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RESUMEN

En nuestro pais, la deteccion de Anisékidos en productos hidrobioldgicos,
causadores de graves alergias alimentarias desde nifios hasta ancianos, los analisis
sensoriales resultan ser no muy efectivos debido a que la visualizacién de los
parésitos en la conserva de pescado es dificultoso, debido a esto es necesario evaluar
técnicas moleculares para deteccion de los Parasitos Anisakidos en conservas del
pescado.

Para el presente trabajo se elaboraron conservas inoculadas artificialmente con
parasitos Anisakidos provenientes de peces de consumo. EI ADN gendémico total
se extrajo a partir del liquido de gobierno de la conserva, escurrido después de la
homogenizacion vigorosa del contenido de la conserva y utilizando el protocolo
CTAB modificado. Para la deteccion se realizd un PCR doble amplificacion, que
tuvo como blanco una regidn del gen citocromo ¢ oxidasa subunidad Il (COXII) de
629bp de tamarfio. En total se evaluaron 48 conservas parasitadas (inoculados), 48
negativos (sin inocular) y 48 inoculados con otros parasitos, determinandose que la
sensibilidad diagnostica de la prueba fue de 100% para las conservas cuyo liquido
de gobierno fueron aceite y salsa de tomate comercial y de 93.75% en el caso de las

conservas en agua. El protocolo tuvo 100% de especificidad analitica y diagnostica.

Palabras claves: Anisakidos, conservas de pescado, PCR.



ABSTRACT

In our country, the detection of Anisakids in hydrobiological products, causes of
food allergies between children and old people, a physical-sensory analysis is
carried out, which are not very effective and work, because in fish preserves the
visualization of parasites are difficult, because they are a homogenized product.
From the above, there is a need to use a molecular technique for the detection of
anisakids in these products. For this, preserves artificially inoculated with parasites
of origin of the consumption fish were elaborated. The total genomic DNA was
extracted from the conservation management liquid, after the vigorous
homogenization of the conservation content and the use of the modified CTAB
protocol. For the detection a double amplification PCR was carried out, which took
place as target a region of the cytochrome c oxidase subunit 11 (COXII) gene of 629
bp in size. A total of 48 parasitized preserves (inoculated), 48 negatives (without
inoculation) and 48 inoculated with other parasites were evaluated, determining that
the diagnostic sensitivity of the test was 100% for preserves of 93.75% in the case

of preserves in water. The protocol had 100% analytical and diagnostic specificity.

Keywords: Anisakids, canned fish






1. INTRODUCCION

El 17 de noviembre del 2017 SANIPES dio una Alerta sanitaria internacional a la
Autoridad Sanitaria de la Republica Popular China (AQSIQ), al haberse detectado
presencia de parasitos (nematodos anisakidos) en un lote de conservas de entero de
caballa en salsa de tomate que contaba con certificado sanitario emitido por dicha
autoridad (comunicado SANIPES N°026-2017). La alerta sanitaria se emitié debido
a que las conservas de caballa con Anisakidos podrian poner en riesgo a quienes
consuman estos productos, basandose en estudios que demostraban que algunas
proteinas de los Anisékidos mantienen ciertas propiedades alergénicas ain después
de un tratamiento térmico por presentar antigenos termorresistentes (Caballero y
Moneo, 2004; Moneo et al., 2005). Hay que tomar en cuenta que es necesario que
exista una infestacion inicial en estdmago o intestino del hombre con una larva viva
(L3) del Anisakido, para que el cuerpo del hospedero pueda sintetizar IgE y se
desencadenen los sintomas alérgicos en una posterior interaccion hombre-parasito
debido a que las enzimas proteasas e inhibidores de proteasas que secreta la larva
al invadir al hospedero actian como alérgenos (Moneo et al., 2000b). De estas
proteasas la méas importante es la Ilamada Ani 4 por su gran potencial alergénico,
estudios de esta proteasa por inmunodeteccidn en productos de pescado congelado,
surimi y conservas demostraron que, aunque los niveles Ani 4 en conservas son
bajos su sola presencia residual implica un riesgo para pacientes previamente
sensibilizados con la larva viva de Anisakis (Olivares, 2013). Debido a esto surge
la necesidad de evaluar una técnica de deteccion molecular de Anisakidos a partir

de distintos liquidos de escurrido, lo que permitiria contribuir a la busqueda de



mejores propuestas que prevencion de las enfermedades causadas por alimentos

contaminados.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Per( es necesario la evaluacion de nuevas tecnicas de deteccion molecular de
Anisékidos en conservas de pescado (las cuales resultan ser muestras complejas
debido a que han sido sometidas a altas temperaturas y el ADN en éstas condiciones
se encuentra degradado), pues hasta el momento solo se cuenta con un ensayo de
“Deteccion de materias extrafias”, para conservas de pescado, el cual se basa en

pruebas fisico sensoriales no tan eficaces (Wootten y Cann, 2001).

Es importante que estas técnicas resuelvan el problema de tomar varias muestras de
un mismo envase y es por lo que se plantea tomar como referencia de estudio las
diferentes presentaciones de conservas de pescado, como grated en diferentes
salsas, aderezos y liquidos de gobierno y poder detectar la presencia del parasito en

los liquidos de gobierno.



3. MARCO TEORICO

Los neméatodos pertenecientes a la familia Anisakidae son ascaroideos que parasitan
peces y mamiferos marinos pero que pueden acabar siendo zoondéticos cuando son
consumidos por el hombre en estado crudo. La familia Anisakidae comprende
alrededor de 24 géneros, siendo los mas conocidos Anisakis, Phocascaris,
Contracaecum, Phocanamea tomando en cuenta que el género Anisakis es el mas
grande responsable de parasitosis y alergia alimentaria de peces (Audicana et al.,
2002; Audicana y Kennedy, 2008).

Con respecto a prevalencias, aproximadamente 2000 casos de Anisakiasis al afio se
reportan en Japon, siendo Espafia el que lo sigue con unos 500 casos por afio (Panel
on Biological Hazards, 2010). En Pert son 8 los casos reportados de Anisakiasis en

humanos hasta el 2004 (Cabrera et al., 2004).

3.1.Taxonomia
Se calcula que otros géneros de la familia son de poca importancia, aungue es
necesario evaluar su incidencia especialmente en lo que concierne a sensibilizacion
a alérgenos, a continuacion, la clasificacion sugerida por Smith y Wootten (1978):
Phylum: Nemathelmintes
Clase: Nematoda
Orden: Ascéride

Familia: Anisakidae

3.2.Caracteristicas morfoldgicas de los Anisakidos



Las larvas de Anisakis simplex son de cuerpo ahusado, sin segmentacion y
puntiagudo en los extremos, miden entre 15-30 mm de largo y 0,6 -0,10 mm de
didmetro y se caracterizan por ser de color blanquecino (Smith, 1983).

Cuentan con un sistema digestivo completo. Poseen la cavidad oral triangular con

un diente perforador para fijarse en su hospedero (Moller y Anders, 1986).

3.3.Ciclo bioldgico de los Anisakidos

Segln Smith (1983), el ciclo biolégico empieza en el estdmago del hospedero
definitivo, el cual es un mamifero marino, siendo las hembras las que liberan huevos
de unos 50 pum aproximadamente. A estos se les denomina estadio larvario (L1) las
cuales embrionan tras incubarse y luego son liberados al mar en las heces del
hospedador definitivo.

Es en el mar donde este parasito muda en 2 ocasiones, de (L1) muda a (L2) y luego
de (L2) a (L3) (Koie et al., 1995). Tomando en cuenta que la (L3) permanece con
la cuticula de L2 la cual le otorga la resistencia necesaria para sobrevivir a merced
del mar (Smith, 1971).

Las larvas son devoradas por pequefios crustaceos son hospedadores intermediarios
de los Anisékidos.

El estadio L3, es considerado como el estadio infectivo, es consumido por peces o
moluscos y cuando los hospedadores definitivos los ingieren se produce el cuarto
estadio larvario L4 y quinta muda a nematodo adulto sexualmente maduro (Gomez

etal., 1998).



3.4.Efecto del tratamiento térmico sobre los Anisakidos

La temperatura de 60°C durante 1 minuto en el centro térmico es suficiente para
matar cualquier larva presente en un producto hidrobioldgico (Bier, 1976). Sin
embargo, en estudios realizados en larvas aisladas se ha observado que el tiempo
necesario para producir la letalidad del 100% de las larvas debe ser superior a este
(Vidacek et al., 2010). Se debe tener en cuenta que aunque se produzca la muerte
de las larvas, se ha detectado la presencia de antigenos termo-resistentes en las
condiciones de calentamiento mas extremas estudiadas, inclusive si las larvas se
encontraban congeladas antes de aplicar el tratamiento de calor, lo que sugiere que
productos sometidos a tratamientos térmicos podrian ser no seguros para pacientes
previamente sensibilizados a las proteasas de A. simplex (Vidacek et al., 2009;

2010; 2011; Rodriguez-Mabhillo et al., 2010).

3.5.Métodos de deteccidn de Anisakidos usuales en peces y conservas.

3.5.1. Transiluminacion o Candling

Este método suele utilizarse para la deteccion de parasitos en filetes que se
observan sobre una superficie translicida iluminada con luz blanca por la
zona inferior (Karl y Leinemann, 1993). Seguin Huang (1990), este se utiliza
en la industria procesadora para detectar larvas que pueden estar localizadas

en el interior del masculo hasta una profundidad de 5-6 mm; pero si el filete



es muy grueso (mayor a 1lcm) s6lo se pueden detectar larvas de
Pseudoterranova decipiens.

