP13 . . . . . . C . . T . G G . . . C T T . . . . . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T A . T C A T 
   AP10 . . . . . . . . . T . G G . A . . T T . . . . . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T A . T C A T 
   AP30 . . . . . . . . . T . G G . A . . T T . . . . . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T A . T C A T 
   AP20 . . . . . . . . . T . G G . A . C T T . . . . . . . A G A . . . . G . A T C A . . G T T A . C C A T 
 N9 AP16 . . . . . . . . . T . G G . A . C T T . . . C . . . A G A . . . . G . A C . A . . G T T . A T C A T 
 N10 AP11 . . . C . . . . . T . G . . A . C T T . G . . . G . A G A . C . . G C A C . A . . G T T . . T C A T 
 N11 AP17 . . . C . . . . . T . G . . A . . T T . . . . . . . A G A . . . . G C A C . A . . G T T . . T C A T 
 N12 AP12 . . . . . . . . . T C G . . A . C T T . G . . . . . A G A . . . . G C A C . A . . G T T . . T C A T 
 N13 AP24 . . . . . . . . . T . G G . A . . T T . . . . . . . A G A . . . . G C A C . A . . G T T . . T C A T 
  N14 AP18 . . . . . . . . . T . G G . A C . T T . . A . . . . A G A . . . . G . A T . A . . G T T . . T C A T 



 

 

 Continued       Position number                                                                                       
     2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
     0 1 1 2 2 2 2 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 6 6 6 7 7 7 8 8 9 9 0 0 0 0 1 1 1 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 6 6 6 

Specie Network Haplotype 8 0 3 2 3 5 8 2 4 7 0 3 4 6 2 5 8 1 4 7 0 3 9 2 8 4 7 0 3 6 7 2 5 8 1 7 0 3 6 9 2 3 5 9 1 4 7 0 6 7 

    AP31 T G T T C T G C T T T T C T T G T T C T A G A A A A T T T T T A T T T G G T G C G T A T G A G A T T 
   AP26 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP22 . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP27 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . 
   AB592799 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
   AP32 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
   AP2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
 N1 AP1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 

A. physeteris   AP25 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . A . . . . . 
   AP21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . A . . . . . 
   AP14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
   AP5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
   AP28 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . C . . . . . . 
   AB592798 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
   DQ116432 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
   AP29 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . A . . . 
   AP6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . 
 N2 AB592801 . . . . . . . . . . . . . . . . C . T C G . . . G . . . . . . . . . . . . G . T A . . . . . . . . . 
   AP15 . . . . . . . . . . . . . . . . C . T C G . . . G . . . . . . . . . . . . G . T A . . . . . . . . . 
  N3 KC342901 C T C . T G . . . . G C T G . A A G T . . . . G G T . . . G C G . . C A A G T T . . G . . T A . . . 

A. brevispiculata N4 AP7 C T C . T G . . . . G C T G . A A . T . . . . G G T . . . G . G . . . A A G . T . . . . . T A . . . 
  N5 DQ116433 C T C . T G . . . . G C T G . A A . T . . A . G G T . . . G C G . . . A A G . T . C G . . T . . . . 
   KC342895 C T C . T A A T G . A C T A C A C . T . . A . T G T C C . . . . . . . . . . A T . . G . . G A T A C 
 N6 KC342896 C T C . T A A T G . A C T A C A C . T . . A . T G T C C . . . . C . . . . . A T . . G C . G A T A C 
   EU560910 C T C . T A A T G . A C T A . A C . T . . A . G G T C C . . . . . . . . . . A T . . G C . G A T A C 
 N7 DQ116434 C T C . T A A T G . A C T A . A . . T . . A . T G T . . C . . . . C . . . . A T . . G . A . . . A C 
   AP8 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A . C G T . C C . . G C . . . . . A T . . G . . G A T G . 
   AP9 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T . C C . . G C . . . . . A T . C G . . G A T G . 
   AP23 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A G T G T . C C . . G . . . . . . A T . C G . . G A T G . 
 N8 AP19 C T C . . A A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T . C . . . G . . . . . . A T . . G . . G A T G . 

A. paggiae   AP13 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T . C . . . G . . . . . . A T . . G . . G A T G . 
   AP10 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T . C . . . G . . . . . . A T . . G . . G A T G . 
   AP30 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T . C . . . G . . . . . . A . . . G . . G A T G . 
   AP20 C T C . . G A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T . C . . . G . . . . . . A T . . G . . G A T G . 
 N9 AP16 C T C C T G A T A . A C T A . A . C T . . A . C G T . C C C . G . . . . . . A . . . G . . G A T . . 
 N10 AP11 C T C C . G A T A C A C T A . A . C T . . A . C G T C C C . . G . . . . . . A . . . G . . G . T G . 
 N11 AP17 C T . C . G A T A C A C T A . A . C T . . A . . G T C C C . . G C . . . . . A . . . G . . G . C G . 
 N12 AP12 C T C C . G A T A . A C T A . A . C T . . A . T G T C C . . . G . . . . . . A . . . G . . G A T G . 
 N13 AP24 C T C C . G A T A . A C T A . A . C T . . A . C G T . . A . . G . . . . . . A . . . G . . G A T G . 
  N14 AP18 C T C C . G A T A C A C T A . A C . T . . A . C G T . C C . C G . . . . . . A . . . G . A G . T G . 



 

 

 Continued        Position number                                                                                        
     3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 
     7 9 9 0 0 0 0 1 2 2 3 3 3 5 5 5 6 6 8 8 8 9 9 0 0 0 1 2 2 3 3 4 4 5 6 6 7 7 7 8 8 8 9 9 9 9 9 0 0 1 2 

Specie Network Haplotype 5 6 9 2 5 6 8 7 6 9 2 5 8 0 6 9 2 5 3 6 9 5 8 4 5 7 6 2 8 1 4 3 9 5 1 4 0 3 5 2 8 9 0 1 2 4 7 4 6 0 1 

    AP31 T T T T T A C T T G T T A G G T A G T G G T G T T A T A G G T T T G T G T T G A T G C T T G A C T G A 
   AP26 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP22 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP27 . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AB592799 . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP32 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . G 
   AP2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . G 
 N1 AP1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 

A. physeteris   AP25 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . G C T G A . . . . . G 
   AP21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . G 
   AP14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP28 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AB592798 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . G 
   DQ116432 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP29 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP6 . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G 
 N2 AB592801 . . . . . . T . . . . . . A . C . . . . . . . C . G . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . G 
   AP15 . . . . . . . . . . . . . A . C . . . . . . . C . G . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . G 
  N3 KC342901 G . . . . . T . . T G . . A A . G . . A A . . . . G . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . G T A . G 

A. brevispiculata N4 AP7 A . . C . . T . . T G . . A A . G . C A A . . C . G . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . G T A . G 
  N5 DQ116433 G . . . . . T . . C G . . . A C G . . A A . . . . G C . . . . . . A . . . . . . . . . . . . G T A . G 
   KC342895 . G . . . . T . . T G . T . . C T . . A A . A . . . . T A T . . . A . A . . . G . . . . . A G T A . G 
 N6 KC342896 . G . . . . T . . T G . T . . C T . . A A . A . . . . T A T . C C A . A . . . G . . . . . A G T A . G 
   EU560910 . G . . . . T . . T C . T . . C T . . A A C A . . . . T A T . . . A . A . . . G . . . . . A G T A . G 
 N7 DQ116434 . G . . . . T C . T C . T . . . T . . A A . A . . G . T A T . . . A . A C . . G . . . . . A G . A . G 
   AP8 C A . . C . T . C T C C T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
   AP9 C A . . . . T . C T C . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . C . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
   AP23 C A . . C . T . C T C . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
 N8 AP19 C G C . C . T . C C C . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 

A. paggiae   AP13 C G . . C . T . C T . . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
   AP10 C G C . . . T . C T . . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
   AP30 . G C . C . T . C T . . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
   AP20 . G C . C . T . . T . . T . . C G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
 N9 AP16 C G C . C . T . C T . . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
 N10 AP11 C G . . . . T . C C . . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . A . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
 N11 AP17 . G . . C . T . C C C . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C C . . . . . . . A G T A . G 
 N12 AP12 . . . . C . T . C C C . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
 N13 AP24 A G . . C C T . C C C . T . A . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A . G 
  N14 AP18 . G . . C . T . C T C . T . . . G . . A A . A . . . . T . T . . . A . A C . . . . . . . . A G T A A G 



 

 

 

Table 5. Haplotypes, networks and species identified in the Anisakis morphotype II larvae studied. Alignment of the 137 polymorphic positions 

identified in the amplified 629 bp fragment of the cox2 gene. The apparent fixed differences detected in each of the 3 species are highlighted in 

light grey while the apparent fixed differences in the networks generated by analysis of statistical parsimony are highlighted in dark grey. 
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Capítulo III. Infección experimental de larvas libres y 

enquistadas de Anisakis Tipo I en ratas Wistar. 

 

María del Carmen Romero, Adela Valero. 

 

Resumen 

 En este trabajo se realiza un estudio sobre el papel patógeno de las larvas 

de Anisakis encapsuladas en las vísceras del pez y las que se encuentran libres en la 

cavidad corporal del mismo, mediante la estimación de las lesiones causadas en el 

tracto digestivo de ratas Wistar. Los resultados muestran que el porcentaje de 

lesiones fue mayor (92'9%) en las ratas infectadas con larvas libres que en 

aquellas a las cuales se les administraron las larvas encapsuladas (35'7%), además, 

ninguna de ellas se encontró en la cavidad corporal del animal. 

 
Ars Pharmacéutica 
2010, volumen 51 nº 3 pp 835–839  
doi:10.1111/tmi.12131 
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RESUMEN 

En este trabajo se realiza un estudio sobre el papel patógeno de las larvas de Anisakis encapsuladas en 

las vísceras del pez y las que se encuentran libres en la cavidad corporal del mismo, mediante la 
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porcentaje de lesiones fue mayor (92,9%) en las ratas infectadas con larvas libres que en aquellas a las 

cuales se les administraron las larvas encapsuladas (35,7%), además, ninguna de ellas se encontró en la 
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ABSTRACT 

In this study we performed a research on the pathogenic role of encapsulated Anisakis larvae in the 

viscera of the fish and free larvae in the body cavity of the fish, through the evaluation of the lesions 

induced in the digestive tract of Wistar rats. The results show that the percentage of lesions was higher 

(92.9%) in rats infected with free larvae than in those receiving encapsulated larvae (35.7%), besides, 

none of the larvae was found in the body cavity of the animals. 
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INTRODUCCIÓN 

Las especies del género Anisakis realizan su ciclo biológico en el medio marino, 

infectando a mamíferos, crustáceos, cefalópodos y peces. Estos últimos albergan el tercer estado 

larvario (L3) que llega a ellos al alimentarse de crustáceos o por depredación de otros peces y 

cefalópodos, de menor tamaño, parasitados con la L3. A las pocas horas, las larvas se 

encuentran en la cavidad corporal y comienza su encapsulación aunque en algunas especies 

puede producirse incluso después de los 24 días
1
. En los calamares, las larvas se asientan 

normalmente en la pared externa del estómago, mientras que en los peces estas suelen 

distribuirse principalmente en el hígado y mesenterio, e incluso en cualquier órgano de la 

cavidad corporal. También pueden encontrarse larvas en la musculatura, principalmente en los 

músculos hipoaxiales por ser los primeros con los que se pone en contacto los nematodos en el 

proceso de migración. Las larvas se enrollan en forma de espiral y van formando la capsula a 

partir del tejido conectivo del hospedador. La capa interna de la cápsula es fina y rodea cada 

vuelta de espira del nematodo. En algunas especies de pescado, como la bacaladilla 

(Micromesistius poutassou), muchas larvas se hallan libres en la cavidad corporal. Según 

algunos autores
2,3

, cuando se captura el pecado y muere, parece que existe un proceso de 

desencapsulamiento de las larvas como consecuencia de los cambios post mortem que sufre el 

pescado, ello puede estar influenciado por la localización de las larvas, especies del pez, 

temperatura de mantenimiento, entre otros factores
2,3,4,5,6

. 

La razón por la que algunas especies de peces presentan abundantes larvas libres en la 

cavidad corporal no parece estar netamente definida y es objeto de controversia por parte de los 

investigadores. Desde el punto de vista sanitario es importante conocer los distintos aspectos de 

las larvas de Anisakis relacionados con su poder infectivo. Por ello, en este trabajo se ha 

planteado como objetivo determinar mediante experimentos in vivo si las larvas (L3) 

encapsuladas y aquellas que se encuentran libres en la cavidad corporal del pescado son 

igualmente patógenas. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

1.-Obtención de las larvas de Anisakis. Las larvas se aislaron de bacaladillas 

(Micromesistius poutassou) de procedencia atlántica (península Ibérica), adquiridas en 

diferentes centros comerciales de Granada. Tras su disección se extrajeron las larvas libres que 

se encontraban presentes en la cavidad corporal y a continuación las encapsuladas en el paquete 

visceral que se depositaron en placas de Petri que contenían solución de ClNa al 0,9%. 

 

2.-Estudio in vivo. El ensayo se ha realizado en dos grupos de 15 ratas Wistar hembras 

de 120-130 g de peso. A cada animal se le infectó con seis larvas, las cuales se depositaron 
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directamente en el estómago mediante sonda gástrica, junto con 0,5 ml de solución de ClNa al 

0,9%.
7,8

. Los parásitos se administraron al animal conservando intacta su estructura capsular. 

Las ratas se mantuvieron en ayunas (con agua), en jaulas individuales. A las cuatros horas del 

inicio de la experiencia se sacrificó el animal y se inició la necropsia reglada
9
, comprobando las 

lesiones producidas en el tracto digestivo, así como la localización de cada una de ellas. 

 

3.-Identificación de los parásitos. La identificación morfológica de las larvas libres se 

llevó a cabo al microscopio estereoscópico, después de aislarlas del pescado, previa eliminación 

de los restos del hospedador y lavados con solución de ClNa al 0,9%. En el caso de las larvas 

encapsuladas, el estudio de sus caracteres tuvo lugar después del ensayo in vivo, una vez 

extraídas de las ratas. Teniendo en cuenta los criterios aportados por Berland
10,11

, todas las 

larvas se identificaron como Anisakis tipo I. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los ensayos in vivo realizados con larvas L3 de Anisakis tipo I han mostrado resultados 

diferentes, así, las ratas infectadas con las larvas que se encontraban libres en el pescado 

presentaron un porcentaje de lesiones de 92,9%, localizándose un 17,1% de larvas en la cavidad 

corporal; mientras el grupo de ratas infectadas con las larvas encapsuladas los valores de 

lesiones obtenidos fue de 35,7% y ningún Anisakis se encontró en la cavidad corporal (Gráfica 

1). 

