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INTRODUCCION 

Desde 1968, han sido varias las mortalidades que se han detectado en la ostra plana 
(Ostrea edulis) en Francia, principalmente en la regi6n de Marennes y en la costa athintica de 
Bretaîia. Conocida en principio coma "Maladie des Abers", posteriormente fue denominada 
"Maladie de la glande digestive" (enfermedad de la ghindula digestiva) en referencia a su 
localizaci6n principal en la ostra. El agente etiol6gico fue descrito superficialmente por 
COMPS (1970) Y HERRBACH (1971), y fueron GRIZEL et al. (1974) que estudiaron en 
detalle el panisito y 10 denominaron Marteilia refringens, hacienda referencia a los grnnulos 
refringentes que se observan en las preparaciones en fresco. TIGE & RALOUIN (1976) la 
describen por primera vez en el meji1l6n athintico (Mytilus edulis), calificândolo de 
hospedador accidentaI. En 1976 PERKINS & WOLF describen una nueva especie, Marteilia 
sydneyi, en la ostra de Australia Crassostrea commercialis. 

En base a diferencias de hospedador y de microscopfa electr6nica, COMPS et al. 
(1982) describen Marteilia maurini en el mejill6n dei Mediterrâneo (Mytilus 
galloprovillcialis.). AUFRET & PODER (1985) encuentran Marteilia maurini en Mytilus 
edulis. 

Las diferencias entre Marteilia refrillgens y Marteilia maurini se encuentran en los 
haplosporosomas y en la pared de la espora. 

Actualmente se desconoce el cielo de vida. Se han identificado varias formas, el 
estado de preesporulaci6n (formas j6venes) se localiza a nivel deI epitelio estomacal. A 
continuaci6n pasa al epitelio de los tubulos digestivos donde empieza la esporulaci6n por 
gemaciones internas hasta dar en ultimo término esporoblastos que contienen cuatro esporas 
tricelulares y varios grnnulos refringentes. Los esporoblastos son eliminados al exterior a 
través dei intestino. 

La. principal actividad de la acuicultura gallega es el cultivo deI meji1l6n. La 
producci6n ronda las 200.000 toneladas/aîio. Por el momento se desconoce que especie es la 
que afecta al meji\l6n de nuestras costas. Los niveles de infecci6n de Marteilia spp pueden 
llegar en algunos casos al 46% (Villalba et al. 1990) y afecta principalmente a las zonas 
internas de las rfas (Fernândez et al. 1990), constituyendo un riesgo potencial para la 
industria dei meji1l6n. A nivel de la ostra, en Francia se observa un resurgimiento de la 
virulencia y dispersi6n de M. refrillgells. Estudios epidemiol6gicos sobre su incidenacia en 
Espaîia no indican estas tendencias (ICES, 1990). Estudios inmunol6gicos y genéticos nos 
podran permitir saber si se trata de la misma especie 

Dada la importancia de Marteilia refrillgens y Marteilia maurilli coma agentes 
pat6genos de alta virulencia y su presencia en el meji\l6n cultivado en Galicia, es necesario 
disponer de uno 0 varios métodos que permitan distinguir ambos parâsitos. 

Durante la estancia en ellaboratorio de la Tremblade dei IFREMER, se ha llevado a 
cabo la purificaci6n dei parâsito, la producci6n de anticuerpos monoclonales y la elonaci6n 
dei genoma. 
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PURIFICACION 

Tanto para la producci6n de anticuerpos monoclonales como para la extracci6n de 
DNA, son necesarias suspensiones dei parasito purificado. 

Mediante el examen microsc6pico de frotis de la glandula digestiva (Kit Hemacolor), 
se eligieron para la purificaci6n aquellos mejillones (Mytilus edulis procedentes de la Bretaiia 
francesa) que presentaban una fuerte parasitaci6n. Las glândulas se homogenizaron en AMFT 
(agua de mar filtrada (0.22 l'm) con Tween 80 (5%») y tamizadas con mallas de nylon de 250 y 
75 pm. El filtrado resultante se deposit6 sobre un gradiente de sacarosa (30, 25,20, 15, 10 Y 
5%) Y se centrifug6 a 2500 g durante 30 minutos a 4°C en una Beckman J-5MFIE. Las 
interfases 15120, 20/25 Y 25/30, que conten(an las formas j6venes se reunieron y se 
congelaron a -20°C. El sedimento con esporoblastos se resuspend6 en AMFr y se deposit6 
sobre un gradiente de Percoll (60, 50, 40, 30 Y 20%). Después de la centrifugaci6n a 2500 g 
durante 30 minutos a 4°C, las interfases 30/40 y principalmente la 20/30, se recogieron y se 
mezclaron con igual volumen de AMF (agua de mar filtrada) para a continuaci6n depositarse 
sobre un lecho de sacarosa 20% en AMF y as( eliminar los restos de Percoll. La 
centrifugaci6n se realiz6 en las mismas condiciones anteriores durante 3 minutos. El 
sedimento resultante contenfa esporoblastos de Marteilia refringe/ls prâcticamente puro. 