Se considera que la eficacia del método tiende a disminuir debido a la fatiga
ocular de los operarios (Wootten y Cann, 2001). Al tratarse de un método
no automatizado, en la industria es considerado como un cuello de botella
ya que reduce la velocidad de procesado y retrasa la produccion; asimismo,
puede dar lugar al crecimiento de microorganismos y a una degradacion
enzimatica del producto (Bublitz y Choudhury, 1992). Esta técnica tiene
baja eficacia y segin Levsen et al. (2005) solamente se detecta entre el 7'y

10% de las larvas que se encuentran en los filetes infestados.

3.5.2. Deteccion por luz ultravioleta

En este método se utiliza luz ultravioleta con una longitud de onda de
aproximadamente 366 nm (Pippy, 1970). El proceso corresponde en
proyectar luz ultravioleta aproximadamente a unos 10 cm de la superficie
del filete realizando el examen por ambos lados. Se pueden diferenciar las
larvas de Anisakidos cuando muestran un color fluorescente azulado, y las
larvas de Contracaecum por reflejarse de color amarillo. En el caso de las
larvas que son congeladas previamente emiten fluorescencia intensa
mientras que en larvas vivas no hay emision de fluorescencia (Tejada et al.,

2006b).

3.5.3. Pruebas de inmunodeteccion



Mediante pruebas de inmunodeteccion con pepsina se determind que el
tratamiento térmico de esterilizacion el cual produjo un descenso en los
antigenos de Aniséakidos, incluyendo a los alérgenos resistentes a los
cambios de temperatura o termorresistentes, aunque en todas las muestras
se detectd antigenicidad residual (Olivares, 2013).

Un estudio utilizando pruebas de Inmunodeteccion de IgE especifica
(immunoblotting) para determinar la prevalencia de sensibilizacion a
A.simplex. en Espafia tomando como referencia la influencia geogréfica
permitieron concluir que la sensibilizacion no ocurre por la ingesta de
pescado sino por la parasitacion activa debida al hébito de consumo de

pescado crudo. (Moneo et al., 2000Db).

3.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de tipo
convencional es un método rapido y especifico para la deteccion e
identificacion de los parasitos del pescado (Martin-Sanchez et al., 2005).
Un estudio de analisis genético del género Anisakis en el Cantabrico
mediante la secuenciacion de una porcion del Gen Mitocondrial del
Citocromo Oxidasa Il (COXII) reportd la presencia de tres especies A.
simplex, A. pegreffi y Hystherothylacium aduncum en un total de 7 especies
de peces (Gea, 2015) todos estos estudios fueron hechos en pescado fresco

y congelado.

Estudios de deteccion de Anisakidos en diversos productos hidrobioldgicos,

para la cual se realiz6 mediante Reaccion en Cadena de la polimerasa a



través del estudio de los Polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion conocido como “ PCR-RFLP” a través de la regién del Internal
transcribed spacer 1 (ITS-1) demostraron que se puede lograr la correcta
amplificacion del ADN en el caso mas extremo de degradacion de ADN
como en el tratamiento térmico aplicado a los productos enlatados.

(Espineira et al., 2010).

Un ensayo de PCR en tiempo real dirigida a la Subunidad | de la Citocromo
Oxidasa (COI) se desarrollé permitiendo la deteccion simultinea de las
especies de Anisakidos méas importantes en peces y productos
hidrobiol6gicos como por ejemplo alimentos enlatados, siendo una
propuesta altamente sensible y facilmente adaptable en el diagndstico

molecular de rutina laboratorios. (Herrero et al., 2011).

Un estudio para la deteccion de Anisakidos en higados de bacalao frescos
y conservas de higado de bacalao utilizando PCR mediante las regiones
Internal transcribed spacer | (ITS-1), 5.8S ribosomal RNA (5.8S rRNA),
Internal transcribed spacer Il (ITS-2), permitieron identificar alta presencia
A.simplex y P.decipiens en higados frescos, y menores presencia de estos
parasitos en higados enlatados o en conservas, lo cual segln concluye el
autor podrian indicar el éxito de las medidas preventivas del procesamiento

industrial . (Klapper et al., 2018).

3.5.4.1.Protocolo de extraccion de ADN por el método del Bromuro

de Cetil Trimetil amonio (CTAB)



Es uno de los mas utilizados en la deteccion de Anisakidos en
productos hidrobioldgicos tal como se evidencia en los trabajos de
(Espifieira et al., 2010) y (Herrero et al., 2011). Este método se
utiliza para extraer ADN de plantas y alimentos derivados de
vegetales y se emplea el Bromuro de Cetil Trimetil amonio (CTAB)
que es la sustancia adecuada para procesar tejidos con una alta
concentracion de polisacéridos y polifenoles. Este protocolo fue
desarrollado por Murray y Thompson en 1980 y publicado hasta
1987 por Wagner y sus colaboradores (Wagner et al. 1987). En el
presente trabajo para la extraccion de ADN de controles positivos y
muestras se empled en base a las recomendaciones para la extraccion
y purificacion de ADN (Alejos et al., 2015), la cual fue adaptada
para ser usada en el liquido de escurrido de las conservas cuya
modificacion se detalla en el apartado de materiales y métodos, asi

como en resultados.

3.5.4.2.Gen Citocromo oxidasa Il (COX I1).

La subunidad Il de la citocromo oxidasa es un componente clave
de la cadena de transporte de electrones en el proceso de la
respiracion aerobica. El contenido de bases A+T de esta
secuencia es muy alto, como ocurre en otras secuencias
mitocondriales de nematodos, a pesar de esto la secuencia de
aminoacidos de la citocromo oxidasa Il (COX 1) se muestra

conservada. Esta secuencia se ha utilizado para el estudio de la

10



estructura genética de poblaciones de los Anisékidos (Valentini

et al., 2006).

11



4. JUSTIFICACION DE ESTUDIO

Si bien en la conserva de pescado el parasito Anisakis estd muerto y ya no es mas
infectivo, se ha demostrado la presencia de proteasas con potencial alergénico ain
después de haber pasado por un tratamiento térmico, lo que sugiere que las
conservas podrian ser no seguras para los consumidores previamente sensibilizados
a estos parésitos.

Como son escasos los trabajos de investigacion donde se evallen técnicas de
deteccion de Anisakidos a partir de liquidos de gobierno de Conservas de Pescado,
y al ser esta una muestra de facil obtencion, surge la oportunidad de demostrar la
presencia de estos parésitos, sometidos a condiciones extremas de degradacion
debido al proceso de esterilizado, desde los liquidos de gobierno escurridos: agua,
aceite y salsa de tomate comercial.

La deteccidn de Anisakidos en liquidos de gobierno mediante una técnica de PCR
tendra la ventaja de ser facil acceso pues no sera necesario tomar varias muestras
de un solo envase, tal como se propone en otras metodologias de PCR a partir de
muestras de tejido, donde se corre el riesgo de analizar una parte que no esté
contaminada, dando resultados falsos negativos. Esto se solucionaria con la
homogenizacién de toda la muestra del envase desde el liquido de gobierno.

Se espera que la informacion generada sirva de base para la validacién de métodos

de deteccion y control de calidad de lotes.

12



5. OBJETIVOS

Objetivo general

Objetivo general

Evaluar una técnica de deteccion molecular de PCR convencional de
parasitos Anisakidos a través de 3 distintos liquidos de gobierno (agua,
aceite y salsa de tomate) en conservas de caballa contaminadas
artificialmente mediante los criterios de rendimiento de sensibilidad y

especificidad.

Objetivos especificos

Determinar la sensibilidad diagndéstica de la técnica utilizada.
Determinar el sensibilidad analitica de la técnica utilizada.

Determinar la especificidad analitica de la técnica utilizada frente a otros
parasitos de peces.

Determinar la especificidad diagndstica de la técnica utilizada frente

muestras negativas.

13



6. METODOLOGIA

6.1. Disefio de estudio y tamafo de muestra.

Esta investigacion es aplicada de tipo experimental-prospectivo que incluye
manipulacion de las variables (inoculacion de parésitos) en condiciones
controladas, uno de los primeros pasos fue determinar el nimero de muestra.

El tamafio de muestra se determin6 mediante el Programa WinEpi 2.0 (Working in
Epidemiology) a través del calculo de estimacion de proporciones el cual para una
poblacion desconocida de conservas de pescado con un nivel de confianza del 90%
y un margen de error de 10% y una proporcion esperada del 94%, nos dio un total
de 16 muestras (conservas de caballa). En base a este tamafio muestral se procedid

aelaborar un plan de elaboracion de conservas inoculadas y no inoculadas alineados

a los objetivos de la investigacién y al tamafio de muestra (Ver Cuadro 01).

Cuadro 01. Plan de Elaboracion de conservas inoculadas y no inoculadas alineados a los objetivos de la

investigacion y al tamafio de muestra.

