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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 regién de Marennes y en la costa atldntica de
Bretafia. Conocida en principio como "Maladie des Abers", posteriormente fue denominada
"Maladic de la glande digestive" (enfermedad de la gldndula digestiva) en referencia a su
localizacion principal en [a ostra. El agente etiol6gico fue descrito superficialmente por
COMPS (1970) y HERRBACH (1971), y fueron GRIZEL et al. (1974) que estudiaron en
detalle el parésito y lo denominaron Marteilia refringens, haciendo referencia a los grdnulos
refringentes que se observan en las preparaciones en fresco. TIGE & RALOUIN (1976) Ia
describen por primera vez en el mejillén atldntico (Mytilus edulis), calificdndolo de
hospedador accidental. En 1976 PERKINS & WOLF describen una nueva especie, Marteilia
sydneyi, en la ostra de Australia Crassosirea commercialis.

En base a diferencias de hospedador y de microscopia electrénica, COMPS ef al.
(1982) describen Marteilia maurini en el mejillén del Mediterrdneo (Mytilus
galloprovincialis.}. AUFRET & PODER (1985) encuentran Marieilia maurini en Mytilus
edulis.

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

Actualmente se desconoce el ciclo de vida. Se han identificado varias formas, €l
estado de preesporulacién (formas jovenes) se localiza a nivel del epitelio estomacal. A
continuacion pasa al epitelio de los tibulos digestivos donde empieza la esporulacién por
gemaciones internas hasta dar en tltimo término esporoblastos que contienen cuatro esporas
tricelulares y varios grénulos refringentes. Los esporoblastos son eliminados al exterior a
través del intestino.

La_ principal actividad de la acuicultura gallega es el cultivo del mejillon. La
produccién ronda las 200.000 toneladas/afio. Por el momento se desconoce que especie es la
que afecta al mejillén de nuestras costas. Los niveles de infeccién de Marteilia spp pueden
llegar en algunos casos al 46% (Villalba et al. 1990) y afecta principalmente a las zonas
internas de las rias (Ferndndez et al. 1990), constituyendo un riesgo potencial para la
industria del mejillén. A nivel de la ostra, en Francia se observa un resurgimiento de la
virulencia y dispersién de M. refringens. Estudios epidemiol6gicos sobre su incidenacia en
Espafia no indican estas tendencias (ICES, 1990). Estudios inmunolégicos y genéticos nos
podrdn permitir saber si se trata de la misma especie

Dada la importancia de Marieilia refringens y Marteilia maurini como agentes
patégenos de alta virulencia y su presencia en el mejillén cultivado en Galicia, es necesario
disponer de uno o vanos métodos que permitan distinguir ambos pardsitos.

Durante la estancia en el laboratorio de la Tremblade del IFREMER, se ha llevado a
cabo la purificacién del pardsito, la produccién de anticuerpos monoclonales y la clonacién
del genoma.
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PURIFICACION

Tanto para la produccién de anticuerpos monoclonales como para la extraccién de
DNA, son necesarias suspensiones del pardsito purificado.

Mediante el examen microscépico de frotis de la gldndula digestiva (Kit Hemacolor),
se eligieron para la purificacién aquellos mejillones (Mytilus edulis procedentes de la Bretana
francesa) que presentaban una fuerte parasitacién. Las gldndulas se homogenizaron en AMFT
(agua de mar filtrada (0.22 pm) con Tween 80 (5%)) y tamizadas con mallas de nylon de 250 y
75 pm. El filtrado resultante se deposité sobre un gradiente de sacarosa (30, 25, 20, 15, 10y
5%) y se centrifugé a 2500 g durante 30 minutos a 4°C en una Beckman J-SMF/E. Las
interfases 15/20, 20/25 y 25/30, que contenfan las formas jévenes se reunieron y se
congelaron a -20°C. El sedimento con esporoblastos se resuspend6 en AMFT y se deposité
sobre un gradiente de Percoll (60, 50, 40, 30 y 20%). Después de la centrifugacién 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 continuacién depositarse
sobre un lecho de sacarosa 20% en AMF y asi eliminar los restos de Percoll. La
centrifugacién se realizé en las mismas condiciones anteriores durante 3 minutos. El
sedimento resultante contenia esporoblastos de Marteilia refringens practicamente puro.

A partir de 63 gldndulas digestivas con un peso medio de 216,19 mg/gldndula, se
obtuvieron 832 millones de esporoblastos. Es decir unos 13 millones/me;jillén o lo que es lo
mismo 61 millones/g gldndula digestiva.
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales (MAB) han sido ya utilizados para distinguir pardsitos
morfoldgicamente similares. Miathe et al. (1988) encuentran diferencias entre Bonamia de
Europa y Nueva Zelanda utilizando MAB y policlonales.

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),

MATERIAL Y METODOS

Para la produccién de los anticuerpos monoclonales se seguid la técnica descrita por
Kohler & Milstein (1975) que consiste en la fusién de linfocitos y mielomas de ratén (figuras

1y2).