 

 

Gráfica 1. Estudio in vivo de larvas de Anisakis spp. libres y encapsuladas. 

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

Lesiones L. cavidad 

L. libres 

L. encap. 



Romero MC et al. Infección experimental de larvas libres y enquistadas de Anisakis tipo I...             

 

Ars Pharm 2010; 51.Suplemento 3: 835-839. 
 

142 

A pesar de las implicaciones sanitarias que conlleva, se conocen pocos trabajos sobre 

este tema. No obstante, los datos obtenidos en este estudio parecen poner de manifiesto un 

mayor poder patógeno de las larvas libres que aquellas que se hallan encapsuladas. Teniendo en 

cuenta que unas y otras tienen la misma morfología, cabe pensar que el grosor de la capsula que 

rodea a los parásitos le impida, en algunos casos, salir de ella y por tanto queden atrapados. Este 

hecho, se traduce en una falta de contacto parásito-pared gastrointestinal y en consecuencia en 

la ausencia de lesiones. Otro aspecto importante es que ninguna de las larvas encapsuladas que 

produjeron lesiones en las ratas, fueron capaces de atravesar la pared del tracto digestivo, sólo 

se encontraron fijas en la pared gástrica y nunca en cavidad. Según Mikhailova et al.
12

 y 

Prusevich
13

, la cápsulas más viejas pueden albergar la larva muerta y con el tiempo llegar a 

calcificar. Estos mismos autores indican que estas cápsulas son de menor tamaño, sin embargo, 

las utilizadas en nuestras experiencias no mostraban diferencias ni en el tamaño ni en el color e 

igualmente, todas las larvas presentaban un alto grado de movilidad. 

 

Trabajo financiado por el proyecto: P07-CVI-03249. 
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Capítulo IV. Actividad del aceite esencial de Matricaria 

chamomilla frente a la anisakiasis. 

 

María del Carmen Romero, Adela Valero, Joaquina Martín-Sánchez, María 

Concepción Navarro-Moll. 

 

Resumen 

El aumento de los casos diagnosticados de anisakiasis y la ausencia de 

tratamientos eficaces, hace necesario la búsqueda de nuevos compuestos activos 

contra las larvas L3 de Anisakis. La eficacia biocida mostrada por varios aceites 

esenciales (A.E.) contra diferentes patógenos, nos llevó a estudiar el A.E. de 

Matricaria chamomilla y dos de sus principales componentes (camazuleno y -

bisabolol) contra las larvas L3 de Anisakis tipo I. La actividad del A.E. de M. 

chamomilla, camazuleo y-bisabolol fue establecido mediante ensayos in vitro e in 

vivo. El A.E. a la concentración de 125mg/ml, causó la muerte de todos los 

nematodos, que mostraron cambios en la cutícula y ruptura de la pared intestinal. 

En los ensayos in vivo, solo el 2'2% ±1'8 de las ratas infectadas con el A.E. de M. 

chamomilla mostraron lesiones en la pared gástrica en comparación con el 93'3% 

±3'9 del control. Camazuleno fue ineficaz mientras que en los ensayos in vitro -

bisabolol mostró una mayor actividad larvicida en comparación con el A.E., pero 

resultó menos activo in vivo. Estos hallazgos sugieren que la actividad larvicida 

puede ser resultado de la acción sinérgica de diferentes compuestos del A.E. de M. 

chamomilla. Ninguno de los productos analizados indujeron daño irritativo en los 

tejidos intestinales. En conclusión, el A.E. de M. chamomilla es un buen candidato 

para una mayor investigación como agente biocida contra Anisakis tipo I. 

 
 
Phytomedicine  
2012, volumen 19 pp 520–523  
doi:10.1016/j.phymed.2012.02.005   
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  increase  in  diagnosed  cases  of  anisakiasis  and  the  virtual  absence  of  effective  treatments  have
prompted  the  search  for  new  active  compounds  against  Anisakis  L3 larvae.  The  biocidal  efficacy  against
different  pathogens  shown  by various  essential  oils  (EO)  led  us to  study  the  Matricaria  chamomilla  EO
and  two  of  its  main  components  (chamazulene  and  �-bisabolol)  against  the  L3 larvae  of  Anisakis  type  I.
The  activity  of  M.  chamomilla  EO,  chamazulene  and  �-bisabolol  was  established  by in  vitro  and  in vivo
experiments.  The  EO  (125  �g/ml)  caused  the  death  of  all nematodes,  which  showed  cuticle  changes  and
intestinal  wall  rupture.  In  the  in  vivo assays,  only  2.2%  ± 1.8  of  infected  rats  treated  with  M.  chamomilla  EO

showed  gastric  wall  lesions  in  comparison  to  93.3%  ± 3.9 of  control.  Chamazulene  was  ineffective,  while
�-bisabolol  showed  a  high  activity  to  that  of  the EO  in  vitro  tests  but  proved  less  active  in vivo.  These
findings  suggest  that  the  larvicidal  activity  may  result  from  the  synergistic  action  of  different  compounds
of  M.  chamomilla  EO.  Neither  of  the  tested  products  induces  irritative  damage  in  the  intestinal  tissues.
In  conclusion,  M. chamomilla  EO  is a good  candidate  for  further  investigation  as  a  biocidal  agent  against
Anisakis  type  I.
ntroduction

Anisakiasis is an especially important health problem in coun-
ries with high fish consumption, and reported cases have increased
xponentially since 1980. Sakanari and McKerrow (1989) gathered
he main causes in their review, pointing to the growth in popu-
arity of raw fish dishes such as sushi. More than a thousand cases
re reported annually in Japan, representing 95% of cases world-
ide Abe et al. (2005). Clinical symptoms and signs develop as a

esult of the inflammatory reaction caused by penetration of larvae
nto the digestive tract wall mucosa. Anisakis larva also has high
llergenic potency and can induce manifestations of hypersensitiv-
ty ranging from urticaria or angioedema to anaphylactic shock as

ell as mixed gastrointestinal and allergic symptoms. Over the past
0 years, the application of molecular techniques has considerably

mproved our knowledge of the taxonomic position of the species of
he Anisakis genre Mattiucci et al. (2009) and of diagnostic aspects.

owever, these advances have not been paralleled by the devel-
pment of more effective treatments of anisakiasis, prompting the
earch for new molecules with possible anti-anisakis activity. Our
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research work group has established a research line on the action
against the L3 larvae of A. simplex exerted by various natural prod-
ucts, especially the essential oils (EO) of different aromatic plants
and the main EO components (Hierro et al. 2004, 2006; Valero et al.
2006; Navarro et al. 2008). In this sense, taking into account the
biocide activity of Matricaria chamomilla EO and its main compo-
nents against various pathogenic agents (Aggag and Yousef 1972;
Franke and Schilcher 2005; McKay and Blumberg 2006; Koch et al.
2008; Morales-Yuste et al. 2010; Tolouee et al. 2010; De Lucca et al.
2011), the objective of the present study was  to examine the activ-
ity of this EO and two of its main components against L3 larvae of
type I Anisakis.

Materials and methods

The  essential oil of M.  chamomilla, collected in the flower
period in the locality of Carboneras (Spain) (GDA 25225, Herbar-
ium of Grenade University), was obtained by hydrodistillation in a
Clevenger-type apparatus, following the method recommended by
the Real Farmacopea Española (2002).

The yield was expressed as the volume of essential oil with
respect to the weight of dried plant distilled (% v/w). The isolated

oil was  dried over anhydrous sodium sulphate and stored at 4 ◦C.

The  composition of EO (essential oil) was analyzed by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) using a Hewlett-
Packard GC/MS 5973/6890 system. DB5 cross-linked 5%-PH-95%

dx.doi.org/10.1016/j.phymed.2012.02.005
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09447113
http://www.elsevier.de/phymed
mailto:cnavarro@ugr.es
dx.doi.org/10.1016/j.phymed.2012.02.005
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E  siloxane (HP-5MS 30 m × 0.25 mm × 0.25 �m film thickness)
nd polyethylene glycol (HP-Innowax 30 m × 0.25 mm  × 0.25 �m
lm thickness) fused capillary columns were used, with helium
s carrier gas (flow rate = 1.2 ml/min). Oven temperature was  kept
t 65 ◦C for 3 min  and raised to 210 ◦C at 3.5 ◦C/min; then kept at
10 ◦C for 30 min. Split ratio was adjusted to 1:70. Injector and
etector were at 250 ◦C. Mass spectra were acquired in electron

mpact mode (70 eV). Components were identified by mass spec-
ral fragmentation, by comparing Kovats-calculated (Dabrio 1973)
etention indices with those of known constituents and by using a
ass spectral matching library search system (Adams 2001).

n  vitro larvicidal activity

Three  concentrations of EO and two of its main components
chamazulene (Extrasynthese, >90% chromatographic purity grade)
nd (−)-�-bisabolol (Sensient Fragrances, 96.2% chromatographic
urity grade)] were prepared with 96% ethanol: 12.50 mg/ml;
.50 mg/ml, or 3.25 mg/ml.

L3 larvae of Anisakis type I were collected by dissecting Microme-
istius poutassou (blue whiting), selecting only larvae with a
ength > 2.0 cm.  Larvae were axenised in antibiotic solution (Iglesias
t al. 1997), introduced into polystyrene plate wells with 2 ml
f sterile solution of 0.9% NaCl and 20 �l of each dilution of test
ompound, and then incubated at 36 ◦C in 5% CO2 atmosphere. As
ontrols, larvae were assayed without test compound under identi-
al experimental conditions. The final concentrations of the tested
ompounds were: 125 �g/ml; 65 �g/ml, and 32.5 �g/ml. Each dilu-
ion was tested three times on larvae from fish captured on different
ays.

Larvae were examined under stereoscopic microscope at 4 h, 8 h,
4 h and 48 h to test the biocidal effect of the compound. Larvae
ith no mobility at all were considered dead. Mortality of these

arvae was verified by absence of infectivity after administration
y gastric probe to animals (Wistar rats)

istological study
Conventional histological methods were used to detect damage
n the dead larvae, which were transferred from the wells into tubes

ith 10% formalin buffer, staining 1 (m thick sections with toluidine
lue.

ig. 1. Stereoscopic microscope images of L3 larvae of A. simplex treated with (a) Matric
uticle and the broken arrows alterations in the digestive tract of the nematode.
icine 19 (2012) 520– 523 521

In vivo larvicidal activity

Selection  of the dose (46.9 mg)  was based on earlier findings by
our research group (Hierro et al. 2004, 2006; Valero et al. 2006;
Navarro et al. 2008); dilutions were in 0.5 ml  olive oil (vehicle).
Female Wistar rats weighing around 150 g were infested with six
L3 of Anisakis type I by gastric probe. Test compounds were simul-
taneously administered using the same procedure. Three groups of
fifteen rats were used for each product (EO and (−)-�-bisabolol,
one of the four stereoisomers of this compound). A control test was
performed in three groups of 15 animals, infesting each with six L3
of Anisakis type I in 0.5 ml  olive oil but without administering a test
product. Regulated necropsy of the rats was performed (Feldman
and Seely 1988), recording the locations of the larvae, whether they
were alive or dead and the presence of any gastrointestinal lesions.

Measurement of tissue myeloperoxidase (MPO) activity

Because EO tend to irritate the mucosa, we investigated the
presence of local inflammatory reaction in the gastrointestinal
tract after administration of the test compound (46.9 mg), using
the method of Krawisz et al. (1984) to measure the MPO  activity
(marker of neutrophilic infiltration).

Statistics

For the measurements of in vitro and in vivo larvicidal activ-
ity, the results are presented as mean percentages ± SEM of three
independent experiments. In the case of MPO, a logistic regression
analysis was  used to test for differences between groups. Differ-
ences were considered statistically significant when p < 0.05. SPSS
15.0 (SPSS, Chicago, IL) was used for the data analyses.

Results

The EO yield was  0.4%, v/w (mean of four determinations).
We detected 130 compounds in Matricaria chamomilla EO;  the
main components were: E-�-farnesene (4.68%), �-bisaboloxide
B (8.44%), (−)-�-bisabolol (5.90%), chamazulene (1.85%) and

bisaboloxide A (49.02%). Only two of the main components (�-
bisabolol and chamazulene) of M. chamomilla EO were assayed
in the in vitro tests, because the other major components of this
EO were not available. At 125 �g/ml, the EO was effective in vitro

aria chamomilla EO and (b) �-bisabolol. Solid arrows indicate the damage on the
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Fig. 2. Histological sections of L3 larvae of A. simplex treated with (a) Matricaria chamomilla EO and (b) �-bisabolol. Solid arrows indicate changes in the digestive tract and
broken arrows alterations in the muscle cells.

Table 1
Values of MPO  in stomach, intestine and cecum in the groups treated with olive oil (control), chamomille EO, and �-bisabolol; mU = milli units of MPO; prot. = protein.

Stomach Intestine Cecum
MPO  (mU/g prot.) MPO  (mU/g prot.) MPO  (mU/g prot.)

Control (0.5 ml  olive oil) 574.72 4759.92 3088.24
Chamomille  EO (46.9 mg/0.5 ml)  1486.80

p < 0.001
2397.06
p = 0.019

2712.3
p = 0.122
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�-Bisabolol (46.9 mg/0.5 ml)  761.52
p < 0.001

gainst L3 larvae of Anisakis type I, achieving 100% mortality at the
rst reading (4 h). At the remaining concentrations, M. chamomilla
O was completely ineffective against the Anisakis type I L3 lar-
ae. Treatment with �-bisabolol achieved 100% mortality at all
oncentrations assayed according to the methodology previously
escribed: the larvae recovered showed no infectivity in any of the
ases. Chamazulene was ineffective at all concentrations. Changes
n the cuticle and digestive tract of L3 larvae treated with M.
hamomilla EO or �-bisabolol were observed under stereoscopic
icroscope (Fig. 1) and confirmed by histological study results;
uscle cell alterations were also detected in the L3 larvae treated
ith M.  chamomilla EO (Fig. 2).

