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Anisakiosis colénica, un caso infrecuente
caracterizado molecularmente mediante
PCR-RFLP

Colonic anisakiasis, an infrequent case molecularly
characterised by PCR-RFLP

La anisakiosis es una zoonosis emergente y subestimada en
Espafia, cuya incidencia es la mayor de Europa'. Los principales
agentes etiol6gicos pertenecen al complejo Anisakis simplex sensu
lato (s.l.), compuesto por 3 especies gemelas: Anisakis simplex sensu
stricto (s.s.), Anisakis pegreffii y Anisakis berlandi. Existen difer-
entes formas clinicas: anisakiosis gastrica, gastroalérgica, intestinal
y ectépica. En la forma intestinal, el ileon terminal suele ser el seg-
mento mas afectado?, y, por el contrario, el colon y el yeyuno, los
menos implicados>.

En este estudio, presentamos un caso de anisakiosis colénica en
un varén de 69 afios, espaiiol, con antecedente de p6lipos en colony
polipectomia endoscépica de lesién adenomatosa de 30 mm 2 afios
antes, al que se le realiza colonoscopia de control. El paciente no
refiere clinica digestiva, ni de otro tipo.

En la colonoscopia se observa, ademas de 3 pélipos sésiles que
se extirpan, un gusano blanquecino transparente de 6-8 mm que
penetra la mucosa en el colon descendente (fig. 1A), y que se envia
al laboratorio para su identificacién molecular.

Inicialmente, se realiza una identificacién morfolégica de la
larva extraida al microscopio siguiendo las claves de Petter y Mail-
lard (1988)*. La larva, parcialmente destruida, de color blanquecino
y de 19 mm, es identificada morfolégicamente como compatible
con A. simplex s.l. Posteriormente, la extracciéon automatizada del
ADN genémico se llevé a cabo empleando el kit comercial QIAamp®
DNA FFPE (QIAGEN, Hilden, Alemania) con un paso previo de
incubacién con proteinasa K y buffer ATL a 56 °C durante toda la
noche.

Para la caracterizacién molecular, los productos de PCR corre-
spondientes a la regién ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosémico son
amplificados y posteriormente digeridos con las enzimas de restric-
cién Hhal y Hinfl (New England Biolabs, Massachusetts, EE. UU.)
segtin el protocolo descrito por D’Amelio et al. 2000°. Los resultados
de la PCR (fig. 1B) determinan que el ADN amplificado de la larva
presenta un peso molecular (960 pb) compatible con el esperado
para el complejo A. simplex s.l. El liquido de transporte de la larva
también muestra una amplificacién a 960 pb, aunque con menor
intensidad (amplificacién de ADN libre).

En el andlisis de los polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccién (RFLP) del ADN amplificado, lalarva presenta los perfiles
caracteristicos descritos para la especie A. simplex s.s.” (fig. 1C). La
secuenciacion confirmo la identificacién del genotipo A. simplex s.s.
y la secuencia se ha anotado en el GenBank (NA: MT516319). Esta
presenta elevada homologia con otros aislados del mismo genotipo
(99,9% NA: MN871437.1, NA: KY973681.1).

La anisakiosis es una patologia poco habitual en las regiones
mas distales del tubo digestivo, siendo infrecuente su presencia en
el colon, aunque si se han llegado a reportar casos en el segmento
ascendente®’. Hasta la fecha, Joo et al.® han sido los Gnicos que
han descrito casos en el segmento descendente, y ninguno ha sido
reportado en Espafia.

Las manifestaciones clinicas de la anisakiosis intestinal son
bastante diversas, desde una afeccién asintomatica, pasando por
dolor abdominal difuso con nauseas, vomitos. . ., hasta un abdomen
agudo por perforacién intestinal, obstruccién, invaginacién, etc.5.
También se ha postulado la asociacién entre la colonizacién por
Anisakis spp. y cancer, debido al posible efecto tumorigénico resul-
tante de la inflamacién local persistente, asi como al inducido por
ciertas secreciones del parasito®.

El caso presentado es un paciente asintomatico, en el que el hal-
lazgo de anisakiosis fue incidental, sin embargo, se desconoce el
prondstico si se hubiera dejado a su libre evolucidn. La localizacién
de la larva a nivel del colon descendente dota a nuestro caso de
una mayor singularidad. Una de las razones que explicarian por
qué es mas frecuente encontrar las larvas en el colon ascendente es
que, en estaregion, el peristaltismo intestinal esta enlentecido, y de
esta forma la larva encuentra las condiciones idéneas para su pen-
etraciéon y no se ve obligada a migrar hacia regiones mas distales
del colon®.

La técnicas moleculares son de gran utilidad en el diagndstico
de las anisakiosis intestinales, siendo aplicables incluso cuando la
larva se encuentra en mal estado de conservacion, lo cual es habit-
ual debido a la manipulacién durante el proceso de extraccion, o
como resultado de la respuesta inmunitaria del paciente al inten-
tar eliminarla. Estas técnicas también proporcionan el genotipado,
con una caracterizaciéon inequivoca a nivel de especie, a diferencia
del estudio morfolégico, en el que no solamente hay que tener en
cuenta la integridad de la larva, sino también la imposibilidad de
distinguir especies gemelas. Ademas, cabe resaltar su alta sensibil-
idad, que permite la amplificaciéon e identificacién, incluso con el
ADN presente en el liquido de transporte de la muestra, como se ha
demostrado.
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Figura 1. Imagen del parasito en colon, productos de amplificacién de PCR y patrén de RFLP. (A) Fotografia de la larva de A. simplex s.s. en colon descendente. (B) Productos
de amplificacién de la regién ITS1-5.8S-ITS2. M) Marcador de peso molecular. 1-1) Muestra de larva. 2-2’) Liquido de transporte de la muestra de larva. 3-3’) Control positivo
A. simplex s.s. 4-4") Control positivo A. pegreffii. 5-5’) Control negativo PCR. (C) Patrén de RFLP tras la digestion con las enzimas de restricciéon Hhal y Hinfl, visualizado en
equipo de electroforesis capilar, QIAxcel®. M) Marcador de peso molecular. 1) Muestra de larva, Hinfl. 2) Muestra de larva, Hhal. 3) Liquido de transporte de la muestra de
larva, Hinfl. 4) Liquido de transporte de la muestra de larva, Hhal. 5) Control positivo A. simplex s.s, Hinfl. 6) Control positivo A. simplex s.s, Hhal. 7) Control positivo A. pegreffii,
Hinfl. 8) Control positivo A. pegreffii, Hhal. 9) Control negativo PCR, Hinfl. 10) Control negativo PCR, Hhal.

A pesar del elevado niimero de casos de anisakiosis diagnos-
ticadas en Espafia, el estudio realizado por Roca-Geronés et al.!?
es el Gnico publicado en el que se realiza la identificacién molec-
ular de las larvas, y la especie identificada es la misma que en
el caso presentado. El conocimiento a nivel de especie afiade el
beneficio de aportar informacién acerca del potencial invasivo y
patogénico de cada una de ellas. En este caso, se confirma la capaci-
dad de A. simplex s.s. de sobrevivir al jugo gastrico y su potencial
de penetracién a nivel de colon, previamente reportado por otros
autores'!.
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