Presentacién

Presentacién

Conservas de

Caballa en Aceite

Presentacién
Conservas de

Caballa en Agua

Conservas de

Caballa en Salsa

de tomate

Tamaiio de

muestras

Determinar la
sensibilidad

diagndstica

Inoculadas con

Anisakidos

Inoculadas con

Anisakidos

Inoculadas con

Anisakidos

16 conservas x
presentacion

muestras positivas
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Determinar la

especificidad

Inoculadas con

otros parasitos y

Inoculadas con

otros parasitos y

Inoculadas con

otros parasitos y

16 conservas X

presentacion

porciones de otros muestras
analitica peces peces

peces negatividad
Determinar la 16 conservas X
especificidad Sin inocular Sin inocular Sin inocular presentacion

diagndstica

muestras negativos

TOTAL

144 conservas en

total

En base a este plan y con motivo de mejorar el entendimiento de los objetivos, pasos

y actividades de la presente investigacion se plante6 un disefio de investigacion que

consta de tres FASES para el alineamiento con los objetivos especificos que se

plantean en la investigacion.

6.2. FASE A: Extraccion, amplificacion y visualizacion de controles positivos.

En esta fase se trabajaron los pasos de extraccion, amplificacidn y visualizacién del

ADN de las muestras que serviran como controles positivos (Anisakidos enteros)

cuyo objetivo era de evaluar la validez del método de deteccion en condiciones de

degradacion del ADN.

Se trabajo siguiendo los pasos del siguiente esquema y lineas abajo se puede tener

el detalle de la descripcion de cada paso.
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1. Controles

2.Extraccién y 3.Amplificacion

urificacién del del ADN de los 3.Electroforesis Evaluar la
P ADN de los controles y Visualizacién validez de la
Positivos controles positivos (gen en el gel de ropuesta
ositivos Citocromo Agarosa. prop
p : Oxidasa COX 1)

Figura 01. Esquema de trabajo para la FASE A del trabajo

6.2.1. Controles positivos

Como controles positivos para el PCR se emplearon Anisakidos que hacen
parte del Repositorio del Laboratorio de Parasitologia FAVEZ-UPCH,
previamente identificados mediante claves taxondémicas (Anderson et al.,
2009) y a traves del secuenciamiento del gen citocromo oxidasa Il (COX
I1), los cuales corresponden a un trabajo en paralelo de secuenciamiento y
filogenia de Parasitos Anisakidos en el Mar Peruano a cargo de otra
investigacion paralela. En nuestro estudio se corrobor6 la identidad del
parasito mediante la visualizacion de un amplicon del tamafio esperado (629
pb). El objetivo de controles positivos es el de evaluar la validez del método

de deteccidn mediante la visualizacion en el gel de agarosa.

6.2.2. Extraccion y purificacion del ADN de los controles positivos.

En el presente trabajo para la extraccion de ADN de controles positivos y
muestras se realiz en base a las recomendaciones dadas por (Alejos et al.,
2015). Antes de proceder a la extraccion de ADN de los controles positivos
(los cuales estaban preservados en Alcohol al 70%), los parasitos fueron
lavados con agua destilada por aproximadamente dos horas para retirar el

alcohol en exceso.

16



Se pesaron 300 mg de individuos de Anisakidos en balanza de precision
(Mettler Toledo-Espariia) y extrajo el ADN mediante el protocolo CTAB-
Bromuro de Cetil Trimetil amonio (Rogers & Bendich, 1985), con ligeras
modificaciones que incluyeron homogenizacion vigorosa de los parasitos
mediante el uso de un mortero, durante 10 minutos aproximadamente.
Luego se colocaron estos parsitos triturados en un tubo Eppendorf y se
adicion6 1 mL de CTAB 2X (ver anexol), precalentado a 60 °C, se mezcl6
por inversién e incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido
de 10 minutos a 0°C. A continuacion, se adiciono 10 pL de proteinasa K
(Promega, USA) (10 mg/uL), mezcld por inversion e incubé a 65°C por 25
minutos para luego incubar durante 5 min a 0°C. La etapa de separacion de
componentes celulares con fenol y cloroformo, asi como la de precipitacion
del ADN no fueron modificadas. Finalmente, se rehidraté el ADN en 50 pL
de buffer TrislOMm EDTALMm(buffer TE 1X).

La cantidad y calidad del ADN extraido se evalu en equipo Nano Drop ™
Espectrofotdémetro ND-10 (Thermo Scientific), luego se hicieron diluciones
con agua libre de nucleasas hasta alcanzar una concentracién de 150 ng/uL.
Estos ADN se almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior como controles

positivos.

6.2.3. Amplificacion del ADN de los controles positivos (gen Citocromo
Oxidasa COX I1).
Se amplificé el gen citocromo ¢ oxidasa subunidad Il (COX II) por PCR en

base a las recomendaciones de (Gea, 2015), usando los cebadores A211 (5'-
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TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3) y A210 (5"
CACCAACTCTTAAAATTATC-3') descritos por Nadler y Husdpeth

(2000), que generan un amplicon de 629 pb.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL, 150ng de ADN,
conteniendo 0.4 uM de cada cebador, 1X de GoTag® G2 Green Master 2X
(el cual contiene 3mM MgCI2) ,completando la solucién final con agua
ultrapura. Los tiempos de amplificacion fueron: 95 °C durante 5 min; 35
ciclos de 94 °C por 30 s, 47 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min, con una
extension final de 72 °C durante 10 min. En todos los PCR se usé agua ultra

pura libre de nucleasas como control negativo (Promega-USA).

6.2.4. Electroforesis y visualizacion en el gel de Agarosa.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa con
TAE al 1%, a 90 V durante 1 h, teflidos con 5 mg/mL de bromuro de etidio
(Sigma-USA), visualizados bajo luz ultravioleta en transiluminador. Como
marcador de peso molecular se utiliz6 el 1kb DNA Ladder (Promega-

Brasil).

6.3. FASE B.-Extraccion, amplificacion y visualizacion de ADN de

Anisakidos en conservas de pescado.

En esta fase se detallan los pasos para poder extraer, purificar y amplificar el ADN

de Anisakidos que han sido inoculados artificialmente en la preparacion de

conservas de pescado y por lo tanto han sido sometidos a las condiciones mas
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extremas de degradacion del ADN. Se detallan las variantes de protocolos sugeridos

en otras investigaciones las cuales sirvieron de base para el desarrollo de la presente

investigacion.

Se trabajo6 siguiendo los pasos del siguiente esquema:

Colecta de
Parasitos
Anisdkidos de
peces
comerciales

Preparacion de
conservas de
caballa
inoculadas
artificialmente
con Anisdkidos
previamente
colectados.

Extraccion y
purificacion del
ADN de las
conservas
inoculadas con
Anisdkidos.

\,

Amplificacion
del ADN de los
Anisdkidos
(GEN
Citocromo
Oxidasa COX I1)

Electroforesis y
Visualizacién en
el gel de
Agarosa.

Determinacion
dela
sensibilidad
diagndstica y
cantidad
minima de
pardasitos a
detectar.

Figura 02. Esquema para la FASE B del trabajo

6.3.1. Colecta de Parasitos Anisakidos de peces comerciales

Los Anisakidos en estadio (L3) fueron colectados mediante necropsia de

estbmago y visceras de pescados de consumo humano directo

comercializados en el terminal pesquero del Callao-Per (Ver Tabla 01).

Las larvas de Anisakidos (L3) (240 larvas aproximadamente) se aislaron e

identificaron mediante evaluacion taxondmica, utilizando estereoscopio, y

luego conservados en alcohol al 70 % para su uso.

Tabla 01. Namero de Anisakidos colectados de peces comerciales

Nombre cientifico de los Peces

Familia

NUmero de

Anisakidos

colectados
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Sarda chiliensis chiliensis Scombridae 16

Scomber japonicus peruanus Scombridae 40
Trachurus picturatus murphyi  Carangidae 164
Mugil cephalus Mugilidae 13
Hemilutianus macrophthatmus  Serranidae 7

TOTAL 240

Antes de proceder a la inoculacion artificial de los paréasitos y de la
preparacion de las conservas, los paréasitos fueron lavados con agua destilada

por aproximadamente dos horas para retirar el alcohol en exceso.

Foto 01. Anisakidos colectados de Peces comerciales preservados en Alcohol al 70 %.

6.3.2. Preparacion de conservas de caballa inoculadas artificialmente

con Anisékidos previamente colectados.

Las conservas se prepararon con “caballa” (Scomber japonicus peruanus),

adquirida en mercados locales.
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Foto 02. Filetes de caballa siendo procesados para la elaboracion de las conservas

Después de los procesos de lavado, corte y eviscerado los peces fueron
analizados mediante el método de transiluminacion para asegurarse de que
los filetes carezcan de parasitos y, bajo estrictos pardmetros de bioseguridad,
fueron inoculados con especimenes de Anisakidos colectados e

identificados previamente.

Foto 03. Filetes de caballa siendo inoculados con Anisakidos para la elaboracion de las conservas

En envases de vidrio con tapa rosca hermética, se colocé 50 g de pescado
(83.39% del peso total del producto), 10 mL de liquido de gobierno (16.6 %

del peso total del producto), siendo los liquidos agua, aceite y salsa de
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tomate comercial y 5 individuos Anisakidos (30 mg aproximadamente), tal

como se aprecia en el Cuadro 01.