Given the absence of effect of chamazulene in studies in vitro,
nly the EO and �-bisabolol were tested in vivo. Gastric lesions
ere observed in 2.2% ± 1.8 of EO-treated animals, 5.5% ± 3.2 of �-

isabolol-treated animals, and 93.3% ± 3.9 of controls. In relation
ith the larvae isolated from the digestive tract, 23.9% ± 5.6 and

.4% ± 2.2 were dead in the case of rats treated respectively, with
ssential oil and �-bisabolol. In the control, all isolated larvae were
live. In any case we have observed significant changes in the MPO
alues (Table 1).

iscussion

According  to Singh et al. (2011), the essential oil obtained by us
rom the floral chapters of M.  chamomilla belongs to the chemotype
, in which the bisaboloxide A appears as its main component. We
eport here, to our best knowledge for the first time, the in vitro
ctivity of M.  chamomilla EO against the L3 larvae of Anisakis type
, which was found to be 100% at 125 �g/ml. This high mortality
ate appears to result from damage caused to the cuticle, mus-

ular cells and digestive apparatus of the parasite (Figs. 1 and 2).

e did not perform studies to determine the mechanism underly-
ng the observed action, but authors have emphasized the role of
ydrophobia/lipophilia in the biocidal action exerted by terpenic
1243.08
p < 0.001

1351.78
p < 0.001

components  of EO. Sikkema et al. (1995) related their effect to their
toxic capacity against microorganisms, whose cytoplasmic mem-
brane has low permeability for charged and polar molecules, while
apolar compounds (e.g., monoterpenes and sesquiterpenes) can
readily penetrate the lipidic bilayer, whose hydrophobic interior is
a perfect matrix for lipophilic molecules. Interaction between the
EO components and bacterial membranes produces major struc-
tural changes, and the accumulation of these compounds in the
hydrophobic part of the membranes modifies their permeability,
sometimes causing swelling (Sikkema et al. 1995; Carson et al.
2002; Burt 2004). According to Juven et al. (1994) and Sikkema et al.
(1995), this interaction has two possible mechanisms of action:
by accumulation in the lipidic bilayer, distorting the lipid–protein
interaction; or binding the hydrophobic parts of the membrane
proteins. All the above will eventually result in cell death.

On  the other hand, the biological effects of EO directly depend on
their composition. Matricaria chamomilla EO includes �-bisabolol
and chamazulene, which have both demonstrated biocidal activ-
ity (Cwikla et al. 2010). In the present study, chamazulene was  not
active against L3 larvae, whereas �-bisabolol caused the death of
100% of the parasites at the three concentrations studied. Under
stereoscopic microscope, �-bisabolol-treated larvae showed alter-
ations in cuticle and in digestive apparatus, more marked in the
ventricular area, which were not observed after chamazulene treat-
ment. Our findings are consistent with reports on the biocidal
activity of �-bisabolol against other pathogen organisms; thus,
Brehm-Stecher and Jonson (2003) found that a low concentration
(0.5 mM)  �-bisabolol modified the permeability of Staphylococ-
cus aureus and Escherichia coli membranes. Pauli (2006) reported
that �-bisabolol from M. chamomilla may  inhibit fungal growth via
specific inhibition of ergosterol biosynthesis, probably by inhibit-

ing one of the enzymes responsible for the formation of farnesyl
pyrophosphate (FPP) precursors (Arruda et al. 2005).

In  relation to the in vivo activity of M.  chamomilla EO and �-
bisabolol, the results obtained show that only 2.2% ± 1.8 of animals
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reated with M.  chamomilla EO plus L3 larvae of Anisakis type I
howed gastric lesions versus 93.3% ± 3.9 of controls treated with
arvae alone; although only 23.9% ± 5.6 of larvae were dead, the
ffect of the EO may  be explained not only by a larvicidal effect
ut also by an EO-induced reduction in the L3 infective capac-

ty. Although the percentage of animals with lesions was  higher
5.5% ± 3.2) with �-bisabolol than with the EO, it was considerably
ower in both groups treated than in controls. Furthermore, unlike

ith the EO, the percentage of dead larvae was only 4.4% ± 2.2,
uggesting that the EO produces greater damage to the cuticle, mus-
ular cells and digestive apparatus of the nematode in comparison
o �-bisabolol. Based on these findings, we postulate that compo-
ents other than �-bisabolol are mainly responsible for the biocidal
ffect observed against L3 larvae of Anisakis type I.

These in vitro and in vivo data and the very low toxicity of M.
hamomilla EO (Tisserand and Balacs 1995) support its use in the
reatment of anisakiasis. Further research is required to establish
he potential benefits of combining M.  chamomilla EO with other
ntianisakiasis agents, given the demonstrated synergistic effect
f different EO components with various chemotherapeutic agents
Rosato et al. 2007, 2008; Wagner and Ulrich-Merzenich 2009).
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 Capítulo V. Menta (Mentha piperita) y albendazol frente a la 

anisakiasis en un modelo animal. 

 

María del Carmen Romero, María Concepción Navarro-Moll, Joaquina Martín-

Sánchez, Adela Valero.  

 

Resumen 

Objetivos: La terapia frente a la anisakiasis requiere técnicas invasivas para 

extraer las L3, lo que hace patente la necesidad de buscar un fármaco eficaz frente a 

este nematodo. El objetivo del presente trabajo es comprobar la eficacia del aceite 

esencial de menta y sus principales componente frente al parasito y compararlos 

con albendazol, uno de los fármacos más prescritos frente Anisakis. 

Metodología: Para ello se han realizado ensayos in vitro y un modelo experimental 

con ratas wistar que simula la infección humana. Se ha utilizado la técnica de PCR-

RFLP para identificar A. simplex s.s. y A. pegreffii  y determinar la posible existencia 

de diferencias en su patogenicidad y susceptibilidad al tratamiento.  

Resultados: Tanto en los ensayos in vitro como in vivo, el aceite esencial de menta, 

mentol, mentona y acetato de mentona, mostraron una mayor actividad larvicida 

que albendazol. El 46'7% de las ratas tratadas con albendazol presentaron grandes 

lesiones en estómago, mientras que las tratadas el aceite esencial de menta y sus 

componentes mentol, mentona y acetato de mentilo, no mostraron lesiones en el 

tracto gastrointestinal. 

Conclusiones: Nuestros resultados indican que el tratamiento con el aceite esencial 

de menta o sus componentes es más eficaz que albendazol.  A. simplex s.s. fue el 

responsable principal de las lesiones. 

Artículo enviado a Phytomedicine 
 

 

 

 



Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 

activos frente a la anisakiosis. 
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Peppermint (Mentha piperita) and albendazole against Anisakiasis  in an animal model 

Mª Carmen Romeroa, Mª Concepción Navarrob, Joaquina Martín-Sánchez, Adela Valeroa 

Department of Parasitology, University of Granada, Spaina, and Department of Pharmacology, University of Granada, Spainb 

 

Abstract 

Therapy against anisakiasis requires invasive techniques to extract L3, and an effective drug against this nematode is needed. The 

aim of this study was to determine the efficacy of peppermint essential oil (EO) and its main components against the parasite in 

comparison to albendazole, a drug currently prescribed to treat Anisakis. 

We conducted in vitro experiments and studied an experimental model simulating the human infection in Wistar rats. We used 

polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism to identify A. simplex s.s. and A. pegreffii and determine any 

differences in their pathogenicity and susceptibility to the treatments. 

The in vitro and in vivo experiments both evidenced that the larvicidal activity of peppermint EO, menthol, menthone, and menthyl 

acetate is higher than that of albendazole. Large stomach lesions were observed in 46.7% of the albendazole-treated rats, whereas no 

gastrointestinal lesions were detected in those treated with peppermint EO, menthol, menthyl acetate, or menthone. 

Conclusions: In this animal model, treatment with peppermint EO or its main components was more effective than was treatment 

with albendazole. Lesions were more frequently produced by A. simplex s.s. larvae than by A. pegreffii larvae.  

Keywords: Albendazole, Peppermint Essential Oil, Menthol, Menthone, Menthyl acetate, Anisakiasis. 

 

1. Introduction 

Anisakiasis is a parasitosis that can affect humans through the 

intake of fish infected with Anisakis larvae. Although this disease is 

mainly associated with Eastern cultures, cases have been reported in 

numerous countries, mainly caused by Anisakis type I (Valero et al., 

1992; Umehara et al., 2007; Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 

2011). The diversity and abundance of hosts means that the third larval 

stage (L3) of the Anisakis genus has a cosmopolitan distribution and 

parasitizes numerous fish and cephalopods consumed by humans 

(Pereira-Bueno, 1992; Koie, 1993). Accidental intake of the parasite 

produces important gastrointestinal symptoms and allergic reactions in 

humans (Del Pozo et al., 1997; Daschner et al., 2000). The main 

technique currently employed is fiberscopy, which permits visualizing 

and extracting the parasite from the lesioned area (Bucci et al., 2013; 

Castán et al., 2002). Surgery by laparotomy and resection of the affected 

area is indicated when the larva settles in locations inaccessible to the 

fiberscope and symptoms do not ease or become worse, producing 

perforation, peritonitis, or occlusions (Del Rey, 2003). Various drugs  

 

have been tested against Anisakis spp. (antibiotics, antihistaminics, 

anticholinergics, and/or corticosteroids), but none have proven effective 

(Oshima, 1972; Cocheton et al., 1991; Domínguez-Ortega and Martín-

Cócera, 2000). Numerous authors have proposed that surgery might be 

avoided by treatment with anthelmintics (Bucci et al., 2013; De vera et 

al., 2002; Kim et al., 2006; Moore et al., 2002; Pacios et al., 2005; 

Filauro et al., 2011). These include albendazole, a benzimidazole 

derivative used to treat intestinal parasites, which appears to exert a 

certain activity against Anisakis (Moore et al., 2002; Dziekoeska-

Rynkoet al., 2002; Arias-Díaz et al., 2006). Researchers have tested the 

action of various natural substances against Anisakis larvae in vitro and 

in vivo (Hierro et al., 2004; Lin et al., 2010; Navarro-Moll et al., 2011; 

Romero et al., 2012).   

The objective of the present study was to analyze the effectiveness 

of peppermint essential oil (EO) (Mentha piperita) and its components 

against Anisakis type I in in vitro and in vivo assays, using albendazole 

as reference drug. A further aim was to identify the larvae used in the in 
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vivo study by polymerase chain reaction restriction fragment length 

polymorphism (PCR-RFLP) in order to determine any relationship 

between the larvicidal activity of the compounds and the parasite 

species. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Parasite 

We selected L3 larvae of Anisakis type I sized ≥2 cm with high mobility 

in blue whiting specimens (Micromesistius poutassou) from Galicia 

(Spain) and Portugal. Morphological identification followed the criteria 

of Berland (1961) and Petter and Maillard (1988). 

 

2.2. Mentha piperita EO  

M. piperita EO was obtained by hydrodistillation in a Clevenger-type 

apparatus, following the method recommended by the Real Farmacopea 

Española (2005). The composition of the EO was analyzed by gas 

chromatography/mass spectrometry (GC/MS) using a Hewlett-Packard 

GC/MS 5973/6890 system. Polyethylene glycol (HP-Innowax 30 m x 

0.25 mm x 0.25 μm film thickness) fused capillary columns were used, 

with helium as carrier gas (flow rate = 1.2 ml/min). Oven temperature 

was kept at 65° C for 3 min, raised to 210° C at 3.5° C/min, then kept at 

210° C for 30 min. The split ratio was adjusted to 1:70. Injector and 

detector were at 250° C. Mass spectra were acquired in electron impact 

mode (70 eV). Components were identified by mass spectral 

fragmentation using a mass spectral matching library search system 

(Adams, 2001).  

 

2.3. In vitro larvicidal activity 

Six concentrations of the EO and of three of its main components 

[(menthyl acetate, 94% chromatographic purity grade); menthone, and 

menthol (Sensient Fragrances, 93% and 95% chromatographic purity 

grade, respectively)] were prepared with 96% ethanol: 25.0, 18.75, 15.6, 

12.50, 6.25 and 3.12 mg/ml. Two concentrations of albendazole were 

used, 0.5 and 1 mg/ml, in 0.9% NaCl sterile solution (Albendex 2%, S.P. 

veterinary, S.A.). Albendex ® consists in a suspension of albendazole 

(2%) in purified water. 

After axenizing 12 L3 specimens were individually placed in polystyrene 

plates with 2.0 ml sterile 0.9% NaCl solution and 20 l of the test 

product, followed by incubation at 36° C in 5% CO2 atmosphere; the 

final concentrations of each natural compound were 250, 187.5, 125, 

62.5 and 31.25µg/ml. Two controls were used (0.9% NaCl solution, 

control 1; and 1% ethanol, control 2). Larvae were examined under 

stereoscopic microscope at 4 h, 8 h, 24 h and 48 h to test the biocidal 

effect of the compound. Larvae with no mobility or rupture of 

ventriculus and alteration of the nematode cuticle, at all were considered 

dead. Experiments were conducted in quintuplicate on different days in 

order to rule out other causes of parasite death.  

 

2.4. In vivo assays 

For each compound, we infected 15 female Wistar rats (± 150 g body 

weight) by using a gastric probe with six L3 specimens and the test 

product. The dose was 46.9 mg dissolved in 0.5 ml olive oil (vehicle) for 

the natural compounds, and 5.4 mg/150 g body weight for albendazole 

(adaptation of dose used in humans by Ruckebusch (Ruckebusch, 1977). 

After necropsy at 4 h post-infestation, data were gathered on the larva 

localization, number of alive and dead larvae and the presence of 

gastrointestinal lesions. A parallel control test was also performed, 

administering six L3 larvae in 0.5 ml olive oil to each control animal (n = 

15). Recovered larvae were washed in 0.9% saline solution and 

incubated in polystyrene plates with 2 ml saline solution following the in 

vitro test methodology. We recorded the number of surviving parasites, 

which were then individually stored at -20º C until genetic analysis.  

All experiments were carried out in accordance with European 

Parliament and of the Council of 22 September 2010 (2010/63/UE and 

RD 1201/2005). 

 

2.5. Measurement of tissue myeloperoxidase (MPO) activity 

In order to test whether the products cause mucosa irritation, we 

investigated the presence of local inflammatory reaction in the 

gastrointestinal tract after administering the test compound, measuring 

MPO activity (neutrophil infiltration marker) (Krawisz et al., 1984). 
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2.6. DNA extraction and PCR-RFLP 

After the in vivo study, we identified the species of 50% of the larvae 

recovered at each site (stomach, intestine, and/or cecum) by means of 

PCR-RFLP, extracting genomic DNA with the Real Pure kit (Ref 

RBMEG01). PCR amplification of rDNA fragment ITS1-5.8S-ITS2 

used NC5 (Forward), 5´ GTA GGT GAA  CCT GCG GAA GGA TCA 

TT 3´ and NC2 (Reverse), 5´ TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT 3´ 

(Zhu et al., 1998),  followed by digestion with 10 U/µl restriction 

enzymes Hinf I (Bioron international) and Taq I (Bioron international). 