A partir de 63 glândulas digestivas con un peso medio de 216,19 mg/glândula, se 
obtuvieron 832 millones de esporoblastos. Es decir unos 13 millones/meji1l6n 0 10 que es 10 
mismo 61 millones/g glândula digestiva 
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los anticuerpos monoclonales (MAB) han sido ya utilizados para distinguir parasitos 
morfologicamente similares. Mialhe et al. (1988) encuentran diferencias entre Bonamia de 
Europa y Nueva Zelanda utilizando MAB y polic\onales. 

Nosotros hemos producido anticuerpos monoclonales para poder distinguir Marteilia 
aislada de distintos hospedadores (Ostrea edulis, Crassostrea commercialis, Crassostrea 
gigas, Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis) y de distintos pafses (Francia, Espafia, 
Australia). 

MA TERIAL Y METODOS 

Para la produccion de los anticuerpos monoclonales se seguiola técnica descrita por 
Kohler & Milstein (1975) que consiste en la fusion de linfocitos y mielomas de raton (figuras 
1 y 2). 

Inmunizacion de los ratones 

Los anticuerpos monoclonales se prepararon tanto contra formas jovenes coma contra 
esporoblastos. Las tres primeras dosis de inmunizacion se prepararon a partir de dos 
ghindulas digestivas fuertemente parasitadas. Estas se trituraron en AMF, se pasaron por un 
tamiz de 75 }lm y el filtrado resultante se centrifugo a 2500 g durante 20 minutos a 4·C. El 
sedimento se resuspendio en 1,5 ml de AMF y 1,5 ml de agua destilada y se almaceno a-
20·C. Se inmunizaron cuatro ratones Balb/c a los dfas 1,4 Y 6 con 400 }Il de suspensi6n. 15 
dfas después de la liltima dosis se extrajo sangre de cada rat6n, el suero se limpi6 por 
centrigugaci6n con un extracto de meji1l6n sin parasito y se estim6 por, IIFA "Indirect 
Immunofluorescence Assays" el desarrollo de anticuerpos contra Marteilia. Los dos ratones 
que presentaban la mejor respuesta se seleccionaron para la fusi6n. Tres dfas antes de la 
fusi6n se realiz6 una tlltima inmunizaci6n, esta vez con 350}ll de formas j6venes purificadas. 

Fusi6n 

El 15/05/91 se llev6 a cabo la doble fusi6n. Las células deI bazo se mezc\aron con 
células deI mieloma 8-azaguanina resistente (P3-NS1I1-Ag4-1); para la fusi6n se utiliz6 
polietilenglicol seglin el protocolo de BOULO (1989). Las células fusionadas se 
seleccionaron en media HAT (hipoxantina, aminopteridina, timidina) y se repartieron en 
placas de 96 pocillos a raz6n de 100.000 células/pocillo (5 placas), 50.000 células/pocillo (25 
placas) y 25.000 células/pocillo (10 placas). 

"Screening" de los hibridomas 

Diez dfas después de la fusi6n se llev6 a cabo el "Screening" con el sobrenadante de 
aquellos hibridomas que habfan crecido. Para e1lo se utilizaron portas con Marteilia purificada 
y fijada con acetona (5 minutas). 

Los hibridomas que con IIFA presentaban una mejor respuesta se seleccionaron para 
la c\onaci6n. 
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Clonaci6n 

La clonaci6n se realiz6 segun la técnica de la diluci6n lfmite. Las células de cada 
hibridoma, comprendidas entre 0.6 y 1 mi1l6n1ml se diluyeron (5 células/ml) y distribuyeran 
a raz6n de 200 pllpocillo. Después de dos semanas de cultivo, la especificidad frente a 
Marteilia se comprob6 utilizando IIFA. Los clones productores de anticuerpos especfficos se 
cultivaron sucesivamente en volumenes cada vez mayores a fin de disponer de suficiente 
numera de células, por una parte para congelar y por otra, para inocular a los ratones y 
producir anticuerpos monoclonales. 