Tabla 02. Disefio de Elaboracién de Conservas Inoculadas y no Inoculadas

Disefio de
Conservas de Conservas de Conservas de
Elaboracion de
Caballa en Aceite Caballaen Agua Caballa en Salsa de

Conservas
inoculadas con inoculadas con tomate inoculadas
Inoculadas y no
Anisakidos Anisakidos con Anisakidos
Inoculadas
Caballa 50¢ 50 ¢ 509
Liquido de 10 mL Aceite 10 mL Salsa de
gobierno comercial 10 mL Agua Tomate comercial
5 individuos 5 individuos 5 individuos
Anisakidos (30 mg) (30 mg) (30 mg)

El flujo de la elaboracion de las conservas incluyo las etapas de Eviscerado
y corte del pescado, inoculacion de parasitos (como modelo experimental),
envasado, precoccidn, enfriado, esterilizacion de las conservas y finalmente
el almacenamiento de la conservas.

El precocido se realiz6 sometiendo los envases a bafio Maria, durante 10
minutos. Cada envase se etiqueto (tipo de producto, fecha, peso, inoculacion
o control, liquido de gobierno) y esterilizo en autoclave (121 °C, 15

atmosferas, por 55 minutos) (Olivares, 2013).

22



Caballa

Andlisis por el método|

Eviscerado y fileteado| S
de Transiluminacién

Inoculacion de
Anisdkidos enteros

Envasado ( Adicion de
los liquidos de
gobierno)

IPre coccién (inmersidn|
en bafio maria 10
minutos ).

Enfriado

Esterilizacion

Autoclave (121 °C, 15
atmosferas, por 55
minutos)

Almacenamiento de
las Conservas de
caballa.

Figura 03. Flujo de Elaboracion de las conservas de caballa

Se elabord un total de 48 conservas inoculadas con larvas de Anisakidos,
en detalle se elaboraron 16 conservas de caballa con larvas de Anisakidos
en agua, 16 conservas de caballa con larvas de Anisakidos en aceite y 16
conservas de caballa con larvas de Anisakidos en salsa de tomate comercial

con el objetivo de obtener una sensibilidad minima esperada del 95%.
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6.3.3. Extraccion del ADN mediante protocolo CTAB aplicado en

conservas de pescado inoculadas con Anisékidos

Para todos los pasos de extraccion y purificacion del ADN de las muestras
y controles se utilizé la metodologia tradicional de CTAB recomendada por
Alejos et al. (2015), con ligeras modificaciones, las cuales se detallan en
cada punto.

Para la extraccion y purificacion del ADN de las muestras fue necesario
previamente esterilizar morteros, pistilos, tubos para microcentrifuga y
puntas para micropipetas. En el presente trabajo preparamos con
anticipacion las soluciones a utilizar para la extraccion del ADN (Ver Anexo
1).

Se extrajo el ADN de las muestras de conservas previamente descritas, a
partir del liquido escurrido, producto de la homogenizacion de la conserva
en su totalidad (agua, aceite y salsa de tomate).

Hubo una modificacién del Protocolo tradicional CTAB, recomendado por
Alejos et al. (2015), en donde en vez de pulverizar la muestra con nitrégeno
liquido se realiz6 la homogenizacion vigorosa de todo el contenido de la
unidad (conserva de pescado) mediante el uso de un mortero, durante 20
minutos aproximadamente (debido a que el paréasito se encuentra distribuido
heterogéneamente en la conserva).

Dado que el objetivo de nuestro trabajo era extraer el ADN a partir del

homogenizado de la conservas de caballa y para asegurar su recuperacion
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por el método propuesto, se realizaron los ensayos que se detallan a

continuacion.

6.3.3.1. Variante del método de extraccion: Experimentacion en
el liquido de escurrido.

Para extraer el liquido de escurrido se invirtieron los morteros
conteniendo la mezcla de la conserva homogenizada en un angulo de
45° por aproximadamente 10 minutos , en esta etapa se procedio a
realizar un pequefio experimento en el cual se someti6 este liquido
de escurrido a una centrifugacion de 10,000 rpm por 10 minutos con
el objetivo de verificar si era en el sobrenadante o el precipitado el
que contenia mejor calidad y cantidad de ADN (una vez terminado
el proceso de extraccién), una vez finalizado el proceso de
experimentacion se determind la fase que contenia mejor
concentracion y calidad de ADN (Ver Resultados), esto se pudo se
evaluar en equipo NanoDrop™ Espectrofotometro ND-10 (Thermo
Scientific, Alemania).

A diferencia del protocolo (Alejos et al., 2015) donde se utilizaban
100 mg de tejido muestras se utiliz6 300 uL del centrifugado de los
liquidos de escurrido (Ver resultados para mayor detalle de este
paso) en un tubo Eppendorf y se adicion6 1 mL de CTAB 2X,
precalentado a 60 °C, se mezclo por inversion e incub6 durante 10

minutos a temperatura ambiente, seguida de 10 minutos a 0°C.
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A continuacion, se adicion6 10 pL de proteinasa K (Promega, USA)
(10 mg/puL), mezcld por inversion e incubd a 65°C por 25 minutos
para luego incubar durante 5 min a 0°C y consistié en agregar 600
uL de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1) y se agitdé por
inversion. Luego se centrifug6 a 10,000 rpm a 8 °C, por 12 min.
Después de recuperar con cuidado 200 pl del sobrenadante y ponerlo
en un tubo para microcentrifuga nuevo de 1.5 mL. Se agregé 50 pl
de acetato de amonio 10 M y se mezcl6 por inversién varias veces.
Luego se agregd 500 pL de isopropanol frio (a -20 °C) y se mezcld
por inversion varias veces. Se mantuvo la mezcla a -20°C durante
2 h, para favorecer la precipitacion de ADN y luego se centrifug6 a
10,500 rpm a 8 °C, por 5 min. Finalmente, se rehidrat6 en 50 pL de
buffer TE 1X, la cantidad y calidad del ADN extraido se evalu6 en
equipo Nano Drop ™ Espectrofotometro ND-10 (Thermo Scientific)

y se almacend a -80 °C hasta su posterior uso.

6.3.4. Variacion en la Amplificacion del ADN

Durante la etapa de amplificacion de ADN mediante la Reaccion en Cadena
de Polimerasa (PCR) se procedié a realizar los primeros ensayos de
amplificacion del ADN de los Anisakidos en base a las recomendaciones de
(Gea, 2015) con algunas variantes en cuanto al nimero de etapas de

amplificacion (las cuales se detallan en los resultados de esta investigacion).
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Se amplificé el gen citocromo ¢ oxidasa subunidad 1l (COX II) por PCR,
usando los cebadores A211y A210, descritos por Nadler y Husdpeth (2000),

que generan un amplicon de 629 pb.

Tabla 03. Cebadores A 211 y A 210 Nadler y Husdpeth (2000)

GEN F (A211) R(A210)

CoxXI 5'-TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3’ 5'-CACCAACTCTTAAAATTATC-3'

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador (Thermo
Scientific, USA), conteniendo en un volumen final de 25 pL, 150ng de
ADN, conteniendo 0.4 uM de cada cebador, 1X de GoTag® G2 Green
Master 2X (el cual contiene 3mM MgCI2) ,completando la solucion final
con agua ultrapura. Como control positivo se empled el ADN de los
especimenes de Anisakidos de la coleccion del Laboratorio de Parasitologia
FAVEZ-UPCH y como control negativo agua libre de nucleasas (Promega,
USA).

Los tiempos de amplificacion fueron: 95 °C durante 5 min; 35 ciclos de 94
°C por 30's, 47 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min, con una extension final de
72 °C durante 10 min.

Como variante a las recomendaciones de Gea (2015), luego de la primera
amplificacion por PCR, 3 pL del producto final fueron utilizados como
molde para una segunda reaccion (doble amplificacion) (Ver en resultados

para mas informacion sobre esta variacion del protocolo). Se usaron los
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mismos cebadores que en la primera PCR: A211 (5-
TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3') y A210 (5'-
CACCAACTCTTAAAATTATC-3"), descritos anteriormente. Los tiempos
de amplificacion fueron los mismos: 95 °C durante 5 min; 35 ciclos de 94
°C por 30 s, 47 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min, con una extension final de
72 °C durante 10 min. Los productos de PCR visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa de acuerdo a las especificaciones del
apartado 6.2.4

6.3.5. Determinacion de los criterios de rendimiento de la prueba

utilizada: Sensibilidad

La sensibilidad diagnéstica de la prueba fue determinada mediante la
deteccion positiva de las 48 conservas inoculadas con parasitos en los tres
liquidos de gobierno (aceite, salsa de tomate y agua) y mediante la formula
de calculo de sensibilidad diagnostica recomendada por (Fernandez et al.,

2003).

Sensibilidad diagnoéstica

Verdaderos Positivos
100

~ Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

En el presente trabajo se determin0 la sensibilidad analitica (limite de
deteccidn) a través del método de diluciones seriadas de ADN de Anisakidos
que fueron sometidos a las mismas condiciones de transformacion de las

conservas de pescado.
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Ademas se determino distintas proporciones pescado—parasito elaborando
conservas de (50 g) inoculadas con distinto nimero de parésitos (1-5)
individuos, de 6 mg cada uno, aproximadamente y fue distribuido de
acuerdo al plan de determinacion de distintas proporciones de pescado-

parésito. Ver (Tabla 04).