The digestion product was subjected to 3% agarose gel electrophoresis 

for species identification according to the band pattern (D'Amelio et al., 

2000; Martín-Sánchez et al., 2005). We identified all larvae that 

produced lesions in the abdominal cavity or were attached to the 

gastrointestinal tract. 

 

2.7. Statistical analysis  

The in vivo effectiveness of the different test compounds was analyzed 

by using a non-parametric ANOVA, comparing: the number of lesions 

found in each treatment group, the number of larvae killed by each 

product, the number surviving after the in vivo test and the parasite 

species involved. SPSS 15.0 (IBM, Chicago, IL) was used for data 

analyses, and p ≤ 0.05 was considered significant.  

3. Results  

3.1. Essential Oil 

The EO yield was 1.9% v/w (mean of three determinations). The 

components of Mentha piperita EO were menthyl acetate (68.1%), 

menthone (23.1%), and menthol (< 1%). 

3.2 In vitro tests 

Mentha piperita EO was effective in vitro at 250 g/ml, producing the 

death of 100% of L3 of Anisakis type I by the first reading (4 h). The 

mortality at 187.5 g/ml seem to be above 83% at as early as 48 h. The 

remaining concentrations were not effective against the larvae. At 4 h, 

menthol obtained 100% mortality at the two highest concentrations, 

decreasing to 61.7% mortality at 125g/ml. Menthyl acetate and 

menthone showed very low activity against Anisakis, and the mortality 

at 48 h was below 6% with the highest concentrations (250 g/ml and 

187.5 g/ml) (Fig. 1). Under stereoscopic microscope, all L3 larvae 

showed cuticle and digestive tract alterations that were more marked in 

the larvae treated with the natural products and clearly affected the 

ventricle (Fig. 2). Albendazole showed no larvicidal activity at the 

concentrations studied and produced no visible alterations in larvae until 

after 15 days. 

Figure 1. In vitro activity of albendazole (1 mg/ml), peppermint EO, menthol, menthone and menthyl acetate [(a) 250 g/ml and (b) 187.5 g/ml] against 

Anisakis type I versus controls. The activity is expressed as the mortality. 
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3.3. In vivo tests 

The experimental animals treated with EO or its components showed no 

gastric lesions.  

Almost half of the animals treated with albendazole (46.7%) evidenced 

lesions in stomach and intestine with haemorrhagic areas between 2 and 

21 mm2 (Fig. 3). These lesions were localized in the greater curvature of 

the gastric body and pyloric antrum (85.7%) or in the small intestine 

(14.3%). Larvae were most frequently detected in the stomach in all 

cases (Table 1). Live larvae recovered from the in vivo study were kept 

in sterile saline solution at 36° C. The viability of the larvae that had 

been in contact with the natural products was reduced at 4 h after 

extraction from the rats, whereas those in contact with albendazole 

remained alive for more than 15 days. 

In the control rats, 93.3% had lesions in the stomach ranging from <1 to 

24 mm2 in size; 16.7% of the parasites were localized in the abdominal 

cavity, and 15.5% were attached to the stomach or intestine wall. The 

thorough examination of all animals permitted the localization of 100% 

of larvae used in the experimental infection (Fig. 3). 

In our opinion, the pathogenic effects of the larvae derive from their 

capacity to produce lesions, attaching to the gastric or intestinal wall of 

the animal, or penetrating into the abdominal cavity. The pathogenicity 

of Anisakis L3 was only observed in the control and albendazole-treated 

rats. Thus, EO, menthol, menthyl acetate, and menthone were 

significantly more effective in reducing the pathogenic capacity of the 

larvae in comparison to the control (p<0.001 in all cases) and 

albendazole (p < 0.01) treatments. The number of dead larvae found and 

the shorter survival of the live L3 recovered after the in vivo study, 

confirm the higher larvicidal activity of the natural products in 

comparison to albendazole (p<0.01) and olive oil vehicle alone (p<0.01). 

A smaller number of lesions was observed in the albendazole-treated 

group than in the controls (p<0.01), but these groups did not differ in the 

survival time of the larvae after the in vivo experiments (Fig. 3).  

According to the MPO values, none of the tested products showed 

significant change. These results lead us to consider that no irritative 

damage occur in stomach, small intestine or cecum (Table 2). 

 

Figure 2. Alterations in the ventricle of the larvae due to the action of 

peppermint EO (a) and menthol (b). Damage in the cuticle produced by 

these natural products (c and d). 

 

3.4. PCR-RFLP 

According to the genetic markers (DÁmelio et al., 2000; Martín-

Sánchez et al., 2005), 54.2% (104/192) of the L3 larvae were A. simplex 

s.s., and 29.2% (56/192) were A. pegreffii. Out of the L3 larvae studied, 

14.1% (27/192) showed a hybrid PCR-RFLP band pattern (sum of 

patterns for the two species with both Hinf I and Taq I). This hybrid 

genotype was observed with only one enzyme in 2.6% (5/192) of 

specimens, and the pattern with the other was indistinguishable from A. 

pegreffii. Lesions were more frequently produced by A. simplex s.s. 

(80%) than by A. pegreffii (2.5%). 

 

4. Discussion 

Anisakis represents a public health problem due to the widespread 

distribution, prevalence and degree of parasitization in habitually 

consumed fish (Lin et al., 2010). When humans become infected, the 

larva can penetrate the gastric and intestinal mucosa, producing 

digestive alterations and allergic reactions. Human anisakiasis usually 

evolves favorably in a spontaneous manner, but major damage requiring 

surgery can be produced in the most severe cases, including obstruction, 

perforation, and peritonitis (Oshima et al., 1972). An effective drug 

against this parasite could shorten the clinical course of anisakiasis and 
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prevent the complications of endoscopic and surgical procedures (Lin et 

al., 2010).  

Various drugs have been used against this disease with no clear results. 

Single albendazole doses have shown to be effective for the treatment of 

Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis and Trichuris trichiura36, 

explaining its frequent use to combat human anisakiasis (Kim et al., 

2006; Moore et al., 2002; Pacios et al., 2005; Filauro et al., 2011; 

Pontone et al., 2012).   

At the concentrations studied, albendazole was ineffective in vitro 

against Anisakis and produced no damage to the parasites until after 15 

days. Peppermint EO and menthol both showed 100% effectiveness at 

the highest concentration at 4 h, whereas menthyl acetate and menthone 

displayed a more modest larvicidal effect at 24 h. The high mortality 

obtained with peppermint EO and menthol can be attributed to damage 

caused to the cuticle and digestive apparatus of the parasite (Fig. 2). In 

the in vivo tests, albendazole reduced the percentage of lesions produced 

by the larvae (46.7%; p=0.002) versus controls (93.3%) but showed no 

larvicidal activity, and the recovered larvae remained mobile for more 

than 48 h. These results can be explained by the low solubility of 

albendazole at acid pH (Flórez et al., 2003), which would reduce its 

capacity to inhibit glucose absorption through the cuticle of the parasite 

(Dziekoeska-Rynko et al., 2002; Arias-Díaz et al., 2006). The 

effectiveness of different EOs and their components against Anisakis has 

been demonstrated in various studies, which have reported elevated 

post-treatment parasite mortality (Hierro et al., 2004; Lin et al., 2010; 

Navarro-Moll et al., 2011; Romero et al., 2012; Kasuya et al., 1990). In 

addition, peppermint EO and its main components have demonstrated 

activity against various pathogenic agents (Inouye et al., 2001) and 

parasites, including Echinococcus granulosus, Strongyloides 

venezuelensis and Giardia lamblia (Vidal et al., 2007; Machado et al., 

2010; Carvalho et al., 2012; Maggiore et al., 2012). In the present study, 

no lesions were detected in the gastrointestinal tract and no larvae were 

attached to the digestive tract of infested rats treated with EO, menthol, 

menthyl acetate, or menthone, indicating that the pathogenic capacity of 

the larvae is significantly reduced by these products in comparison to 

albendazole (p<0.01) and control (p<0.001) treatments. The fact that 

menthyl acetate and menthone were active in the in vivo tests but not in 

the in vitro tests can be attributed to the presence of gastric pH (2.5), 

which produces hydrolysis of menthyl acetate, giving rise to menthol, 

and which can reduce ketone group in menthone, with the consequent 

formation of menthol. 

In the in vivo study, larvicidal activity was higher for EO (47.7%) than 

for menthol (12.2%), menthyl acetate (15.1%), or menthone (21.5%) 

(Fig.3). Hence, the larvicidal activity of peppermint EO is attributable to 

a synergic effect of its different components.  

 

Figure 3. The vertical axis represents the percentage of 1. Lesions in 

rats, 2. L3 findings in cavity and attached in stomach, 3. L3 dead, after 

the different treatments in the in vivo study.  

A further issue of interest is the capacity of the larvae to penetrate the 

fish musculature. In this regard, some authors (Suzuki et al., 2010; 

Quiazón et al., 2011; Romero et al., 2013) reported a higher tendency to 

migrate towards the muscle for A. simplex s.s. than for A. pegreffii, and 

this may also be the case for their ability to penetrate the tissue of 

accidental hosts, such as humans, thereby influencing their infective 

power. The PCR-RFLP results in the present study showed that damage 

to the digestive system was more frequently produced by A. simplex s.s. 

than by A. pegreffii (p=0.011), in agreement with the results obtained by 

other authors (Suzuki et al., 2010; Quiazón et al., 2011). 

 

Figure 4. (a) Lesion found in stomach of control rat caused by Anisakis 

type I. (b) Larvae attached to the stomach wall. 
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The MPO values observed in the stomach, small intestine, and cecum 

show that peppermint EO and the other natural products tested do not 

induce irritative damage in these tissues, despite the irritative effect that 

to a greater or lesser extent have the essential oils. This lack of irritative 

effect on the intestinal mucous membrane can be explained by the high 

dilution of peppermint essential oil and its main components 

administered in the in vivo tests. In the case of albendazole, the MPO 

values obtained show no significant differences with controls. 
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Table 2.  MPO values in stomach, intestine, and cecum in the groups 

treated with olive oil (control), peppermint EO, menthol, menthyl 

acetate, menthone, or albendazole; mU = milli units of MPO; prot. = 

protein. 
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Capítulo VI. Actividad de albendazol y los aceites esenciales 

de menta (Mentha piperita) y manzanilla (Matricaria chamomilla) 

frente a Anisakis Tipo I. 

 

María del Carmen Romero, María Concepción Navarro-Moll, Joaquina Martín-

Sánchez, Adela Valero.  

 

Resumen 

Objetivos: Estudiar la posible actividad sinérgica de los aceites esenciales de 

Mentha piperita y Matricaria chamomilla frente Anisakis tipo I.  

Material y métodos: Se ensayó tanto in vitro como in vivo, la actividad larvicida de 

la mezcla de los aceites esenciales utilizando albendazol como fármaco de 

referencia y comparando sus eficacias por métodos estadísticos mediante un 

modelo estadístico. 

Resultados y conclusiones: En los ensayos in vitro, a las concentraciones de 250 y 

187'5 g/ml, la mortalidad de las larvas fue del 100% mientras que albendazol no 

mostró eficacia. In vivo, la mezcla de aceites esenciales fue eficaz, reduciendo las 

lesiones en ratas en comparación con las tratadas con albendazol y control. 

Albendazol no redujo de forma significativa el porcentaje de lesiones producidas 

por las larvas frente al control. 

Discusión: La mezcla de aceite esencial de menta y manzanilla podría ser candidata 

para su uso en el tratamiento/profilaxis de la anisakiasis humana. 
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Capacidad infectiva de las larvas L3 de Anisakis y búsqueda de nuevos compuestos naturales 

activos frente a la anisakiosis. 
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RESUMEN

Objetivos: Estudiar la posible actividad sinérgica de los aceites esenciales de Mentha piperita y 
Matricaria chamomilla frente Anisakis tipo I. 

Material y métodos: Se ensayó tanto in vitro como in vivo, la actividad larvicida de la mezcla de los 
aceites esenciales utilizando albendazol como fármaco de referencia y midiéndo su eficacia mediante 
un modelo estadístico.

Resultados: En los ensayos in vitro, a las concentraciones de 250 y 187.5 µg/ml, la mortalidad de las 
larvas fue del 100% mientras que albendazol no mostró eficacia. In vivo, la mezcla de aceites esenciales 
fue más eficaz, reduciendo las lesiones en ratas en comparación con las tratadas con albendazol y 
control. Albendazol no redujo de forma significativa el porcentaje de lesiones producidas por las 
larvas frente al control.

Conclusión: La mezcla de aceite esencial de menta y manzanilla podría ser candidata para su uso en 
el tratamiento/profilaxis de la anisakiasis humana.

PALABRAS CLAVE: Anisakis, Albendazol, Manzanilla, Menta, PCR-RFLP.

ABSTRACT 

Aim: We have studied the possible synergistic activity of the essential oils of Mentha piperita and 
Matricaria chamomile against Anisakis type I.

Materials and methods: the larvicidal activity of the mixture of essential oils was tested in vitro and 
in vivo, using as a reference the drug Albendazole and effectiveness measured through a statistical 
model. 

Results: The in vitro and in vivo experiments both evidenced that the larvicidal activity of essential 
oils, was higher than the Albendazole activity. In the in vitro assay, at concentrations of 250 and 187.5 
µg/ml, the mortality was 100% with the mixture of essential oils while albendazole was ineffective 
at the concentrations studied. In the in vivo assay, the mixture of essential oils, was significantly more 
effective in the reduction of numbers of lesions with rats in comparison to albendazole treatments 
and  control. Albendazole did not significantly reduce the percentage of lesions caused by larvae vs. 
control. 

Conclusion: Considering the results, we have come to the conclusion that the mixture of peppermint 
essential oils and chamomile could be used in the treatment/prophylaxis of human Anisakis.