Criocongelaci6n y descongelaci6n de los hibridomas 

Los hibridomas cultivados en frasccis de de 45 ml se centrifugaron yel sobrenadante, 
rico en anticuerpos se a1macen6 a -20°C. El sedimento se resuspendi6 en suera de ternera con 
DMSO (7.5%), se cont6 el numero de células con Azul de Tripan y se reparti6 a raz6n de 3-4 
millones de células/ampolla. Las ampollas se mantuvieron a-80° C durante 48 horas, 
transcurridas las cuales se a1macenaron en nitr6geno lfquido (_196° C). 

La descongelaci6n de los hibridomas se hizo rapidamente a 37°C. La suspensi6n de 
células se puso en medio de cultivo y se centrifug6 para eliminar el DMSO. El sedimento de 
células se resupendi6 nuevamente en el medio de cultivo. 

Producci6n de anticuerpos monoclonales 

Los anticuerpos monoclonales se produjeran en ratones por la inoculaci6n de los 
hibridomas en el peritoneo. 15 dfas antes se les inyect6 pristane que tiene por misi6n inducir 
la formaci6n de una ascitis en vez de un tumor s6lido. Las soluciones de anticuerpos se 
recogieran por punci6n intraperitoneal 2 0 3 semanas después de la inyecci6n de los 
hibridomas. 

RESULTADOS 

Se obtuvieron anticuerpos policlonales (los sueras de los animales inmunizados) 
contra Marteilia refringnes aislada de Mytilus edulis procedente de la Bretafia francesa. 

En el momento de finalizar la beca tenemos siete anticuerpos monoclonales contra 
formas j6venes y esporangios de Marteilia refringens. . 
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CLONACION DEL GENOMA 

La genética de Marteilia es completamente desconocida. Como una primera 
aproximaci6n en su estudio se clon6 el DNA y se ensayaron distintos fragmentos para su 
posible utilizaci6n en el futuro coma sondas para el diagn6stico f<lpido, asf como para 
comparar DNA de Marteilia aislada en diferentes pafses. 

MA TERIAL Y MEfODOS 

Extracci6n de Acidos Nucleicos 

Los acidos nucleicos se extrajeron utilizando el protocolo de SAMBROOK et al. 
(1989). El parasito purificado se resuspendi6 en lOmM Tris.C!. ImM EDTA (pH=8) (TE) 
con la adici6n de 0.5% SDS y proteinasa K (20Jlllml) y la soluci6n se incub6 a socC durante 
2 horas. Los acidos nucleicos se extrajeron dos veces con fenol-cloroformo. Se precipitaron 
primero con etanol l00-Acetato de Sodio y luego con etanol 70; el sedimento se sec6 en una 
centrffuga de vacfo (Howe Gyrovap) y se almacen6 a _80cC. La cuantificaci6n y grado de 
pureza se estim6 en un espectrofot6metro (Shimadzu UV-Visible UV-260) después de 
haberlos resuspendido en TE. 

Clonaci6n 

Para la clonaci6n se utilizaron 100-150 ng de DNA. El DNA de Marteilia refringens 
se digiri6 con los enzimas de restricci6n EcoRl y HindlII (5 unidades de enzima/Jlg de DNA) 
(Boehringer Mannheim Inc., P.O. Box 2284, La Jolla CA.), los fragmentos obtenidos se 
ligaron en el vector pBluescript II KS (Stratagene) y con los plasmidos obtenidos se 
transform6 Escherichia coli XL Blue. Simultaneamente se llevaron a cabo dos clonages, uno 
con acidos nucleicos extrafdos de esporoblastos y otro con acidos nucleicos de formas 
j6venes. Como control se utilizaron bacterias transformadas con el plasmido sin fragmento. 
Las bacterias transformadas se crecieron en un medio selectivo que contenfa: ampicilina (100 
mgll), tetraciclina (12.5 mg/l), IPrG (isopropil-B-tiogalactopirano, 47.6 mg/l) y X-galactosa 
(80 mg/!). 