Tabla 04. Plan de determinacion de distintas proporciones de pescado- parasito.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
1 parasito 2 parasitos 3 parésitos 4 parésitos 5 parasitos
entero entero entero entero entero
50 g de 50 g de 50 g de 50 g de 50 g de
caballa caballa caballa caballa caballa

6.4. FASE C. Extraccién, amplificacion y visualizacion de ADN en conservas

de pescado inoculadas con otros parasitos

Para determinar que no exista reaccion cruzada (especificidad analitica), se
analizaron muestras contaminadas con otros parasitos distintos a los Anisakidos.
Asimismo, para determinar la denominada especificidad diagndstica se prepararon
conservas de caballa sin inocular.

En esta fase se detallan los pasos para poder determinar la especificidad analitica y
diagnostica que incluye la colecta de otros parasitos y peces para su posterior

inoculacion en la elaboracion de las conservas, extraccion, amplificacion y
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visualizacion del ADN de las muestras. Se trabajé siguiendo los pasos del siguiente

esquema:

Preparacion de
conservas de Extraccién y
caballa purificacion del Amplificacién del Determinacién
Colecta de otros inoculadas ADN de las mpiiticacion de Elctroforesis y dela
D ADN (GEN eictrotore:
Parasitos y peces artificialmente conservas Visualizacién en especificidad
. con otros inoculadas con el gel de Agarosa. diagnostica y
parasitos y otros otros pardsitos y analitica.
pecesy sin otros peces.
inocular.

Citocromo
Oxidasa COX I1)

Figura 04. Esquema para la FASE C del trabajo

6.4.1. Colecta de otros parasitos

Los parésitos fueron colectados mediante necropsia de estomago y visceras
de pescados de consumo humano directo comercializados en el terminal
pesquero del Callao-Perd (Cuadro 02). Los parasitos se aislaron e
identificaron mediante evaluacion de caracteristicas taxondmicas utilizando

estereoscopio, y luego conservados en alcohol al 70 % para su uso.

Cuadro 02. Parésitos y peces utilizados en la determinacion de la especificidad analitica del ensayo.

Nombre cientifico Familia Organismos
Diphillobothrium pacificum Diphyllobothriidae ~ Céstodos
Hepatoxylon trichiuri Sphyriocephalidae Céstodos
Tentacularia coryphaenae Tentaculariidae Céstodos
Nybelinia sp Tentaculariidae Céstodos
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Rhadinorhynchus sp Rhadinorhynchidae = Acantocephalos

Sarda chiliensis chiliensis Scombridae Peces
Trachurus picturatus murphyi Carangidae Peces
Mugil cephalus Mugilidae Peces
Thunnus albacares Scombridae Peces

Adicionalmente a ello antes de la inoculacion en las conservas se procedio
a colectar 30 mg de tejidos de otros peces (distintos al de caballa) con la

finalidad de inocularlos y evaluar si habia reaccion cruzada con estos peces.

6.4.2. Preparacion de conservas de caballa inoculadas artificialmente

con otros parasitos y otros peces y sin inocular.

En frascos de vidrio con tapa rosca hermética, se colocé 50 g de pescado
(83.39% del peso total del producto), 10 mL de liquido de gobierno (16.6 %
del peso total del producto), siendo el liquido agua y 30 mg
aproximadamente de otros paréasitos y tejidos de otros peces, tal como se
aprecia en la Tabla 05.

El flujo de la elaboracidn de las conservas fue exactamente igual al flujo de
preparacion de las conservas de caballa inoculadas con Aniséakidos las

cuales fueron detalladas lineas arriba.
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Tabla 05. Disefio de elaboracidon de conservas inoculadas con otros parasitos y peces y conservas no

inoculadas

Disefio de Elaboracion
Conservas de Caballa en

de Conservas Inoculadas Conservas de caballa
Agua inoculadas con otros

con otros parasitos y no sin inocular
parasitos y peces

Inoculadas

Caballa 509 50¢g

Liquido de gobierno 10 mL Agua 10mL Agua

Otros parasitos y peces (30 mg) 0 individuos

6.4.3. Extraccion, amplificacion y electroforesis

La extraccion del ADN se realiz6 segln apartado 6.3.3.1.

La etapa de amplificacion de ADN mediante la Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR) se procedi6 a realizar segun apartado 6.3.4.La
electroforesis y visualizacion en el gen de agarosa se realiz6 segun apartado

6.2.4.

6.4.4. Determinacién de los criterios de rendimiento de la prueba

utilizada: Especificidad

Para determinar que no exista reaccion cruzada (especificidad analitica), se
analizaron muestras contaminadas con otros parasitos distintos a los

Anisakidos (ver Cuadro 02). Para la determinacién de los parametros de
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sensibilidad diagnostica, especificidad analitica y diagnostica, los datos
obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva utilizando
programa Excel y mediante la siguiente férmula de trabajo (Fernandez et

al., 2003).

E ificidad di sstica = Verdaderos blancos %100
spectiicidad Qlagnostea =y erdaderos blancos + Falsos Positivos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia tal como

figura en la Constancia 004.02.19 con la categoria de Exento.
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7.  RESULTADOS

7.1. Resultados de la Extraccion de ADN de controles positivos

Las extracciones de ADN, de los controles positivos mediante homogenizacion del
tejido crudo de los parasitos conservados rindieron valores de concentracion de
ADN superiores a los 800 ng/pL y de un factor A260/A280 mayor a 1.8, luego se
hicieron diluciones seriadas con agua libre de nucleasas hasta alcanzar una
concentracion de 150 ng/pL la cual permiten obtener amplificados nitidos y del
tamario esperado en la etapa de revelado del gel de agarosa.

Estos controles positivos fueron utilizados para verificar la visualizacion de los
amplicones en el gel de agarosa en comparacion con los controles blancos (Mix de

PCR + Agua en remplazo del ADN) y las muestras de conserva que se analizaron.

Tabla 06. Concentracion y pureza de ADN extraido de Anisakidos utilizados como controles positivos

CONCENTRACION| FACTOR A 260/ A
N° MUESTRA
(ng/uL) 280

1 | Anisakidos crudos 904.3 1.85

al 70% de Alcohol

2 8945 1.87
utilizados como

controles positivos
3 857.1 1.95

4 804.5 1.86
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7.2.Resultados de

959.1

1.8

Anisékidos.

7.2.1.

y precipitado de la muestra.

la Extraccion de ADN de conservas inoculadas con

Resultados de la extraccion de ADN probado en el sobrenadante

Tal como se describi6 anteriormente en el Apartado (4.2.3.1.), se realiz6 un

experimento en el cual se someti6 este liquido de escurrido a una

centrifugacion de 10,000 rpm por 10 minutos con el objetivo de verificar si

era en el sobrenadante o el precipitado el que contenia mejor cantidad de

ADN, una vez finalizado el proceso de experimentacion se determin6 que el

sobrenadante de la muestra (liquido de escurrido) era el que contenia mejor

concentracion y calidad de ADN.

Tabla 07. Concentracion y pureza de ADN extraido del liquidos sobrenadante y precipitado de

conservas de pescado inoculadas con Anisakidos.

Concentracion de

Sobrenadante Precipitado
ADN
NO
Muestra (ng/uL) | Factor a 260/ A 280 Factor a 260/ A 280
(ng/uL)
1 | Liquido de escurrido de | 208.6 1.55 15.8 1.5
2 | conservas de caballa 162.7 1.94 5.88 1.42
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inoculada con 364.5 1.47 29.9 1.32

Anisakidos 267.2 1.85 18.2 1.52

305.6 1.9 8.6 1.43

Las extracciones de ADN realizadas a partir de 300 pL del sobrenadante del
liquido de escurrido producto de la homogenizacion vigoriza de las conservas
inoculadas con parasitos, rindieron valores de concentracion de ADN mucho
menores a la de los controles positivos y los valores del factor A260/A280

también fueron menores y éstas son detalladas en el Anexo 2.

7.2.2. Resultados de la Amplificacion con variante

Para el proceso de amplificacion se experimentd repeticiones con sélo un
proceso de amplificacion en las cuales, durante el proceso de visualizacion en
el gel de agarosa, no se pudieron observar las bandas. En base a estos
resultados se resolvio realizar una segunda amplificacién utilizando 3 uL del
producto del primer PCR, utilizandose los mismos cebadores que en la
primera PCR: A211 (5-TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3) y
A210 (5'-CACCAACTCTTAAAATTATC-3), descritos anteriormente. Los
tiempos de amplificacion fueron los mismos: 95 °C durante 5 min; 35 ciclos
de 94 °C por 30 s, 47 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min, con una extensién final
de 72 °C durante 10 min. Con esta segunda amplificacion se pudo observar
bandas que evidenciaban la presencia de Anisakidos en estas muestras. Junto

a las muestras de ADN de las conservas de pescado se amplificaron muestras
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blanco, conteniendo un volumen final de 25 pL, 1 pL de cada cebador, 12.5
ML de GoTag® G2 Green Master ,7.5 pL de agua ultrapura y 3 pL de agua

ultrapura en reemplazo del ADN molde.

o
LI
e
n

(o))

|

(ve]

1kb 1

Foto 04. Deteccion de Anisdkidos en conservas inoculadas a partir de distintos liquidos de
gobierno diferencias entre la primera y segunda amplificacion. Agarosa 1%, tefiido con bromuro de
etidio. 1kb: Marcador de peso molecular;(1) Control positivo;(2) Blanco, (3) Primera amplificacion de
Conserva de pescado en Aceite; (4) Primera Amplificacion de Conserva de pescado en Agua (5)
Primera amplificacion de Conserva de pescado en salsa de tomate. (6) Segunda amplificacion de
Conserva de pescado en Aceite; (7) Segunda amplificacion de Conserva de pescado en agua; (8)

Segunda amplificacion de Conserva de pescado salsa de tomate.