KEY WORDS: Anisakis, Albendazole, Chamomile, Mentha, PCR-RFLP.
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INTRODUCCIÓN

Las especies del género Anisakis son parásitos de animales 
marinos que pueden causar zoonosis en el hombre. En su 
tercer estadio (L3) las larvas llegan al hombre al ingerir 
pescado crudo o semicrudo. Las manifestaciones clínicas 
tienen lugar después de que las larvas penetren en la 
pared del tubo digestivo, lo que puede conducir a cuadros 
digestivos y alérgicos. Aunque no se dispone de evidencia 
suficiente, en el caso de clínica digestiva, se han utilizado 
inhibidores de la secreción gástrica por el conocido efecto 
positivo que el pH ácido tiene sobre el desarrollo de la larva1. 
También se han usado corticoides para reducir el edema 
parietal, antibióticos y distintos antihelminticos, sobre 
todo el albendazol2. Productos naturales, como distintos 
aceites esenciales (A.E.) y sus principales componentes3-6, 
han sido activos in vitro e in vivo frente a larvas de Anisakis. 
De lo expuesto, se desprende la necesidad de disponer 
de un fármaco capaz de aliviar los síntomas digestivos 
provocados por este nematodo, y evitar en algunos casos 
la endoscopia o cirugía. 

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la posible 
actividad sinérgica in vitro e in vivo de los aceites esenciales 
de Mentha piperita y Matricaria chamomilla frente las L3 de 
Anisakis tipo I, utilizando albendazol como fármaco de 
referencia y midiéndose su eficacia mediante un modelo 
estadístico. Las larvas utilizadas in vivo se identificaron 
mediante PCR-RFLP.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se han empleado larvas L3 de Anisakis tipo I de un tamaño 
>2 cm, obtenidos de bacaladillas (Micromesistius poutassou) 
procedentes del norte de España y de Portugal. En las 
diferentes experiencias se han utilizado una mezcla de 
aceites esenciales de menta y manzanilla (1:1) obtenidos 
por hidrodestilación7.

Estudio in vitro

Se prepararon cinco disoluciones alcohólicas (alcohol 
de 96º) de la mezcla de aceites esenciales: 25,0; 18,7; 15,6; 
12,5; 6,25 y 3,12 mg/ml. Para albendazol se utilizó 2 ml 
a las concentraciones de 0,5 y 1 mg/ml en 0,9% de NaCl 
(Albendex® 2%, S.P. veterinaria, S.A.). La axenización de 
las larvas se realizó en campana de flujo laminar durante 
20 minutos con solución antibiótica cuya composición por 
cada 10 ml es: sulfato de gentamicina 80mg; anfotericina 
0,625 mg; Penicilina 10.000 U.I. y solución de Hank’s 4,5 
ml. (Iglesias et al., 1997). Posteriormente, se introdujeron 
individualmente en placas de poliestireno con 2,0 ml de 
NaCl 0,9% y 20 µl de producto. Las concentraciones finales 
ensayadas fueron: 250; 187,5; 125; 62,5 and 31,25 µg/ml y 

posteriormente se incubaron a 36° C con una atmosfera 
al 5% de CO2. Se utilizaron dos controles, uno de NaCl 
al 0,9% (control 1) y otro de etanol al 1% (control 2). Las 
experiencias se realizaron por quintuplicado, en distintos 
días, para descartar que la muerte del parásito fuese 
debida a otras circunstancias. La mortalidad de las larvas 
fue observada bajo microscopio esteroscopico a las 4, 8, 24 
y 48 h del inicio de la experiencia.

Estudio in vivo

Se infectaron 15 ratas hembras Wistar (150 g de peso), 
mediante sonda gástrica con 6 larvas y 46,9 mg de la mezcla 
de aceites esenciales en 0,5 ml de aceite de oliva (vehículo). 
Para albendazol, se utilizó la dosis humana de 400 mg/
día v.o.8, adaptándola a ratas en función de su peso según 
Ruckebusch9. A las 4h se sacrificó el animal10 anotándose 
la localización de las larvas, número de parásitos vivos/
muertos y número de lesiones. El control se realizó 
siguiendo la misma metodología y usando como vehículo 
0,5 ml de aceite de oliva. Las larvas recuperadas se lavaron 
e incubaron en placas de poliestireno con 2 ml de NaCl al 
0,9%, anotándose la supervivencia de los parásitos durante 
15 días atendiendo a criterios de movilidad. Posteriormente 
se conservaron -20ºC. Todos los experimentos con animales 
de laboratorio se realizaron siguiendo la normativa 
2010/63/EU del Parlamento Europeo y del Consejo de 
la Unión Europea, de 22 de septiembre de 2010 y R.D. 
1201/2005. 

Tras el estudio in vivo, se identificaron por PCR-RFLP el 
50% de L3 las larvas recuperadas según su localización en 
los animales (estómago, intestino y/o ciego) mientras que 
las que estaban clavadas en la mucosa gástrica o localizadas 
en la cavidad corporal fueron identificadas en su totalidad. 
La amplificación del fragmento ITS1-5.8S-ITS2 de ADNr 
se realizó con los cebadores NC5 y NC2 descritos por 
Zhu et al.11. A continuación se utilizaron las enzimas de 
restricción Hinf I y Taq I (Bioron international) siguiendo 
las recomendaciones del fabricante. En la identificación 
de las especies se siguieron los patrones descritos por 
D’Amelio et al.12.

Para verificar la eficacia in vivo de los aceites esenciales 
se realizó un análisis de los datos mediante ANOVA no 
paramétrica (SPSS 15.0., Chicago, IL) comparando el número 
de larvas muertas, lesiones encontradas, supervivencia tras 
el ensayo in vivo, y la especie del parásito. Se consideraron 
significativos los valores de p ≤ 0,05. 

RESULTADOS

In vitro
La mezcla de aceite esencial fue eficaz a las concentraciones 
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de 250 y 187 µg/ml ocasionando el 100% de mortalidad de 
las larvas de Anisakis tipo I a las 4h (tabla 1). La mortalidad 
disminuyó a la concentración de 125 µg/ml, muriendo 
todas las larvas a las 48h (Tabla 1). Finalmente el producto 
no resultó eficaz a la concentración de 62,5 y 31,2 µg/ml. 
Albendazol no mostró ninguna actividad hasta pasados 15 
días.

In vivo

El 93,9% de las ratas control presentaron lesiones en el 
estómago con áreas hemorrágicas comprendidas entre 
1-24 mm2, mientras que con albendazol casi la mitad de 
los roedores (46,7%) mostraron lesiones gástricas muy 
similares. En los animales tratados con la mezcla de aceite 
esencial, sólo el 33,3% de las ratas presentaron lesiones, 
sobre todo en el estómago (67,7%). El 8,9% de las larvas 
no fueron recuperadas. La distribución en las ratas de 
las distintas especies identificadas se encuentra en la 
tabla 2 El tratamiento con la mezcla de aceites esenciales 
no sólo redujo el número de lesiones respecto al control 
y albendazol, (p=0,002 y p=0,137 respectivamente), sino 
también la viabilidad de las larvas recuperadas de los 
roedores (p<0,001). En el estudio estadístico no se encontró 
relación ente la especie de las larvas y susceptibilidad 
al producto (p=0,34), siendo A simplex s.s. y genotipos 
híbridos más patógenos que A. pegreffii (p=0,022).

Tabla 1. Supervivencia media in vitro  de L3 de Anisakis a 
diferentes concentraciones de la mezcla de aceite esencial 
de menta y manzanilla.  

Concentración Nº L3

Supervivencia media (%)                 
4h 8h 24h 48h

250 µg/ml 60 0 0 0 0
187,5 µg/ml 60 0 0 0 0
125 µg/ml 60 60 31,7 15 0
62,5 µg/ml 60 91,6 86,7 81,7 81,7
31,2 µg/ml 60 100 100 100 100

Tabla 2. Distribución e identificación de L3 de Anisakis recuperadas del estudio in vivo para cada compuesto estudiado.

Vivas Muertas

Productos Control Albendazol A.E. Menta-
manzanilla

Control Albendazole EO Menta-
manzanilla

Cavidad

A. simplex 25,4%  (15/59L3) 6,4% (3/47L3) - - - -

A. pegreffii - 2,1% (1/47L3) - - - -

Hibridos A.  
simplex/A. 

pegreffii
- 2,1% (1/47L3) 2,1% (1/48L3) - - -

Clavadas

A. simplex 23,7% (14/59L3) - 37.3% (22/59L3) - - -

A. pegreffii - - - - - -

Hibridos A.  
simplex/A. 

pegreffii
- 10,6% (5/47L3) - - - -

Estómago

A. simplex 37.3% (22/59L3) 8,5% (4/47L3) 37,4% (18/48L3) - - -

A. pegreffii - 12,8% (6/47L3) 10,4% (5/48L3) - - -

Hibridos A.  
simplex/A. 

pegreffii
- 4,3% (2/47L3) 6,2% (3/48L3) - - 2,1% (1/48L3)

Intestino

A. simplex 13,6% (8/59L3) 25,5%  (12/47L3) - - - 31,3% (15/48L3)

A. pegreffii - 25,5% (12/47L3) 2,1% (1/48L3) - - -

Hibridos A.  
simplex/A. 

pegreffii
- 2,1% (1/47L3) - - - -

DISCUSIÓN

El albendazol es un antihelmíntico eficaz frente a parásitos 
intestinales,  utilizado por algunos clínicos en la anisakiasis 
humana2,13. En el estudio in vitro, este fármaco resultó 
inactivo frente a los parásitos mientras que la mezcla 
de aceite esencial de menta y manzanilla mostró una 
notable actividad. Esto puede deberse a que la eficacia del 
albendazol es mayor en medios básicos14 y la solución salina 
presenta pH neutro. En el estudio in vivo, la mezcla de A.E. 
de menta y manzanilla, disminuyó de forma significativa 
el número lesiones en ratas respecto al control. En el 
caso de albendazol, aunque redujo de forma significativa 
el porcentaje de lesiones frente al control (p=0,002), no 
mostró actividad larvicida y las larvas recuperadas se 
mantuvieron móviles más de 48 h. Este menor efecto del 
albendazol puede atribuirse a que se comporta como un 
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profármaco que ha de sufrir metabolización hepática para 
dar lugar a la formación del metabolito activo, albendazol 
sulfóxido. Además, presenta baja solubilidad a pH ácido15, 
reduciendo así su posible actividad inhibitoria de la 
absorción de glucosa por la cutícula del parásito14. 

Conclusión: Los datos obtenidos permiten concluir que A. 
simplex y los genotipos híbridos son más patógenas que A. 
pegreffii. La mezcla de aceite esencial de menta y manzanilla 
podría ser candidata para su uso en el tratamiento/
profilaxis de la anisakiasis humana, si bien ello debe ser 
confirmado con estudios clínicos.
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Capítulo VII. Actividad in vitro e in vivo de tres 

sesquiterpenos frente a larvas L3 de Anisakis Tipo I. 

 

María Concepción Navarro-Moll, María del Carmen Romero,  María Pilar Montilla, 

Adela Valero. 

 

Resumen 

Con el fin de investigar el posible uso de derivados terpénicos para tratar la 

anisakiasis causada por larvas L3 de  Anisakis, se estudió la actividad in vitro e in 

vivo de tres sesquiterpenos (nerolidol, farnesol y elemol). Se incluyó un estudio 

histologico de las larvas tratadas in vitro para determinar los daños producidos en 

las mismas y la medición de la actividad de la enzima mieloperoxidasa, en el tracto 

gastrointestinal de rata, tras administrar los sesquiterpenos. En los ensayos in 

vitro, el compuesto más activo frente a las larvas L3 fue nerolidol, seguido por 

farnesol. Ambos causaron la muerte de los nematodos, que mostraron alteraciones 

en la cutícula y ruptura de la pared intestinal. En los ensayos in vivo, solo el 20% de 

las ratas tratadas con nerolidol o farnesol mostraron lesiones en la pared gástrica 

en comparación con el 88'6% del control. De acuerdo con estos resultados, 

nerolidol y farnesol son buenos candidatos para futuras investigaciones como 

agentes biocidas contras las L3 de anisakis tipo I. 
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a b s t r a c t

In order to investigate the possible use of terpenic derivatives to treat anisakiasis caused by L3 larvae of

Anisakis, we studied the in vitro and in vivo larvicidal activity of three sesquiterpenes (nerolidol, farnesol

and elemol). In vitro experiments included the histological study of larval damage and in vivo studies the

measurement of myeloperoxidase activity in rat gastrointestinal tract after administration of the sesqui-

terpenes. In the in vitro assays, the most active compound against the L3 larvae was nerolidol, followed by

farnesol; both caused the death of all nematodes, which showed cuticle changes and intestinal wall rup-

ture. In the in vivo assays, only 20% of infected rats treated with nerolidol or farnesol showed gastric wall

lesions in comparison to 86.6% of control animals. According to these results, nerolidol and farnesol are

good candidates for further research as biocidal agents against L3 larvae of Anisakis type I.

Ó 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Anisakiasis is a widely distributed zoonosis associated with fish

consumption. Most cases have been attributed to infection by

A. simplex s.l. Recent genetic molecular studies by Mattiucci et al.

(2009) and other authors described two clades of the Anisakis

genus. Clade I includes larvae of Anisakis type I (sensu Berland,

1961) with six species, three of which constitute the A. simplex

s.l. complex (Anisakis simplex s.s., A. pegreffii and A. simplex C),

which differ in their genetic structure, biological cycle and geo-

graphical distribution.

Anisakiasis is characterized by an eosinophilic infiltration

which evolves to the formation of granuloma in the digestive tract.

Endoscopic excision of larvae is the most widely reported treat-

ment for acute cases of gastric, duodenum or colon anisakiasis

(Oshima, 1972; Petithory and Marty, 1988; Kasuya et al., 1989;

De Montigni et al., 1991; Plath et al., 2001; Repiso et al., 2003).

In chronic gastric anisakiasis or in severe cases with endoscopically

inaccessible larvae, the most frequent approach is surgery to excise

the affected area (Deardorff et al., 1986; Kwee and Sautter, 1987;

Petithory and Marty, 1988; Repiso et al., 2003). When abdominal

symptoms are not severe, the treatment is usually conservative;

a wide variety of drugs have been prescribed (Matsui et al.,

1985; Verhamme and Ramboer, 1988; Moore et al., 2002; Ramos

et al., 2005), but no comparative data are available on their effec-

tiveness. Some researchers, mainly Japanese, have investigated

the action of traditional natural products against L3 larvae of

Anisakis (Kasuya et al., 1988,1990; Goto et al., 1990; Suzuki et al.,

1994). Our group has established a research line on the in vitro

and in vivo activity of different essential oils and their main com-

ponents against L3 larvae of Anisakis (Hierro et al., 2004a; Valero

et al., 2006; Navarro et al., 2008). The present study analyses the

larvicidal activity of three sesquiterpenes: nerolidol, farnesol and

elemol, which have shown biocidal activity against different

pathogens, including protozoa (Brehm-Stecher and Johnson,

2003; Arruda et al., 2005; Hoet et al., 2006).

