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RESUMEN

En este trabajo se aborda la posible actividad larvicida in vivo del aceite esencial de Origanum
elongatum, recolectado en Marruecos, frente a las larvas L3 de Anisakis pegreffii, que parasitan
distintas especies marinas. Los resultados obtenidos son demostrativos del interés potencial de este
aceite esencial como preventivo de la infeccion por Anisakis, tras ingestion del pescado parasitado.
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ABSTRACT

Anisakiasis is an emerging zoonotic disease caused by species of the genus Anisakis. In humans, this
parasite is manifested by digestive symptoms. In the virtual absence of effective treatments against
this infection, our working group has initiated a series of investigations aimed at finding natural
products such as essential oils and their major components, which might be of interest in the treatment
of the infectious form of these zoonoses. OBJECTIVE: Establishment of the possible in vivo activity
of essential oil of O. elongatum, against L3 larva of Anisakis pegreffii.
METHODOLOGY: For the study in vivo, parasites were isolated from the host Scomber japonicus
(mackerel) and Trachurus trachurus (horse mackerel). The experimental animals (female Wistar rats)
were infected with 6 Anisakis larva by gastric catheter, this technique was used also for the
administration of O. elongatum (46.9 mg / 0.5 ml of olive oil), according to the following guidelines:
infection and joint treatment and sacrifice at 4 hours. Parallel to this, a control test was performed,
administering 0.5 ml olive oil together with six larvae of the parasite to a group of animals. The
identification of the larvae was carried out using molecular techniques (PCR-RFLP). The
identification of the main components of essential oil was performed by GC-MS.
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INTRODUCCION

La anisakiosis es la afeccion parasitaria producida por larvas L3 de nematodos del
género Anisakis que el hombre adquiere por el consumo de pescado crudo o insuficientemente
cocinado'. Los cuadros clinicos descritos incluyen episodios gastrointestinales, alérgico y
gastroalérgicos.”>* Hoy dia, su incidencia estd aumentando como demuestran diversos
estudios del Centro Nacional de Epidemiologia y del Comité Cientifico de la Agencia
Espaiola de Seguridad Alimentaria (2006). Respecto al tratamiento, la mayoria de los autores
coinciden en que el remedio mas eficaz para los casos diagnosticados como anisakiosis
gastrica es la exéresis de la larva con el endoscopio,”® siempre que el parésito se encuentre en
lugar accesible. Por otro lado, en los casos de anisakiosis gastrica cronica asi como en los
cuadros agudos intestinales, la solucion mas comun es la intervencion quirurgica. En
definitiva, cuando no se retira la larva o la zona afectada no se acaba con el problema en si.
Teniendo en cuenta que no se conoce ningin farmaco en el mercado de eficacia contrastada,
muchos investigadores han volcado sus esfuerzos en la busqueda de moléculas de distinto
origen (natural o sintético), para el tratamiento de esta enfermedad. En este sentido, cabe
destacar los trabajos desarrollados por distintos autores con extractos vegetales, aceites
esenciales y/o componentes aislados a partir de determinadas especies vegetales. Asi, la
posible actividad de distintos aceites esenciales y/o sus componentes frente a las larvas de
Anisakis fue objeto de estudio por primera vez por Kasuya et al.,”® quienes pusieron de
manifiesto el hecho de que el aceite esencial de Perilla frutescens (Lamiaceae) resultd activo
en ensayos in vitro frente a este nematodo. Otros autores japoneses han continuado esta linea
de investigacion.”'”

Como consecuencia de todo lo expuesto, este grupo de trabajo ha iniciado una serie de
investigaciones que tienen como objetivo la busqueda de tratamientos efectivos frente a esta
enfermedad, entre los que destacan las actuaciones de distintos aceites esenciales y sus
principales componentes.' !>

II. MATERIALES Y METODOS

1.-Las larvas Ls del parasito fueron extraidas de los hospedadores Scomber japonicus
(caballa) y Trachurus trachurus (jurel) procedentes del litoral marroqui. Las muestras se
tomaron directamente de las embarcaciones que faenan en las aguas de Ceuta y Tanger. Para
la identificacion del hospedador se tuvieron en cuenta las caracteristicas aportadas por
Bauchot y Pras.* Tras la diseccion de los pescados se extrajeron las larvas que se encontraban
presentes en la cavidad corporal y en el paquete visceral y se depositaron en una placa de
Petri que contenia solucion de NaCl al 0,9%.

2.-Estudio in vivo. El ensayo se ha llevado a cabo en ratas Wistar hembras de 120-130

g de peso. La dosis administrada a los animales de experimentacion fueron de 46’9 mg en 0°5
ml de aceite de oliva.
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El estudio in vivo se llevd a cabo de la siguiente forma: 6 larvas L de A. simplex tipo |
se introducen en el extremo de una sonda géstrica de 2,5 mm de seccidon, conectada
por el extremo opuesto con una jeringa de 2 ml de volumen con la dosis
correspondiente del aceite esencial. '*!® Las ratas se mantuvieron en ayunas, con agua
ad libitum, en jaulas individuales. A las cuatros horas del inicio de la experiencia se
sacrifico el animal y se inici6 la necropsia reglada de éste,'® comprobando las lesiones
producidas en tracto digestivo y la localizacion de cada una de las larvas en las ratas,
tras un examen minucioso del contenido del tracto digestivo, cavidad corporal y
organos internos (higado, pancreas, rifiones, genitales y grasa adyacente). Con el fin de
recuperar todas las larvas, se inspeccionaron las heces de las ratas, para lo cual se
depositaron en una placa de Petri con solucion de NaCl al 0,9%; a continuacion se
disgregaron procediéndose posteriormente, a la observacion y busqueda bajo
microscopio estereoscopico.

De forma paralela, se realiz6 un ensayo control, en el que se administro 0,5 ml de
aceite de oliva junto con 6 larvas del parasito a un grupo control, segiin el procedimiento
anteriormente descrito.

3.-Identificacion de los parasitos. La identificacion especifica de las larvas recuperadas
se ha realizado con la técnica PCR-RFLP del ITS1-5,8S-ITS2 que permite la diferenciacion
de las especies hermanas Anisakis simplex s.s. y A. pegreffii, a través de los diferentes
patrones de bandas obtenidas.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

A. pegreffii es la especie dominante en el litoral marroqui, de forma que todas las
larvas utilizadas en este estudio se han identificado como la especie mencionada. Los datos
obtenidos muestran una significativa actividad larvicida del aceite de O. elongatum frente a
las larvas L3 de A. pegreffii, ya que de las 15 ratas que componen el grupo tratado, tan sélo en
una se observo una lesion gastrica de 4x4 mm en estomago. Estos resultados estan de acuerdo
con los expuestos por Navarro et al.,'* quienes han ensayado in vivo el aceite esencial de otra
especie de orégano asi como de su principal componente, el carvacrol.

Por otro lado, nuestros resultados indican que en un gran nuimero de larvas
recuperadas se detectd importantes alteraciones en la region esofagica y en la cuticula (Figura
1). Estos datos, se encuentran en consonancia con los resultados en cortes histologicos
obtenidos por Navarro et al.,'" quienes indican alteraciones en la cuticula de las larvas
provocadas por el carvacrol, uno de los principales componentes del dregano. Ademas, el
timol, otros de los compuestos principales de esta planta aromatica, actia sobre la cara
luminal del intestino de Anisakis, con destruccion de las células de la zona intestinal proxima
al ventriculo.
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Figura 1. Alteracion de la region esofagica de Anisakis provocada por el aceite esencial de O.

elongatum.
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