7.2.3. Resultados de la determinacion de Criterios de rendimiento del

presente estudio.

La sensibilidad diagnostica de la prueba fue determinada mediante la
deteccion positiva de las 48 conservas inoculadas con parasitos en los tres
liquidos de gobierno (aceite, salsa de tomate y agua) donde se determind un

100% de sensibilidad diagnostica para las conservas en aceite y en salsa de
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tomate, tal como se puede evidenciar en las (Tabla 08) y (Tabla 09) y en sus
respectivos célculos matematicos.

La especificidad diagnoéstica del protocolo fue del 100 %, basado a partir de
la no deteccion de amplificados de ADN en controles negativos (conservas de

pescado que no estaban inoculada con parésitos Anisakidos.

Tabla 08. Tabla de datos para el calculo de sensibilidad diagnostica y especificidad diagndsticas en la

deteccion de Anisakidos en Conservas de Caballa en Aceite Inoculadasy No Inoculadas con Anisakidos.

Nivel de confianza %: 95%

Verdadero diagnostico

Conservas de Caballa en Aceite No
Inoculados
inoculados
Prueba Positivos 16 0
evaluada Negativos 0 16

16/ (16+0) x 100= 100 % de sensibilidad diagnoéstica de la prueba evaluada de

conservas en aceite inoculadas con Anisakidos.

16/ (16+0) x 100= 100 % de especificidad diagndstica de la prueba evaluada de

conservas en aceite no inoculadas con ningun parasito.
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Tabla 09. Tabla de datos para el calculo de sensibilidad y especificidad diagndsticas en la deteccion de

Anisakidos en Conservas de Caballa en Salsa de Tomate Inoculadas y No Inoculadas con Anisakidos.

Nivel de confianza % : 95%

Conservas de Caballa en Salsa Verdadero diagndstico
de tomate Inoculados No inoculados
Prueba Positivos 16 0
evaluada Negativos 0 16

16/ (16+0) x 100= 100 % de sensibilidad diagndstica de la prueba evaluada de
conservas en Salsa de Tomate inoculadas con Anisakidos.
16/ (16+0) x 100= 100 % de especificidad diagnostica de la prueba evaluada de

conservas en Salsa de Tomate no inoculadas con ningln parasito.

S6lo en un caso de la conserva en agua se obtuvo un resultado falso
negativo, dando una sensibilidad final de 93.75 con este liquido de

gobierno.

Tabla 10. Tabla de datos para la especificidad analitica en la deteccién de Anisakidos en Conservas de

Caballa en Agua Inoculadas y No Inoculadas con Anisakidos.

Nivel de confianza %: 95%

Conservas de Caballa en Agua Verdadero diagnostico
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No

Inoculados
inoculados
Prueba Positivos 15 0
evaluada Negativos 1 16

15/ (15+1) x 100=93.75 % de sensibilidad diagnostica de la prueba evaluada de
conservas en Agua inoculadas con Anisékidos.

16/ (16+0) x 100= 100 % de especificidad diagnostica de la prueba evaluada de

conservas en Agua no inoculadas con ningun parasito.

Foto 05. Determinacién de la sensibilidad diagnéstica en conservas inoculadas con Anisakidos. Agarosa
1%, tefiido con bromuro de etidio. 1kb: Marcador de peso molecular; (1) Control positivo;(2) Blanco(3)
Conserva de pescado en aceite inoculada con Anisakidos(l)(4) Conserva de pescado en aceite inoculada con
Anisakidos (11); (5)Conserva de pescado en agua inoculada con Anisakidos (I); (6)Conserva de pescado en
agua inoculada con Aniséakidos (I1); (7)Conserva de pescado en salsa de tomate inoculada con Anisakidos

(1)(8)Conserva de pescado en salsa de tomate inoculada con Anisakidos (I1).

Se determind la sensibilidad analitica mediante una muestra de 5 parasitos

Anisakidos que fueron sometidos a 121°C durante 55 minutos fue utilizada
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para realizar las diluciones de ADN, para esto la muestra tuvo una
concentracion inicial de ADN de 346.5 ng/pL y una factor de absorbancia
de 1.47 vy se procedié a realizar diluciones seriadas de acuerdo al siguiente
cuadro, de donde se determind que la técnica evaluada en esta investigacion

puede detectar hasta 91.125 ng/puL lo que equivale a 1.25 individuos de

Anisakidos.
364.5 182.25 91.125 455 23.2
ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul

Positivo Positivo Positivo | Negativo | Negativo

Tal como se describi6 en el apartado de materiales y métodos en el presente
trabajo se determind distintas proporciones pescado — paréasito realizando
conservas de (50 g) inoculadas con distinto nimero de parasitos (1-5)
individuos, de 6 mg cada uno, aproximadamente. La presente prueba pudo

detectar hasta 1 parasito (6 mg) por cada 50 000 mg de pescado.

La especificidad analitica del protocolo propuesto en este estudio fue del
100% para los tres liquidos de gobierno propuestos, basados a partir de la
no deteccion de amplificados de ADN de diferentes especies de peces y
parasitos que no pertenecian a la familia Anisakidae Ver (Foto 06). En
(Cuadro 02) se especifica los parasitos y peces que fueron usados para las

pruebas de especificidad de la prueba.
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Foto 06. Determinacion de especificidad analitica en conservas inoculadas con otros parasitos distintos
a los Anisakidos. Agarosa 1%, tefiido con bromuro de etidio. 1kb: Marcador de peso molecular;(1)
Blanco;(2) Control positivo, (3) Diphillobothrium pacificum; (4) Hepatoxylon trichiuri; (5) Tentacularia
coryphaenae;(6) Rhadinorhynchus sp; (7) Sarda chiliensis chiliensis; (8) Mugil cephalus;(9) Trachurus

picturatus murphyi.
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8. DISCUSION

Diversos estudios para la deteccion molecular de Anisékidos en diversos productos
hidrobioldgicos demostraron la posibilidad de detectar parésitos en muestras con
condiciones extremas de degradacion como en el caso de conservas de pescado.

Un estudio realizado por Espifieira et al. (2010), denominado deteccién e
identificacion de Anisakidos en alimentos a traves del método Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) de la region del Internal transcribed spacer
(ITS-1), demostrd que a pesar del tratamiento térmico aplicado a los productos
enlatados se permitio evaluar la correcta amplificacion del ADN en el caso méas
extremo de degradacion a (115 ° C durante 50 minutos). Asi mismo, Herrero et al.
(2011), cuyo trabajo denominado deteccion de Anisdkidos en peces y productos
pesqueros en PCR en tiempo real, considera que su propuesta es rapida, robusta,
altamente sensible y facilmente adaptable en el diagnodstico molecular de muestras
sometidas a procesos intensivos de transformacion, como los alimentos enlatados.
La evaluacién por PCR en tiempo real para la deteccién de Anisakis simplex en
alimentos realizada por (Lépez y Pardo., 2010) a través de la subunidad I del gen
citocromo oxidasa (COI) determind que el ensayo desarrollado en ese estudio es
una metodologia muy confiable, especifica y sensible para detectar la presencia de

este paréasito en los productos del mar, incluidas las muestras altamente procesadas.

Un estudio (Mossali et al., 2010) para la deteccion y cuantificacién de Anisakidos
en alimentos para bebes y conservas a base de pescado a través de PCR en tiempo

real utilizando la Regién ITS-1 (Internal transcribed spacer), demostré que los
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Anisékidos a menudo estaban presentes en el musculo del pescado y en los
productos derivados del pescado, incluida la comida para bebés. Cabe destacar que
solo los productos alimenticios para bebés que contienen “Solla” y “Merluza
europea”, ambas especies representan productos pesqueros comunes en Espafia y,
naturalmente, propensos a la infeccion por Anisakidos, dieron un resultado positivo
a la prueba, mientras que los productos alimenticios para bebés que contienen
dorada y lubina, que tipicamente se producen por la acuicultura dieron negativo (es
decir, se supone que no estaban infectados por Anisakidos). Esto sugeriria que los
acuicultores podrian tener ventajas sobre los peces silvestres, ya que se puede
garantizar que estan libres de A. simplex y parasitos relacionados.

En el presente estudio buscamos demostrar la posible deteccion de Anisakidos en
muestras de conservas de pescado utilizando metodologias més tradicionales (al
utilizar el método de extraccion CTAB vy utilizar un termociclador para la
amplificacion del ADN), objetivo que si se pudo corroborar en base a los resultados
obtenidos en el presente estudio, siendo posible la deteccion de amplicones de 629
pb de la region mitocondrial de la subunidad Il de la Citocromo Oxidasa
(COXIlI).Una variante de los demas estudios fue la de detectar la presencia de los
Anisakidos a partir del liquido escurrido producto de homogenizacion vigorosa de
toda la conserva y no de mezcla de tejidos como en los trabajos citados
anteriormente gracias a esta variante se soluciona el problema de tomar varias
muestras de un mismo envase permitiendo procesar varias muestras al mismo
tiempo (pools).

Otra variante de los métodos tradicionales fue la de utilizar una doble amplificacién.