2. Material and methods

2.1. Sesquiterpenes tested

Three concentrations of each sesquiterpene (nerolidol, farnesol

and elemol) were prepared with 96% ethanol: 12.50, 6.25 and

3.12 mg/ml. Selection of these concentrations was based on the

study by Kasuya et al. (1990).

2.2. In vitro larvicidal activity

L3 of Anisakis type I were collected by dissecting the fish

Micromesistius poutassou (blue whiting), fished in the Cantabric

sea, and selecting only larvae with a length >2.0 cm. Larvae were

axenised in antibiotic solution (Iglesias et al., 1997), introduced

into polystyrene plate wells with 2 ml of sterile solution of 0.9%

0014-4894/$ - see front matter Ó 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.exppara.2010.09.008
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NaCl and 20 ll of each dilution of test compound, and then incu-

bated at 36 °C in 5% CO2 atmosphere. As controls, larvae were as-

sayed without test compound under identical experimental

conditions. Larvae were examined under stereoscopic microscope

at 4, 8, 24 and 48 h to test the biocidal effect of the compound. Lar-

vae with no mobility at all were considered dead. Each dilution

was tested three times on larvae from fish captured on different

days.

2.3. Histological study

Conventional histological methods were used to detect damage

in the dead larvae, which were transferred from the wells into

tubes with 10% formalin buffer, staining 1 lm thick sections with

toluidine blue.

2.4. In vivo larvicidal activity

Selection of the dose of each compound (46.9 mg) was based on

earlier findings by our research group (Hierro et al., 2004a; Navarro

et al., 2008); dilutions were in 0.5 ml olive oil (vehicle). Female

Wistar rats weighing around 150 g were infested with six L3 of Ani-

sakis type I by gastric probe. Test compounds were simultaneously

administered using the same procedure. Fifteen rats were used for

each compound. A control test was performed in one group of 15

animals, infesting each with six L3 of Anisakis type I in 0.5 ml olive

oil and with no administration of test compound. Regulated nec-

ropsy of the rat was performed (Feldman and Seely, 1988), record-

ing the locations of the larvae, whether they were alive or dead and

the presence of any gastrointestinal lesions.

2.5. Measurement of tissue myeloperoxidase (MPO) activity

Because essential oils tend to irritate the mucosa, we investi-

gated the presence of local inflammatory reaction in the gastroin-

testinal tract after administration of the test compound (46.9 mg),

measuring MPO activity (marker of neutrophilic infiltration) by the

method of Krawisz et al. (1984).

3. Results and discussion

3.1. In vitro assays

At the maximum concentration of 125 lg/ml, all three sesqui-

terpenes tested were effective in vitro against L3 larvae of Anisakis

type I, achieving 100% mortality at the first reading (4 h). Cuticular

alterations were observed under stereoscopic microscope (Fig. 1).

At concentrations of 62.5 lg/ml, the mortality at 4 h was 100%

with nerolidol and elemol but 90% with farnesol. At concentrations

of 31.2 lg/ml, the mortality at 4 h was 100% with nerolidol and

80% with farnesol obtained 80%, while elemol was ineffective at

this time. Because of the high mortality obtained by nerolidol

and farnesol at this concentration, we tested them at half the dose

(15.6 lg/ml), finding no significant reduction in the mortality rates

(Fig. 2). According to these findings; the order of in vitro activity

against the L3 larvae is nerolidol > farnesol > elemol.

Histological studies revealed that nerolidol produced in vitro an

alteration of the nematode cuticle and a rupture of the intestinal

wall of the parasite, while farnesol and elemol only damaged the

cuticle (Fig. 3). Inoue et al. (2004) found that the activity of nerol-

idol and farnesol against Staphylococcus aureus is at least in part

due to their action on its cell membrane. Both nerolidol and farne-

sol showed greater in vitro activity in comparison to the following

monoterpenes investigated by us: cuminic aldehyde, carvacrol, cit-

ral, citronelol, eucalyptol, geraniol, myrcene, perillaldehyde, a and

b pinenes, and ocimene (Hierro et al., 2004a,2004b,2006; Valero

et al., 2006; Navarro et al., 2008).

3.2. In vivo assays

In the in vivo test, gastric wall lesions were observed in 20% of

infected rats treated with nerolidol or farnesol, in 40% of those

treated with elemol, and in 86.6% of those treated with vehicle

(olive oil) alone. Lesions were smaller in all nerolidol and farne-

sol-treated animals than in the control group (Fig. 4), whereas they

were similar between elemol-treated animals and controls. Under

our experimental conditions, the order of their in vivo activity is

nerolidol = farnesol > elemol.

According to the MPO values, farnesol and nerolidol do not in-

duce irritative damage in stomach, small intestine or caecum and

may exert some protective effect on these tissues. There was no

difference in MPO findings between elemol-treated animals and

with controls (Table 1).

The lower level of activity against Anisakis shown by elemol

may be related to its different structure (monocyclic sesquiter-

pene), since both nerolidol and farnesol derive from an acyclic

skeleton. This possibility is supported by the observation of

Priestley et al. (2003) that small structural modifications can have

a large effect on the activity of a molecule by changing its bioavail-

ability and capacity to access action sites.

Our findings are consistent with reports on the biocidal activity

of nerolidol against other pathogen organisms. Hoet et al. (2006)

demonstrated that nerolidol, the main component of the essential

oil of Strychnos spinosa (plant used traditionally in Africa for the

treatment of African trypanosomiasis), has a powerful and

selective effect against Trypanosoma brucei. The biocidal activity

of nerolidol against amastigotes and promastigotes of different

Leishmania species (L. amazonensis, L. braziliensis and L. chagasi)

has also been demonstrated (Arruda et al., 2005); the authors

related this action to its capacity to block the formation of

ergosterol and dolichols 11 and 12 in both forms of Leishmania

(amastigotes and promastigotes), thereby inhibiting one of the

Fig. 1. Cuticular alteration, visible under stereoscopic microscope, in L3 larvae treated in vitro with (a) nerolidol; (b) farnesol; (c) elemol.
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enzymes responsible for the formation of farnesyl pyrophosphate

(FPP) precursors. Other authors, in a study on Plasmodium falcipa-

rum, attributed the action of nerolidol to the elongation of isoprene

chains of dolichols and ubiquinone (Rodrigues Goulart et al., 2004).

Hence, nerolidol may act viamore than one pathway on isoprenoid

derivatives in eukaryotic cells. Lopes et al. (1999) proposed that

nerolidol acts on the trophozoite stage of P. falciparum via compet-

itive inhibition of the biosynthesis of isoprene derivatives (e.g., dol-

ichols), resulting in the inhibition of protein glycosylation. Inoue

et al. (2004) and Brehm-Stecher and Johnson (2003) reported that

Fig. 2. In vitro activity of nerolidol, farnesol and elemol against L3 larvae of Anisakis simplex type I at the lowest concentration tested (31.2 lg/ml). (1) Nerolidol; (2) farnesol;

(3) elemol. Activity is expressed as mortality.

Fig. 3. Histological damage produced in vitro by nerolidol, farnesol and elemol in L3 larvae of Anisakis simplex type I. Continuous arrows indicate cuticular alterations;

discontinuous arrows indicate intestinal alterations. (a) Nerolidol; (b) farnesol; (c) elemol.

Fig. 4. Lesions caused in the stomach by L3 larvae of A. simplex type I. (a) Control group; (b) group treated with nerolidol.
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nerolidol and farnesol acted against Staphylococcus aureus by

increasing its membrane permeability and hence its susceptibility

to different antibiotics.

Based on the above data, two mechanisms can be proposed for

the action of nerolidol and farnesol on L3 larvae of Anisakis type I:

inhibition of the biosynthesis of isoprene compounds indispensible

for protein glycosylation in eukaryotic cells; and an increase in the

permeability of the membrane.

In comparison to the monoterpenic derivatives previously

studied by us (Hierro et al., 2004a,2004b,2006; Valero et al.,

2006; Navarro et al., 2008), nerolidol and farnesol are less active

against L3 larvae of Anisakis type I in vivo in comparison to citral,

citronellol and perillyl aldehyde but are more active than the other

terpenic derivatives tested.

Given these findings on the efficacy and low toxicity of nerolidol

and farnesol, further investigation is warranted into their use as

biocidal agents against L3 larvae of Anisakis type I.
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Table 1

MPO values in stomach, small intestine and caecum of rats treated with nerolidol,

farnesol and elemol. Vehicle: olive oil.

Stomach

(mU/g prot.)

Small bowel

(mU/g prot.)

Caecum

(mU/g prot.)

Control

(0.5 ml olive oil)

8228.9 3640.9 4543.4

Nerolidol

(46.9 mg/0.5 ml)

1126.48

p < 0.001

1219.88

p < 0.001

1257.83

p < 0.001

Farnesol

(46.9 mg/0.5 ml)

2356.56

p < 0.001

2035.26

p = 0.019

1293.32

p < 0.001

Elemol

(46.9 mg/0.5 ml)

6672.8

p = 0.173

5140.65

p = 0.171

3070.08

p = 0.027
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DISCUSIÓN GENERAL. 

La alta prevalencia de larvas de Anisakis en peces de interés comercial 

capturados en aguas de la Península Ibérica, constituye un problema sanitario y 

económico (Abollo et al., 2001; AESAN, 2005). Desde que se publicara en 1991 el 

primer caso de anisakiosis en España por Arenal-Vera et al., se han notificado otros 

muchos, tanto es así, que después de Japón, España ocupa el segundo lugar en 

cuanto a la prevalencia de esta enfermedad (Acebes Rey et al., 1996; Canut et al., 

1996; Cruchaga et al., 1995; FEAD, 2013, López-Vélez, 1992 a, b; Moreno-Ancillo et 

al., 1997; Obispo et al., 2000; Olveira et al., 1999; Valero et al., 1992). Dos de las 

especies que conforman el morfotipo I (A. simplex s.s. y A. pegreffii) han mostrado 

diferente capacidad para invadir los tejidos de los peces, además de ser las 

responsables de la mayoría de los casos de anisakiosis en el hombre (Clavel et al., 

1993; Quiazón et al., 2011; Suzuki et al., 2010). La amplia distribución de estas 

especies en la Península Ibérica, así como de algunas de las  que integran el Tipo II, 

nos ha llevado a estudiar su capacidad patógena en un modelo animal. Al realizar el 

muestreo que nos permitiría recoger las larvas que usaríamos en estas infecciones 

experimentales hemos confirmado que A. simplex s.s. se concentra principalmente 

en aguas atlánticas peninsulares, disminuyendo su presencia conforme nos 

acercamos al Mar Mediterráneo, en el que la especie más prevalente es A. pegreffi. 

Sin embargo, los genotipos híbridos que según algunos autores (Abollo et al., 

2003), se concentraban principalmente en las zonas cercanas al Estrecho de 

Gibraltar, en nuestro estudio no han mostrado una localización específica. En 

cuanto a las larvas Tipo II, se ha podido comprobar que A. physeteris y A. paggiae 

están presentes en las costas de la Península Ibérica aunque con prevalencias 

mucho más bajas (Fernández et al., 2005; Hermida et al., 2012; Mattiucci et al., 

2007; Valero et al., 2000, 2006 a, b). Hemos hallado A. physeteris tanto en aguas del 

Atlántico como del Mediterráneo, aunque predomina en éste último. En el caso de 

A. paggiae, sólo se habían aislado L3 de esta especie en merluzas capturadas en 

aguas de Galicia (Mattiucci et al., 2007; Mattiucci y Nascetti, 2008); sin embargo, en 

el presente estudio esta especie se ha encontrado por primera vez en bacaladillas y 

en diferentes puntos de pesca del Mediterráneo, lo cual amplia su zona geográfica 

y hospedador. Por otro lado, A. brevispiculata, no parece ser muy frecuente en 
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bacaladillas de la Península Ibérica, ya que sólo se ha encontrado un ejemplar de 

procedencia atlántica.  

 Conviene indicar que es difícil la diferenciación morfológica entre las larvas 

pertenecientes a un mismo morfotipo; la confirmación de la especie, en la mayoría 

de los casos, sólo se ha podido realizar gracias a la utilización de técnicas 

moleculares. Las técnicas de PCR-RFLP y la PCR-secuenciación han sido utilizadas 

con anterioridad para tal fin por Cavallero et al. (2011), D'amelio et al. (1999, 

2000, 2010), Martín-Sánchez et al. (2005), Murata et al. (2011) y Quiazon et al. 

(2013). En nuestro caso, la diferenciación entre las distintas especies, se ha basado 

en la utilización de marcadores del ADN ribosómico (ADNr) a través del uso de 

distintos patrones de restricción definidos por la existencia de diferencias fijas 

entre sus secuencias. Así, en el caso concreto de A. simplex y A. pregreffi, viene 

determinada por la existencia de dos únicas diferencias fijas en la secuencia del 

ITS-1 del ADNr, lo que se traduce en distintos patrones de restricción con las 

enzimas Hinf I y Taq I (Ceballos-Mendiola et al., 2010). Estas mismas enzimas 

también se han utilizado para la determinación de las especies del morfotipo II, 

además de la enzima Cfo I. De acuerdo con esta técnica, del total de larvas Tipo I 

analizadas, el 42'1% (80/190 L3) aparecían con el patrón específico de A. simplex, 

el 37'4% (71/190 L3) con el de A. pegreffi y el 20'5% (39/190 L3) con el genotipo 

híbrido (13'74% son híbridos con las dos enzimas y 6'8% con una sola enzima de 

restricción). La interpretación de estos últimos individuos es compleja y aún 

suscita controversia; ya que estos individuos podrían ser el resultado de una 

hibridación entre ambas especies o tratarse de una homogeneización incompleta 

de una región de ADN que está constituida por múltiples copias repetidas (Abollo 

et al., 2003; Farjallah et al., 2008; Marques et al., 2006; Martín-Sánchez et al., 2005; 

Umehara et al., 2006).  