Minipreparaci6n plasmfdica 

De las bacterias recombinantes (colonias incoloras) se extrajeron los plasmidos 
utilizando el protocolo de SAMBROOK et al. (1989) y se digirieron con los mismos enzimas 
de restricci6n utilizados en la clonaci6n. Mediante electroforesis en gel de agarosa (1 %) Y 
después de teiiirlo con Bromuro de Etidio se verific6, por comparaci6n con un marcador de 
talla de 1 kb (Kilobases) (Bethesda Research Laboratories, 95051, Cergy Pontoise, Cedex 
France), el tamaiio relativo de los fragmentos clonados 

"Genecleantl 

Por cuestiones de tiempo se seleccionaron tres sondas para verificar su especificidad. 
Previa digesti6n con EcoRl y HindlII, el DNA vector y el fragmento se separaron por 
electroforesis en gel de agarosa (1.5%), se tiiieron con Bromuro de Etidio y la porci6n de gel 
que contenfa las bandas fue cortada con un bisturl. El DNA se purifi6 utilizando el Kit 
Geneclean Bio 101 Inc. P.O. Box 2284, La Jolla CA. 
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Hibridaci611 

La especifïcidad y sensibilidad de las sondas se comprob6 utilizando el método de"dot 
blot" en membranas de nylon (Hybond N+; Amersham) y el Amersham ECL labelling kit 
(RPN 2101). Se desnaturaliz6 el DNA y después de una serie de reacciones en cadena que 
implican a la peroxidasa y alluminolse, Iiber6luz que se detect6 en un film autoradiografico 
de alta sensibilidad (Hyperfilm ECL; Amersham). 

Las sondas se ensayaron frente a DNA de Marteilia refringens, deI vector 
recombinante, deI vector no recombinante, de Mytilus edulis y de Escherichia coli, que se 
depositaron con anterioridad en la membrana a distintas concentraciones y utilizando una 
bomba de vacfo (tabla 1). Para fijarlas a la membrana su utiliz6 el calor (80°C/lh). 

RESULTADOS 

Debida a la excesiva concentraci6n de acidos nucleicos, se realizô una diluciôn 1/10 
para obtener la curva de absorciôn caracterfstica de los acidos nucleicos (figura 3. a y b). La 
concentraci6n de éstos (DNA y RNA) se calcul ô des pués de restar la absorbancia debida a las 
protefnas (DÜ35Onm) de la debida a los propios acidos nucleicos (DÜ260nm). 

Una unidad de DO equivale a 50 j./g de acidos nucleicos/ml. La pureza se calcul6 
utilizando la expresi6n DÜ260nrnIDÜ28Onm. 

Después deI clonage dei DNA de formas jôvenes obtuvimos 931 recombinantes yen 
el caso de los esporoblastos 147. 

De las dos sondas ensayadas mediante "dot bloC (figura 4, a y b), la 33 con 1000-
1600 pb (pares de bases) y la 22 con 2000-3000 pb, solamente esta tiltima hibrid6 
especificamente con el DNA de Marteilia y con el control positivo (plasmido con el 
fragmento). Asf mismo presentô una hibridaci6n con 100 ng dei control negativo (plasmido 
sin fragmento) que se considera insignificante. 
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Tabla 1.- Orden y concentraciones de DNA en el "dot blot". P(+).- Plâsmido con inserto. 
P(-) .- Plâsmido sin inserto. 

Marteilia Marleilia Marteilia Marteilia Marteilia 
refringens 1 refringens 2 rejringens 3 refringens 4 refringens 5 

2.0j1g 1.5j1g l.Oj1g O.5Jlg O.25j1g 

P(+) 1 P(+) 2 P(+) 3 P(+) 4 SSC20X 
lOng Ing lOOpg IOpg 

pro) 1 pro) 2 pro) 3 pro) 4 pro) 5 
lOOng lOng Ing lOOpg lOpg 

MylilllS edulis My/ilus edlliis SSC20X Escherichia coli Escherichia coli 
1 2 1 2 

1.5J'g O.5J'g lOOng lOng 

t 0 
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MONOCLONAL ANTIBODY TECHNOLüGY 

o 
LYMPHOCYTE 

.biosynthesis 01 antibody 

.non prolilerative cell 

.HGPRT+ (HAT res;stant) 

FUSION 

() 
HYBAIDOMA 

.biosynthesis 01 antibody 
. unlimited growth 
.HGPRT+ 

MYELOMA CELL 

.non p(oducing antibody 

.unlimited growth 

.HGPRT- (HAT sensitive) 

Figura 1.- Principio de la preparaciôn de los hibridomas. HGPRT = hipoxantina guanina 
fosforribosiltransferasa. HAT = hipoxantina aminopteridina timidina.M:ialhe et al (1988). 
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Figura 2.- Pasos en la producci6n de los hibridomas. HGPRT = hipoxantina guanina 
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