Dado esto es importante mencionar que el proceso de extraccion dura
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aproximadamente 6 horas, seguidas de dos fases de amplificacion por PCR de dos
horas y media (en total 5 horas), y finalmente un proceso de 2 horas de corrida
electroforética y visualizacion del gel de agarosa. Por otro lado, tomar en cuenta
que la exposicion al bromuro de etidio y a los rayos UV resulta ser perjudicial para
quienes manipulan estos elementos, queda a criterio de los investigadores escoger
entre métodos tradicionales o métodos méas modernos como en el caso de PCR en

tiempo real.

Con respecto al tamafio de muestra tanto Espifieira et al. (2010) como Herrero et
al. (2011) utilizaron respectivamente un total de 20 muestras de mezclas de peces
y Anisdkidos enteros en diferentes presentaciones (seco, salado,
cocido, frito, congelado, ahumado y enlatado), de donde s6lo 7 muestras fueron
utilizadas para las validaciones de la deteccion de Anisékidos en muestras de peces.
Asimismo, Mossali et al. (2010), en su estudio de deteccion y cuantificacion de
Anisékidos en alimentos para bebes y conservas a base de pescado utilizaron como
maximo 8 muestras por producto y Lépez y Pardo (2010) utilizaron 4 muestras de
conservas de pescado y 1 muestra de comida para bebé para la deteccion de Anisakis
simplex en PCR en tiempo real. En el presente estudio se trabaj6 con un tamafio de
muestra de 16 conservas por presentacion, definido a través del célculo de
estimacion de proporciones para una poblacion desconocida de conservas de
pescado , una proporcion esperada del 94%, con un nivel de confianza del 95% y
un margen de error del 10 %, nos dio un total de 16 muestras (conservas de caballa
en distinto liquido de gobierno), una de las limitantes de estos estudios relacionados
en la inoculacion de parésitos fue la de poder colectar considerables cantidades de

parasitos como en el caso de nuestro estudio en donde tuvimos que colectar 240
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paréasitos Anisdkidos. Los peces y parasitos colectados para el estudio de
especificidad analitica fueron escogidos en base al trabajo de deteccion de parésitos
de peces comercializados en la ciudad de Lima (Serrano et al., 2017), en donde se
encontraron parasitos de importancia en salud publica, como el Anisakis sp. en todas

las especies de peces estudiadas, a excepcion de la lisa Mugil cephalus.

El protocolo CTAB es ampliamente utilizado en diferentes investigaciones para
extraer el ADN gendmico de parasitos Anisakidos, a partir de tejidos de peces y de
productos procesados (Espifieira et al., 2010; Herrero et al., 2011). La novedad del
presente trabajo fue emplear este protocolo, con ligeras modificaciones, a partir del
liquido escurrido después de la homogenizacién vigorosa de toda la conserva. En
los tres liquidos de gobierno probados en el presente estudio el sobrenadante del
liquido producto de la homogenizacion vigorosa tenia caracteristicas oleosas en las
cuales se atribuyen al alto contenido lipidico de la caballa (FAO, 1999). Los
métodos de extraccion de ADN en aceites son mas exitosos con el método de
extraccion CTAB, prueba de ello el trabajo elaborado por (Yunjing et al., 2018)
que comparé 5 métodos de aislamiento de ADN usando 25 aceites vegetales
comerciales producidos a partir de soja, mani, maiz, girasol, colza y aceites
mezclados con la finalidad de establecer un método eficiente de aislamiento de
ADN a partir de los aceites vegetales. La calidad del ADN aislado se determino
mediante espectrofotometria Nanodrop 2000, mostrando que solo las muestras de
ADN aisladas por el método de Bromuro de cetil Trimetil amonio (CTAB) fueron
capaces de amplificar el gen tRNA-Leu. Ademas, los valores de Ct de los genes de

referencia endogenos especificos de la especie fueron mayores que 36.
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Concluyendo que el método CTAB mostrd la mejor resolucion en la deteccion de
ADN para aceites vegetales comerciales y también en nuestro estudio fue posible
detectar la presencia de Aniskidos en el sobrenadante compuesto por particulas
oleosas en su mayoria.

A pesar de que el protocolo recomendado por (Alejos et al., 2015) referia usar 100
mg de tejido, en el presente trabajo se tomd 300ul de liquido sobrenadante en
relacion proporcional al trabajo de (Espifieira et al., 2010 y Herrero et al., 2011)
de donde tomaban 300 mg de mezclas de peces y parasitos para detectar la presencia
de Anisakidos en las muestras analizadas obteniéndose resultados favorables con
esta cantidad de muestra.

Los métodos de deteccién molecular de parasitos en productos hidrobioldgicos,
sometidos a procesos térmicos agresivos (esterilizacion), tienen que superar el
problema de la fragmentacién del ADN, que dificulta su deteccion (Chen et al.,
2008; Herrero et al., 2011). En el presente estudio desde la etapa de extraccion
pudimos observar una gran diferencia entre valores de concentracion de ADN y los
valores del factor A260/A280 entre las muestras que se utilizaron como controles
positivos y las muestras de conservas (donde el parasito y el pescado fueron
sometidos a grandes temperaturas por mucho tiempo), estos valores incidieron en
las etapas de amplificacion del ADN debido a esto se planted realizar una doble
amplificacion para asegurar maximizar los indices de deteccidn del protocolo.
Asi, el estudio realizado por Quinteiro et al. (1998), determind que el tamafio
méaximo de amplificado por PCR, en productos enlatados, dificilmente supera los
170 pb. Posteriormente, trabajos como los de Espifieira et al. (2010) y Ldpez y

Pardo (2010), lograron la amplificacion de fragmentos de mayor tamafio (260 pb).
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Estos estudios emplearon como muestra la mezcla de parésitos y pescado en
conserva, similar a las condiciones de nuestro estudio. En el presente estudio, la
deteccion del parésito en una sola corrida de PCR simple no fue suficiente pues
como los fragmentos esperado del gen COXII de mayor tamafio eran amplicones
de 629 pb. Esto se soluciond mediante un proceso de amplificacion adicional, que
us6 como ADN molde el producto de la primera reaccion (doble amplificacion),
bajo las mismas condiciones y utilizando exactamente los mismos cebadores de la
primera amplificacion.

Segln Espifieira et al. (2010) y Herrero et al. (2011), la sensibilidad analitica
alcanzada con sus métodos fue de 4.8 mg de parasito en 300 mg de tejido de pescado
y lo desarrollaron mediante el método de dilucion seriada del ADN no
especificando la metodologia para determinar la sensibilidad analitica, en el
presente estudio, se determind la sensibilidad analitica mediante diluciones de
ADN, a una concentracion inicial de ADN de 346.5 ng/uL y una factor de
absorbancia de 1.47 , de donde se determin6 que la técnica evaluada en esta
investigacion puede detectar hasta 91.125 ng/pL lo que equivale a 1.25 individuos
de Anisakidos, cabe resaltar que en el presente estudio no se evalud la eficacia de
la técnica, ya que no se detectd cual es la minima cantidad de ADN del paréasito por
mg o ml de conserva. Asimismo mediante el método de proporciones
(pescado/parasito), se pudo detectar hasta un paréasito entero de 6 mg por cada 50

000 mg de pescado.

Se determind que los liquidos de gobierno no funcionan como limitantes en la

extraccion y amplificacion del ADN pues los indices de sensibilidad y
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especificidad de la prueba no tuvieron diferencia significativa, siendo comparable
con el método RT-PCR, reportado por Herrero et al. (2011) y a Espifieira et al.
(2010), quienes alcanzaron un 99% de eficiencia en sus estudios aunque utilizaron

otros genes y modelos de PCR.

En el presente trabajo no se realiz6 pruebas para detectar la expresion de las
proteinas termorresistentes de los Anisakidos después de un proceso de
esterilizacion (autoclavado) (121 °C x 60 minutos) pues el objetivo principal de
fue la deteccion de ADN de Anisékidos en éstas condiciones extremas de
degradacidn a través de Reaccién en cadena de la Polimerasa, debido a esto en la
presente investigacion no podemos afirmar que las conservas de caballa
contaminadas con parasitos puedan causar toxicidad en personas previamente
sensibilizadas, pero parte de la metodologia de inoculacion de parasitos y
condiciones de autoclavado nos llevan a comparar con estudios relacionados en la
deteccidn de proteinas termorresistentes de los Anisakidos (Carballeda et al., 2014)
los cuales después de los procesos de autoclavado por (20, 40 y 80 minutos)
respectivamente demostraron que Ani S1 fue identificada como un alérgeno
resistente al autoclavado, esta proteina es la primera en caracterizada como alérgeno
reconocido por mas del 80 % de pacientes sensibilizados. Por otro lado, Ani S4 es
el otro alérgeno reconocido por mas del 27 % de los pacientes con sintomas
alérgicos teniendo también resistencia a las altas temperaturas y a las pruebas de
deteccidn con pepsina.