 La PCR-secuenciación del gen cox2 del ADN mitocondrial (ADNm) de las 

larvas Tipo II, ha permitido confirmar la identificación específica realizada con los 

patrones de bandas generados mediante la PCR-RFLP del fragmento ITSI-5,8s-ITS2 

(D’amelio et al., 2000; Cavallero et al., 2011; Murata et al., 2011). Así, en este 

trabajo el 57'1% (24/42 L3) eran A. physeteris, 40'5% (17/42 L3) se identificaron 

como A. paggiae, y 2'4% (1/42 L3) A. brevispiculata.  
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La secuenciación del gen cox2 nos han permitido observar una gran 

diversidad genética dentro y entre las especies del morfotipo II. En las 38 larvas de 

Anisakis morfotipo II, se identificaron 32 haplotipos con 137 sitios polimorficos, 98 

de ellos localizados en más de un haplotipo. Los árboles generados con la 

secuencia cox2 confirmaron la identificación de las larvas por PCR-RFLP del 

fragmento ITS1-5,8s-ITS2 como A. physeteris (22 ejemplares, 17 haplotipos), A. 

paggiae (15 ejemplares, 14 haplotipos), y A. brevispiculata (1 ejemplar, 1 

haplotipo). La morfología de los tres árboles generados por métodos de distancia 

(UPGMA y NJ) así como máxima parsimonia (MP) son muy similares. En ellos se 

diferencian 3 grandes ramas bien soportadas por el análisis bootstrap (valores 

entre 71% y 100%) formadas respectivamente por los haplotipos de A. physeteris, 

A. brevispiculata y A. paggiae, con una mayor relación entre los dos primeros. El 

estudio intraespecífico de la especie A. brevispiculata nos muestra un valor de p-

distancia entre 0'019 y 0'032, y la existencia de 12 a 20 bases diferentes en sus 

secuencias. En el caso de A. physeteris, la p-distancia varía entre 0'002 y 0'04, y en 

sus secuencias se detectan entre 2 y 25 bases diferentes. Respecto a A. paggiae, en 

todos los árboles se generaron dos subramas con valores de bootstrap del 100%. 

En una subrama quedaban agrupados los 14 haplotipos identificados por nosotros 

con valores de p-distancia entre 0'005 y 0'022 (3-24 bases diferentes) y en la otra 

subrama las secuencias depositadas en GenBank (KC342895, KC342896, 

EU560910, DQ116434). Entre los haplotipos integrados en estas dos subramas, el 

valor de p-distancia varió entre 0'040 y 0'061, y se detectaron entre 25 y 38 bases 

diferentes. En este último caso, los valores son similares a los obtenidos por 

Valentini et al. (2006) para las especies hermanas del complejo  Anisakis simplex. 

El hecho de que las diferencias observadas en las secuencias de cox2 sean 

netamente superiores a las observadas en el ITS-2 se debe a que, aunque sus 

secuencias se mantienen relativamente conservadas, la tasa mutagénica del ADNm 

es mayor que la del ADNr debido al estrés oxidativo al que está sometido, por lo 

que suele presentar una mayor variabilidad tal y como se ha podido comprobar en 

diversos estudios realizados sobre distintos parásitos, incluidos los anisakidos 

(Barón et al., 2008; Franco et al., 2010; Nadler y Hudspeth, 2000; Valentini et al., 

2006). Aún así, la gran cantidad de diferencias halladas entre individuos de la 

misma especie podrían representar una variación local o especies hermanas de 
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estas especies, como ya se ha observado en los A. paggiae del archipiélago filipino 

(Quiazon et al., 2013). Esta característica se ha podido observar tanto en A. 

paggiae, como en A. physeteris, y se ha podido constatar en los árboles 

filogenéticos, distintos networks y diferencias fijas. 

Para el estudio de la patogenicidad de las distintas especies de Anisakis se 

han utilizado modelos animales de diversas especies, basados en la infección 

experimental con larvas L3 (Hong y Lee, 1987; Dziekoeska-Rynko et al., 2002; Cho 

et al., 2006, Zuloaga et al., 2013). En nuestro caso, se ha realizado en ratas Wistar, 

ya que estos animales presentan una serie de ventajas: el tamaño del aparato 

digestivo de la rata tiene un calibre adecuado para las larvas, el menor 

requerimiento espacial y de cuidados que otros animales de mayor tamaño y sobre 

todo que el comportamiento y distribución de las larvas L3 de Anisakis es similar a 

los casos humanos (Huang, 2005; Navarro et al, 2008).  

De acuerdo con la definición de poder patógeno considerada en este trabajo, 

los resultados obtenidos indican que éste está asociado a la especie o genotipo al 

que pertenece la larva. Así, del 21'6% de las larvas Tipo I que fueron capaces de 

atravesar, fijarse y/o producir lesión en el tracto gastrointestinal de los animales 

de experimentación, el 10% fueron identificadas como A. simplex s.s., el 7'8% como 

genotipos híbridos y el 3'8% restante como A. pegreffii. De acuerdo con estos datos 

hemos encontrado que el riesgo de penetración de A. pegreffii es menor que el de 

A. simplex s.s., concretamente, un 65% (IC 95%: 11 a 86%). En Japón, la mayoría de 

los casos de anisakiosis humana en los que se ha realizado identificación específica, 

están causados por A. simplex s.s. mientras que en Italia la especie señalada es A. 

pegreffii (D’Amelio et al., 1999; Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 2007, 2011; 

Umehara et al., 2007). Esta última afirmación está fundamentada en la 

identificación molecular, ausencia de A. simplex s.s. en las costas italianas y a que A. 

pegreffi está presente en numerosos peces del Mediterráneo (Mattiucci et al., 

2007). En España, a pesar del incremento de casos de anisakiosis, debidos en su 

mayor parte al consumo de pescado crudo en forma de boquerones en vinagre 

(FEAD, 2013; Repiso Ortega et al., 2003), no se ha identificado en ningún caso la 

especie implicada. En la actualidad, se conocen pocos datos sobre la patología 

producida por cada una de estas especies hermanas en sus diferentes 
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hospedadores. Estudios experimentales realizados en peces por Suzuki et al. 

(2010) y Quiazon et al. (2011) han puesto de manifiesto que existen diferencias en 

la migración hacia el tejido muscular del pez, señalando una mayor tendencia de A. 

simplex s.s. a migrar hacia la musculatura que A. pegreffii. Según estos autores, es 

posible que estas diferencias en la habilidad de penetración en el músculo del pez 

también se manifiesten en la capacidad de penetración en el tejido de 

hospedadores accidentales como el hombre, influyendo por tanto en su poder 

patógeno. De acuerdo con nuestros resultados, la zona de captura de las larvas no 

influye en su capacidad infectiva; sin embargo, el hecho de que en el Mediterráneo 

la especie más frecuente sea A. pegreffii que como hemos puesto de manifiesto en 

el presente trabajo, tiene un poder patógeno inferior al de A. simplex s.s., podría ser 

de interés económico, ya que favorecería la imagen sanitaria de los peces 

capturados en estas aguas. A este respecto, podemos resumir que, según nuestro 

modelo experimental, A. simplex s.s. es una especie más patógena que A. pegreffii, lo 

cual sumado a su mayor capacidad de penetración en la musculatura del pez 

(Suzuki et al., 2010; Quiazon et al., 2011), justificaría que la mayoría de los casos 

humanos se deban a esta especie, incluso en áreas donde A. pegreffii es 

predominante (Umehara et al., 2007). 

Siguiendo el mismo criterio de patogenicidad, en el caso de las larvas Tipo 

II, tan sólo el 7'1% (4/56) fueron capaces de producir daños en los animales de 

experimentación, dos larvas de A. physeteris y dos de A. paggiae. Estos resultados 

indican que ambas especies pueden actuar como agentes etiológicos de la 

anisakiosis ya que son capaces de penetrar e incluso perforar la pared gástrica. Sin 

embargo, de las 4 larvas que produjeron patología sólo dos de ellas, identificadas 

respectivamente como A. physeteris y A. paggiae, dieron daños vasculares visibles, 

si bien de un tamaño más reducido que las generadas por las Tipo I.  

La única larva identificada como A. brevispiculata no mostró ninguna 

actividad patógena.  

Al comparar estos resultados con los obtenidos en las larvas Tipo I, se 

observa que el potencial patógeno de estas últimas es más elevado (p<0'001). Así 

A. physeteris y A. paggiae muestran respectivamente una capacidad para penetrar la 

mucosa gástrica un 93% (CI 95%:  57 - 99%) y 91% (CI 95%: 42 - 99%) menor que el 
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de A. simplex s.s. No obstante, el poder patógeno de estas especies del morfotipo II es 

similar al de A. pegreffii. Aunque las larvas Tipo II pueden suponer un problema de 

Salud Pública al localizarse prácticamente en todas las costas peninsulares, su baja 

prevalencia en el pescado, junto con la menor capacidad patógena mostrada en el 

estudio, explicaría por qué casi la totalidad de casos de anisakiosis humanas 

identificadas hasta el momento, están producidos por larvas Tipo I (Clavel et al., 

1993; Fumarola et al., 2009; Mattiucci et al., 2011, 2013; Repiso et al., 2003; 

Umehara et al., 2007). 

En resumen podríamos decir que el potencial patógeno de las larvas de 

Anisakis Tipo I y II quedaría en el siguiente orden: 

 

A. simplex s.s. > A. pegreffii = A. physeteris = A. paggiae > A. brevispiculata 

  

 Otro hecho a considerar es la situación de las larvas en el pescado. Es decir, 

si son igualmente patógenas las encapsuladas en vísceras o las que se encuentran 

libres en la cavidad corporal del pescado. Los resultados obtenidos en nuestro 

trabajo muestran cómo las larvas encapsuladas parecen tener un comportamiento 

diferente, ya que ninguna de ellas atravesó la pared gastrointestinal, aunque sí 

fueron capaces de fijarse en la mucosa gástrica y producir daños vasculares. Por 

tanto, aunque las larvas libres en vísceras son más patógenas que las enquistadas 

(p<0'001); en ambos casos se puede producir enfermedad y, en consecuencia, las 

medidas profilácticas no deben diferir. Sin embargo, este hecho puede tener 

repercusión desde el punto de la actuación del clínico, ya que la endoscopia es la 

técnica de elección si la larva se encuentra clavada en la pared del estómago, 

duodeno o colon. Por el contrario, cuando se asienta en localizaciones inaccesibles 

para el fibroscopio y no se puede visualizar, se suele recurrir a la laparotomía y 

resección de la zona afectada.  

 Hay que indicar, que en general, el pronóstico de la anisakiosis intestinal 

aguda suele ser bueno y que la sintomatología desaparece espontáneamente a las 

dos semanas tras la infección. Diversos autores han sugerido que algunos 

medicamentos eficaces frente a nematodos intestinales podrían ser de aplicación 

en el tratamiento de esta enfermedad (Árias-Díaz et al., 2006; Dziekońska-Rynko et 

al., 2002; Filauro et al., 2011; Ioli et al., 1998; Kim et al., 2006; Moore et al., 2002; 
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Nawa et al., 2005; Pacios et al., 2005; Pontone et al., 2012; Simón et al., 2002). Sin 

embargo, hasta la fecha no se ha encontrado ningún antihelmíntico eficaz para el 

tratamiento de esta parasitosis.  

 Un fármaco útil frente a este parásito podría acortar el curso clínico de la 

anisakiosis y prevenir las posibles complicaciones de los procedimientos 

endoscópicos y quirúrgicos (Lin et al., 2010). Teniendo en cuenta el interés 

suscitado por esta parasitosis, la ausencia en el mercado de fármacos de eficacia 

contrastada y las posibilidades que oferta el mundo vegetal, diversos 

investigadores han ensayado la acción tanto in vitro como in vivo de distintos 

productos naturales frente a las larvas L3 de Anisakis Tipo I, (Hierro et al., 2004; 

Kasuya et al. 1990; Lin et al., 2010; Navarro et al., 2011; Valero et al., 2006). Entre 

los distintos productos de origen natural con posible interés en el tratamiento de 

esta parasitosis se encuentran los derivados terpénicos presentes en la 

composición de los aceites esenciales obtenidos a partir de plantas aromáticas. 

Existe abundante literatura especializada en la que se pone de manifiesto el efecto 

de estos compuestos sobre una gran variedad de agentes patógenos. Partiendo de 

esta premisa, en el presente trabajo de Tesis Doctoral, se ha procedido al estudio in 

vitro e in vivo de la actuación de los aceites esenciales de dos especies aromáticas 

de consumo ampliamente extendido entre la población: manzanilla (Matricaria 

chamomilla) y menta (Mentha pipperita). Igualmente se han estudiado los 

principales componentes de dichos aceites esenciales (camazuleno y α-bisabolol 

en el caso de la manzanilla; mentol, mentona y acetato de mentilo para la menta), y 

de tres derivados sesquiterpénicos (farnesol, nerolidol y elemol). La selección de 

estas especies se ha realizado teniendo en cuenta que los aceites esenciales de 

manzanilla y de menta, así como sus principales componentes, y los 

sesquiterpenos antes citados, han mostrado actividad frente a distintos agentes 

patógenos (Aggag y Yousef, 1972; Carvalho et al., 2012; Inouye et al., 2001; 

Machado 2010; Maggiore et al., 2012; Vidal et al., 2007).  

 Por otra parte, dado que el albendazol es empleado por algunos clínicos en 

el tratamiento de la anisakiosis, se ha realizado el estudio in vivo de la actuación de 

este derivado benzimidazólico frente a las L3 de Anisakis Tipo I. 
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 En relación con los resultados obtenidos en los estudios in vitro, mientras 

que el aceite esencial de manzanilla a la concentración de 125 µg/ml produce el 

100% de mortalidad a las 4 horas del inicio de la experiencia, para el aceite 

esencial de menta esta mortalidad tan solo se observa a las 4 h cuando la 

concentración es de 250 µg/ml. Esta diferencia de potencia en la actividad 

larvicida de ambos aceites esenciales tan solo puede ser atribuida a la distinta 

composición de ambos. Así, mientras que en el aceite esencial de manzanilla 

predominan compuestos sesquiterpénicos tales como el -bisabolol y el 

camazuleno, en el de menta sus principales componentes responden a una 

estructura monoterpénica derivada del mentol. Cuando se someten a 

consideración los resultados obtenidos en los ensayos in vitro con los principales 

componentes del A.E. de menta, se observa que ninguno de los tres monoterpenos 

ensayados (mentol, mentona y acetato de mentilo) es capaz de provocar el 100% 

de mortalidad a la concentración de 125 µg/ml, y tan solo el mentol produce el 

100% de la muerte de las larvas a las dos concentraciones más altas ensayadas 

(250 µg/ml y 187'5 µg/ml). En el caso de los principales componentes del aceite 

esencial de manzanilla, el α-bisabolol dio lugar a la muerte de todas las larvas a 

todas las concentraciones ensayadas, siendo la menor de 31'2 µg/ml, dato que 

puede justificar la mayor potencia larvicida del aceite esencial de manzanilla en los 

ensayos in vitro, mientras que el camazuleno, no mostró actividad larvicida a 

ninguna de las concentraciones ensayadas. 

