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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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