Asimismo, Carballeda et al. (2014) realizaron pruebas de activacion de basofilos

con extractos de L3 procesados en donde el andlisis funcional mostré que los
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alérgenos de A. simplex eran capaces de inducir la activacion de basofilos después
del autoclavado. A pesar de una marcada disminucion en el contenido de proteinas
observado después del tratamiento durante 80 minutos, los alérgenos parasitos
residuales pueden inducir la regulacion al alza de CD63 en los pacientes que fueron
evaluados en ese estudio. La capacidad para inducir la activacion de basofilos
depende de cada paciente pero aun asi se observé una activacion de basofilos
disminuida, aunque las pruebas de activacion de basofilos no proporcionan
informacion sobre la respuesta inmune celular en el intestino, permite el estudio de
la alergenicidad potencial de los alérgenos de los Anisakidos después del
procesamiento de alimentos, porque imita la via in vivo que conduce a los sintomas.
Asimismo (Olivares,2013) realiz6 un estudio para evaluar el efecto sobre los
alérgenos de las larvas L3 de Anisakis al aplicar tratamiento selectivo en pescado
parasitado teniendo como resultados que el tratamiento térmico de esterilizacion de
pescado infestado produjo un descenso en los antigenos de Anisakis, incluso en los
alérgenos termo-resistentes, aunque en todos los casos se ha detectado
antigenicidad residual concluyendo que estos productos podrian suponer un riesgo
para la salud en consumidores que han sido previamente sensibilizados a alérgenos
de A. simplex.

En Peru la evaluacion de técnica propuesta en este trabajo aporta al uso en los
controles de calidad en la industria por su facil acceso pues no sera necesario tomar
varias muestras de un solo envase tal como se propone en otras metodologias de
PCR a partir de muestras de tejido, donde se corre el riesgo de tomar parte del tejido

gue no esté contaminado, lo que dé como resultado falsos negativos, lo cual se
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solucion6 con la homogenizacion de toda muestra del envase con el liquido de

gobierno.

o1



9. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar si los procesos de fabricacion de conservas de
pescado afectan en la deteccion molecular tanto del ADN como a las
proteinas de los parésitos. Este trabajo tuvo como objetivo realizar la
evaluacion de la deteccion a nivel molecular del ADN de los Anisakidos,
pero no se puede afirmar que al detectar el ADN de los Anisakidos en el
maximo grado de degradacion se detecte también las proteinas con potencial

alergénico.

Se sugiere poder realizar validaciones de la técnica evaluada, esto requiere
de muestras adicionales de paréasitos colectados, una limitante del presente
estudio fue la de poder colectar grandes cantidades de parasitos tomando

en cuenta que se utilizaron un total de 240 parasitos Anisakidos.

Tomando en cuenta que el pescado cuando es comercializado en los
mercados ya se encuentra en estado postmortem, los parasitos que contiene
este pescado ya se encuentran muertos, esto resulta ser una limitante para el
optimo estudio del proceso normal de la deteccion en conservas ya que en
condiciones normales el pardsito deberia estar “vivo” enquistado en el
musculo a procesar antes de la elaboracién de la conserva, segregando sus
liquidos y toxinas. En este trabajo se utilizaron un 100% de larvas muertas

de Anisakidos debido a esta limitante.
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10. CONCLUSIONES

La técnica molecular evaluada, detectd la presencia de parasitos Anisakidos
inoculados artificialmente en conservas de caballa , a través de 3 distintos
liquidos de gobierno (agua, aceite y salsa de tomate).

La técnica molecular evaluada pudo amplificar fragmentos de 629 pb,
mediante un protocolo de PCR de doble amplificacion, ain después de
procesos como la esterilizacion comercial.

La sensibilidad diagnostica de la técnica evaluada fue de 100% para las
conservas cuyo liquido de gobierno fueron aceite y salsa de tomate
comercial y de 93.75% en el caso de las conservas en agua.

La sensibilidad analitica de la técnica evaluada fue 91.125 ng/pL de
parasito el cual fue determinado mediante diluciones seriadas. asimismo
mediante el método de proporciones (pescado/parasito), se pudo detectar
hasta un paréasito entero de 6 mg por cada 50 000 mg de pescado.

La técnica evaluada tuvo 100% de especificidad analitica y diagnostica.
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ANEXO 1

1. Preparacion de materiales para la extraccion y preparacion de Soluciones

para la extraccion

Para la extraccion y purificacion del ADN de las muestras fue necesario
previamente esterilizar morteros, pistilos, tubos para microcentrifuga y puntas
para micropipetas. Se rotularon los tubos a utilizar con marcadores indelebles.
Se precalentaron las estufas a la temperatura requerida antes de comenzar a
trabajar y preparamos con anticipacion las soluciones a utilizar para la extraccion
del ADN.

Se utiliz6 agua libre de DNasas y RNasas para preparar las soluciones.

2.1. Buffer Tris-HCI 100 mM pH 8

Dentro de una campana de extraccién, se disolvié en 65 mL de agua
desionizada 0.605 g de Tris-HCI. Se agreg6 HCI al 0.1 N, agitando
constantemente hasta ajustar el pH a8. Se aford a un volumen de 100 mL

con agua desionizada. Se mantuvo a temperatura ambiente.

1.2.Buffer de extraccion Bromuro de Cetil Trimetil amonio CTAB 2X
Para la preparacion del Buffer de extraccion se utilizé 1.4 M de NaCl (8.181
g), 20 mM de EDTA (0.744 g) y 2 % P/V de CTAB (Sigma-Aldrich,
Alemania) (2 g). Se disolvid lo anterior en 75 mL de buffer Tris-HCI 100

mM pH 8 en un agitador termomagnético hasta que las sustancias se
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disolvieron completamente. Enseguida se agreg6300 uL de 2-B-
mercaptoetanol (Thermo Fisher Scientific, USA) en la campana de
extraccion ya que este compuesto es muy volatil y toxico. Finalmente se
aforé a un volumen de 100 mL con la solucion de Tris-HCI previamente
utilizada. Se mantuvo a temperatura ambiente y antes de iniciar el proceso
fue necesario calentarlo a 55 °C.

1.3.Solucién Fenol: Cloroformo: isoamilico 25:24:1

Se mezcld en la campana de extraccion 50 mL de fenol, 48 mL de

cloroformo y 2 mL de alcohol isoamilico. Se mantuvo almacenado a -20°C.

1.4.Acetato de amonio 10 M
Se disolvi6 en 5 mL de agua desionizada, 7.71 g de acetato de amonio y se
aforé a 10 mL con agua desionizada. Se mantuvo almacenado a temperatura

ambiente.

1.5.Etanol al 70 %

Por cada 70 mL de etanol absoluto, agregar 30 mL de agua desionizada y

mezclar. Se mantuvo almacenado a -20°C.
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ANEXO 2

Cuadro 1. Concentracion y pureza de ADN extraido de las muestras de liquido de escurrido de conserva

de caballa con Anisakidos en aceite.

CONCENTRACION FACTOR A 260/ A
N°  MUESTRA

(ng/uL) 280
1 208.6 1.55
2 162.7 1.94
3 364.5 1.47
4 LIQUIDO DE 267.2 1.85
5 ESCURRIDO 305.6 1.9
6 DE 304.5 1.56
7 CONSERVA 258.3 1.8
'8 DECABALLA 289.9 1.61
9 CON 278.4 1.49
10 ANISAKIDOS 356.5 1.72
11 ENACEITE 302.5 1.68
12 234.4 1.76
13 308.9 1.83
14 2458 1.78
15 2236 1.67
16 254.8 1.77
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Cuadro 2. Concentracion y pureza de ADN extraido de las muestras de liquido de escurrido de conserva

de caballa con Anisakidos en agua.

CONCENTRACION FACTOR A 260/ A
N° MUESTRA

(ng/uL) 280

1 245.3 1.35
2 197.2 1.65
3 334.9 1.45
4 268.2 1.35
____ LIQUIDO DE

5 305.6 1.56
____ ESCURRIDO

6 1455 1.59
L DE

7 213.7 1.31
___ CONSERVAS

8 276.8 1.27
- DE

9 278.4 1.48
_ CABALLA

10 165.8 1.75
- CON

11 302.5 1.7
_ ANISAKIDOS

12 249.6 1.62
~ ENAGUA

13 341 1.81
14 154.1 1.57
15 262.4 1.52
16 276.9 1.59

67



Cuadro 3. Concentracion y pureza de ADN extraido de las muestras de liquido de escurrido de conserva

de caballa con Anisakidos en salsa de tomate.

CONCENTRACION FACTOR A 260/ A
N° MUESTRA

(ng/uL) 280

1 245.9 1.45
2 234.4 1.54
3 435.3 1.56
4 LIQUIDO DE 396.4 1.65
"5 ESCURRIDO 378.6 1.78
6 DE 504.8 1.47
7 CONSERVAS 235.7 1.49
8 DE 234.6 1.67
9 CABALLA 435.8 1.52
10  CON 412.8 1.63
11 ANISAKIDOS 239.4 1.61
12 ENSALSA 2185 1.75
13 DE TOMATE 269 1.78
14 2458 1.79
15 345.7 1.76
16 540.5 1.48
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ANEXO 3

GoTag® G2 Green Master Mix

GoTag® G2 Green Master Mix, 2X: GoTaq® G2 DNA Polymerase se suministra
en 2X Green GoTaq® G2 Reaction Buffer (pH 8.5), dATP 400puM, dGTP 400uM,
dCTP 400uM, dTTP 400puM y 3 mM MgCI2. El tamp6n de reaccion Green
GoTag® G2 es un tampdn patentado que contiene un compuesto que aumenta la
densidad de la muestra y los colorantes amarillo y azul, que funcionan como
colorantes de carga cuando los productos de reaccion se analizan mediante
electroforesis en gel de agarosa. El tinte azul migra a la misma velocidad que los
fragmentos de ADN de 3 a 5 kb, y el tinte amarillo migra a una velocidad mas

rapida que los cebadores.
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