 En cuanto a los restantes compuestos sesquiterpénicos testados en las 

pruebas in vitro, los resultados muestran que tanto nerolidol, como farnesol y 

elemol ocasionan el 100% de mortalidad de las larvas L3 desde la primera lectura 

cuando se emplearon las concentraciones de 125 µg/ml. Ahora bien, cabe reseñar 

la mayor actividad in vitro del nerolidol, ya que este sesquiterpeno mantuvo la 

máxima actividad larvicida incluso a la más baja de las concentraciones ensayadas 

(31'2 µg/ml). 

 A la vista de los datos obtenidos, se propone la siguiente capacidad larvicida 

in vitro para los distintos productos ensayados: 

Nerolidol = α-bisabolol > farnesol > elemol > A.E. manzanilla > mentol = A.E. 

menta-manzanilla > A.E. menta = mentona = acetato de mentilo = camazuleno 
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 Cuando se plantea la posible causa de la mortalidad de las larvas, los 

estudios histológicos revelan que, en términos generales, tanto los dos aceites 

esenciales (menta y manzanilla), como sus principales componentes y el nerolidol, 

producen una alteración en la cutícula y tracto digestivo del parásito, impidiendo 

de esta forma su viabilidad. En el caso de elemol y farnesol, tan solo se afectó la 

cutícula. Y si bien en nuestras experiencias no se han incluido estudios tendentes a 

poner de manifiesto el mecanismo de acción de los distintos productos ensayados, 

se conoce que la interacción de los aceites esenciales y de sus componentes sobre 

las membranas celular y mitocondrial de las bacterias da lugar a cambios 

importantes en la estructura de las mismas, con acumulación de los A.E. en la parte 

hidrofóbica de las membranas, lo cual ocasiona una modificación de su 

permeabilidad, provocando en ocasiones el hinchamiento de las mismas (Burt, 

2004; Sikkema et al., 1995). 

 Con respecto a los resultados in vivo, en las ratas a las que se administró el 

A.E. de manzanilla junto con las larvas, tan sólo se observaron lesiones en la 

mucosa gástrica en un 2'2% de los animales, frente al 93'3% del grupo control. En 

las ratas tratadas con el A.E. de menta, no aparecieron lesiones en el tracto 

gastrointestinal ni larvas clavadas en el tracto digestivo de los animales, por lo que 

podemos deducir que este A.E. reduce la capacidad patogénica de las larvas de 

manera significativa frente al control (p<0'001). En relación con los derivados 

mono y sesquiterpénicos ensayados, para el α-bisabolol tan sólo se encontraron 

lesiones en el 5'5% de los animales del grupo tratado y un reducido número de 

larvas en cavidad (3'3%), a diferencia de los otros derivados sesquiterpénicos 

testados en las pruebas in vivo, nerolidol y farnesol. En este caso, se encontraron 

menos larvas en cavidad (1'1% para ambos productos) pero el 20% de las ratas 

del grupo tratado, presentó lesiones, siendo todavía menor la actividad larvicida in 

vivo del elemol, ya que el 40% de las ratas a las que se administró este 

sesquiterpeno mostraron lesiones, frente al 86'6 % del grupo control.  

 El mentol, acetato de mentilo y mentona, mostraron la misma actividad 

protectora frente a lesiones, disminuyendo así el poder patógeno de las larvas. El 

hecho de que estos componentes sean activos en los ensayos in vivo, a diferencia 

de lo observado in vitro, puede ser atribuido a que en presencia del pH gástrico 
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(2'5) el acetato de mentilo se hidrolice, dando lugar a mentol, mientras que en la 

mentona su agrupación cetónica podría sufrir una reducción con la consiguiente 

formación de dicho alcohol monoterpénico. Habida cuenta de que las 

concentraciones de cada uno de estos compuestos en el aceite esencial de menta 

[acetato de mentilo (68'1%), mentona (23'1%), y mentol (< 1%)], cabría suponer 

que la composición de este A.E., tras la actuación de las condiciones hidrolizantes y 

reductoras del pH gástrico, correspondería a un contenido en mentol superior al 

90%. 

 Hay que tener también en consideración que el porcentaje de larvas 

muertas encontradas en las ratas tratadas con el A.E. de menta es mayor (47'7%) 

que el del mentol (12'2%), acetato de mentilo (16'7%) y mentona (23'3%), por lo 

cual el efecto larvicida del A.E. de menta debe ser atribuido al efecto sinérgico de 

los distintos componentes del mismo. Algo similar ocurre con el A.E. de manzanilla, 

de muy inferior actividad larvicida (23'9%) al de menta, pero muy superior a la 

encontrada para el α-bisabolol (4'4%). Este conjunto de datos ratifica la tesis 

(Bruneton, 2001) según la cual, los distintos compuestos presentes en cada uno de 

los aceites esenciales actúan de forma sinérgica, lo que justifica, tanto para el A.E. 

de menta como para el de manzanilla, que su actividad larvicida sea claramente 

superior a la de cada uno de los componentes por separado.  

 Las dosis únicas de albendazol se han mostrado eficaces para el tratamiento 

de diversos helmintos (Flórez, 2003), lo cual ha podido favorecer el uso frecuente 

de este fármaco para combatir la anisakiosis humana (De Vera et al., 2002; Filauro 

et al., 2011; Ioli, 1998; Magnaval et al., 2002; Moore et al., 2002; Pacios et al., 

2005). Ahora bien, los resultados obtenidos en las experiencias in vitro mostraron, 

a las concentraciones estudiadas, una nula actividad larvicida. Ello es lógico, 

habida cuenta de que el albendazol se comporta como un profármaco, que ha de 

sufrir metabolización hepática para dar lugar a la formación del metabolito activo 

(sulfóxido de albendazol). En las pruebas in vivo los datos obtenidos muestran que 

el A.E. de menta y sus principales componentes, comparados con el albendazol, son 

significativamente más activos que este derivado benzimidazólico (46'7%), si bien 

a su vez éste reduce el porcentaje de lesiones con respecto al control (93'3%) así 

como de larvas en cavidad y fijas en el tracto gastrointestinal. Por otro lado, no 
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muestra actividad larvicida ya que los nematodos recuperados mantienen su 

movilidad más de 48 h. Estos resultados pueden ser debidos a la baja solubilidad 

del albendazol a pH ácido (Flórez, 2003), reduciendo así su posible actividad 

inhibitoria de la absorción de glucosa por la cutícula del parásito (Árias-Díaz et al., 

2006; Dziekonska-Rynko et al., 2002).  

 Una de las principales limitaciones de la administración por vía oral de los 

aceites esenciales, es la posibilidad de que produzcan un efecto irritante sobre las 

mucosas del tracto gastrointestinal. En este sentido, en ningún caso las dosis 

ensayadas de los distintos productos produjeron cambios significativos en los 

valores de MPO (mieloperoxidasa), enzima indicativo del daño irritativo sobre la 

mucosa de estómago, intestino delgado y ciego. 

 A la vista de los resultados obtenidos en las experiencias in vitro e in vivo, se 

puede concluir que el A.E. de menta y sus principales componentes podrían ser de 

interés en la profilaxis/tratamiento de las infecciones por Anisakis.  

 En las larvas extraídas de los animales tratados con los productos naturales 

hemos detectado que A. simplex s.s. es la especie más implicada en los daños 

producidos en el sistema digestivo (p=0'011), lo cual estaría en consonancia con 

los resultados obtenidos anteriormente en la determinación del poder patógeno 

experimental. La ausencia de lesiones, larvas en cavidad y/o fijas en el tracto 

gastrointestinal en las ratas tratadas con el A.E. de menta y sus componentes 

muestran claramente su eficacia frente a este parásito. El tratamiento con A.E. 

manzanilla y -bisabolol también se mostró capaz de reducir la viabilidad de las 

larvas. Así en las ratas control, las larvas extraídas presentaron un riesgo de 

producir lesión de 20'58 y 11'38 veces mayor que en el caso de las larvas 

procedentes de los animales tratados con A.E. de manzanilla y -bisabolol 

respectivamente. En las ratas tratadas con albendazol, las larvas presentaron un 

riesgo de producir lesión un 7'5% menor que el control (p=0'002) y un riesgo 5'21 

veces mayor que en las tratadas con manzanilla (p=0'042), mientras que no se 

observaron diferencias significativas en relación con -bisabolol (p=0'129). 
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Conclusiones. 

1. Se ha aislado por primera vez A. brevispiculata de bacaladillas capturadas en la 

costa atlántica española y A. paggiae en diferentes puntos de pesca del 

Mediterráneo, ampliándose así la zona geográfica y hospedador. 

2. La capacidad patógena de las larvas L3 de Anisakis está asociada al morfotipo y 

especie a los que pertenecen. Así, Anisakis Tipo I muestra una capacidad para 

producir lesiones 42 veces mayor que las larvas del morfotipo II. Además, los 

daños vasculares producidos son mayores.  

3. El riesgo de penetración en el tracto gastrointestinal de A. pegreffii es un 65% 

(IC 95%: 11 a 86%) menor que el de A. simplex s.s., siendo por lo tanto A. 

pegreffii menos patógena que A. simplex s.s. 

4. Entre A. physeteris y A. paggiae no se observaron diferencias de patogenicidad 

mostrando la misma capacidad patógena que A. pegreffii (p≥0'543).  

5. Nuestros resultados justifican que A. simplex s.s. se considere como principal 

agente etiológico de la anisakiosis humana, incluso en zonas donde A. pegreffii,  

es la especie predominante en peces. A pesar de ello, A. pegreffii, A. paggiae y A. 

physeteris también son capaces de provocar la infección, especialmente  A. 

pegreffii por su mayor presencia en el pescado de consumo. 

6.  Las larvas encapsuladas en vísceras del pez presentan menor patogenicidad 

que las encontradas libres en la cavidad.  

7. Las secuencias del gen cox2 han sido útiles para confirmar la identificación 

específica de las larvas Tipo II realizada con la técnica PCR-RFLP del fragmento 

ITS1-5,8s-ITS2. El análisis comparativo de nuestras secuencias y las obtenidas 

de GenBank nos ha permitido comprobar la existencia de una gran diversidad 

genética dentro del morfotipo II, especialmente dentro de A. paggiae y A. 

physeteris. 

8. Los dos aceites esenciales ensayados (Matricaria chamomilla y Mentha 

piperita) poseen actividad in vitro a la concentración de 125g/ml. Los 

componentes de dichos aceites esenciales que mostraron una mayor actividad 

larvicida a dicha concentración, fueron -bisabolol y mentol. El estudio 
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histológico de las L3 permite afirmar, in vitro, que los distintos productos 

ensayados afectan al tracto intestinal y cutícula del parásito. 

9. La actividad larvicida in vivo del A.E. de menta es mayor que la de cualquiera 

de sus componentes. Algo similar ocurre con el A.E. de manzanilla, de muy 

inferior actividad larvicida al de menta, pero muy superior a la encontrada 

para el α-bisabolol.  

10. Elemol, farnesol y nerolidol, han sido activos in vitro frente a las larvas L3 de 

Anisakis tipo I, correspondiendo la mayor potencia larvicida al nerolidol. El 

nerolidol ocasiona daños tanto en la cutícula como en el intestino del parásito, 

daños que sólo se aprecian en cutícula para farnesol y elemol. La mayor 

actividad in vivo correspondió a farnesol y nerolidol.  

11. El albendazol no mostró actividad larvicida en ningún caso, si bien redujo el 

porcentaje de lesiones con respecto al control. Tanto in vitro como in vivo, los 

productos naturales ensayados, con excepción del camazuleno, fueron más 

activos que el albendazol. Ninguno de los componentes ensayados in vivo 

producen irritación sobre las mucosas gastrointestinales de los animales de 

experimentación. 

12. Los datos obtenidos, conjuntamente con la baja toxicidad de los productos 

naturales ensayados, permiten concluir que son mejores agentes biocidas 

frente a las larvas L3 de Anisakis tipo I que albendazol, en especial, el A.E. de 

menta y sus componentes. 
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ANEXO. 

 

Figura 1. A. L3 de Anisakis en (A) boca y ojo de bacaladillas (B) enquistadas bajo la piel (C) 

enquistadas en vísceras y en la musculatura de bacaladillas (D).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Lesión producida por L3 de Anisakis 

tipo II.  
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Figura 3. A. Perforación de la pared del estómago de rata y salida a la cavidad corporal de 

la larva de Anisakis tipo I. B y C. Túnel en la pared gástrica producida por el parásito.  

 

 

Figura 4. A. Lesión en intestino producido por una larva de Anisakis tipo I. B. Imagen 

ampliada de la lesión.  
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Figura 5. A. Lesión producida por L3 de Anisakis tipo I en estómago de una rata wistar. B 

y C. Perforación de la pared gástrica producida por una larva. D. Larva de Anisakis tipo I 

con capuchón tras ser extraída de la mucosa gástrica.  

 

Figura 6. A. Larvas de Anisakis tipo I fijas en la musculatura abdominal tras 

perforar el estómago del animal de experimentación B. Perforación de la pared gástrica 

producida por dos larvas. D. Larvas de Anisakis tipo I unidas por un capuchón tras ser 

extraídas de la mucosa gástrica.  
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Figura 7. Productos utilizados frente Anisakis Tipo I.
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Figura 8. A y B. Cortes histológicos del intestino y de la cutícula de Anisakis Tipo I. C y D. 

Alteraciones en la cutícula tras 24 horas con manzanilla (125 g/ml). 

 

Figura 9.  E y F. Material celular en intestino y alteraciones en la cutícula. G y H. Daños en 

la cutícula producidos por -bisabolol (125 µg/ml). 
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 Figura 10.  I. Proyecciones hacia el exterior de la cutícula. J y K. Alteraciones de la 

cutícula y del ventrículo producidas por A.E. menta (250 g/ml) observables con lupa. 

 

 

Figura 11.  L. Contenido celular alterado alrededor del intestino. M y N. Alteraciones de la 

cutícula producidas por mentol. 

 

Figura 12.   Alteraciones de la cutícula con nerolidol (Ñ), farnesol (O) y elemol (P). 

Contenido celular alterado alrededor del intestino. Q-S. Alteraciones de la cutícula 

producidas por nerolidol, farnesol y elemol respectivamente. 