Inmunizacidn de los ratones

Ios anticuerpos monoclonales se prepararon tanto contra formas jévenes como contra
esporoblastos., Las tres primeras dosis de inmunizacién se prepararon a partir de dos
glandulas digestivas fuertemente parasitadas. Estas se trituraron en AMF, se pasaron por un
tamiz de 75 pum y el filtrado resultante se centrifugéd a 2500 g durante 20 minutos a 4°C. El
sedimento se resuspendi6 en 1,5 ml de AMF y 1,5 m! de agua destilada y se almacend a -
20°C. Se inmunizaron cuatro ratones Balb/c a los dfas 1, 4 y 6 con 400 pl de suspensién. 15
dias después de la dltima dosis se extrajo sangre de cada ratén, el suero se limpié por
centrigugacién con un extracto de mejillén sin pardsito y se estimé por, IIFA "Indirect
Immunofluorescence Assays" el desarrollo de anticuerpos contra Marteilia. Los dos ratones
que presentaban la mejor respuesta se seleccionaron para la fusién. Tres dias antes de la
fusién se realizd una ultima inmunizacion, esta vez con 350 ul de formas jévenes purificadas.

Fusién

El 15/05/91 se llevé a cabo la doble fusion. Las células del bazo se mezclaron con
células del mieloma 8-azaguanina resistente (P3-NS1/1-Ag4-1); para la fusién se utilizé
polietilenglicol segiin el protocolo de BOULO (1989). Las células fusionadas se
seleccionaron en medio HA'T (hipoxantina, aminopteridina, timidina) y se repartieron en
placas de 96 pocillos a razén 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 dias después de la fusion se llevd a cabo el "Screening” con el sobrenadante de
aquellos hibridomas que habfan crecido. Para ello se utilizaron portas con Marteilia punﬁcada

.y fijada con acetona (5 minutos).

Los hibridomas que con IIFA presentaban una mejor respuesta se seleccionaron para
la clonacién.



Clonacién

La clonacién se realizé segtn la técnica de la dilucion limite. Las células de cada
hibridoma, comprendidas entre 0.6 y 1 millén/ml se diluyeron (5 células/ml) y distribuyeron
a razén de 200 ul/pocillo. Después de dos semanas de cultivo, la especificidad frente a
Marteilia se comprobé utilizando IIFA. Los clones productores de anticuerpos especificos se
cultivaron sucesivamente en voliimenes cada vez mayores a fin de disponer de suficiente
nimero de células, por una parte para congelar y por otra, para inocular a fos ratones y
producir anticuerpos monoclonales.

Criocongelacién v descongelacién de los hibridomas

Los hibridomas cultivados en frascos de de 45 ml se centrifugaron y el sobrenadante,
rico en anticuerpos se almacené a -20°C. El sedimento se resuspendié en suero de ternera con
DMSO (7.5%), se contd el nimero de células con Azul de Tripdn y se repartié a razén de 3-4
millones de células/ampolla. Las ampollas se mantuvieron a -80° C durante 48 horas,
transcurridas las cuales se almacenaron en nitrégeno liquido (-196° C).

La descongelacién de los hibridomas se hizo rdpidamente a 37°C. La suspension de
células se puso en medio de cultivo y se centrifugd para eliminar el DMSO. El sedimento de
células se resupendio nuevamente en el medio de cultivo.

Produccién de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se produjeron en ratones por la inoculacién de los
hibridomas en el peritoneo. 15 dfas antes se les inyectd pristane que tiene por misién inducir
la formacién de una ascitis en vez de un tumor sélido. Las soluciones de anticuerpos se
recogieron por puncion intraperitoneal 2 o 3 semanas después de la inyeccién de los
hibridomas.

RESULTADOS

Se obtuvieron anticuerpos policlonales (los sueros 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 antlcuerpos monoclonales contra
formas jévenes y esporangios de Marteilia refringens.
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CLONACION DEL GENOMA
La genética de Marteilia es completamente desconocida. Como una primera
aproximacion en su estudio se cloné el DNA y se ensayaron distintos fragmentos para su

posible utilizacién en el futuro como sondas para el diagnéstico répido, asi como para
comparar DNA de Marteilia aislada en diferentes pafses,

MATERIALY METODOS

Exiraccién de Acidos Nucleicos

Los 4cidos nucleicos se extrajeron utilizando el protocolo de SAMBROOK et al.
(1989). El pardsito purificado se resuspendié en 10mM Tris.Cl. 1mM EDTA (pH=8) (TE)
con la adicién de 0.5% SDS y proteinasa K (20p/ml) y la solucién se incubé a 50°C durante
2 horas. Los dcidos nucleicos se extrajeron dos veces con fenol-cloroformo. Se precipitaron
primero con etanol 100-Acetato de Sodio y luego con etanol 70; el sedimento se secé en una
centrifuga de vacio (Howe Gyrovap) y se almacend a -80°C. La cuantificacién y grado de
pureza se estimé en un espectrofotdmetro (Shimadzu UV-Visible UV-260) después de
haberlos resuspendido en TE.

Clonacion

Para la clonacién se utilizaron 100-150 ng de DNA. El DNA de Marteilia refringens
se digiri6 con los enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll (5 unidades de enzima/ug 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 pldsmidos obtenidos se
transformd Escherichia coli XL Blue. Simultdneamente se llevaron a cabo dos clonages, uno
con 4cidos nucleicos extraidos de esporoblastos y otro con 4dcidos nucleicos de formas
jovenes. Como control se utilizaron bacterias transformadas con el pldsmido sin {ragmento.
Las bacterias transformadas se crecieron en un medio selectivo que contenfa: ampicilina (100
mg/l), tetraciclina (12.5 mg/l), IPTG (isopropil-B-tiogalactopirano, 47.6 mg/l) y X-galactosa
(80 mgf).

Minipreparacidn plasmidica

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 restriccién utilizados en la clonacién. Mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) y
después de teilirlo con Bromuro de Etidio se verificé, por comparacién con un marcador de
talla de 1 kb (Kilobases) (Bethesda Research Laboratories, 95051, Cergy Pontoise, Cedex
France), el tamafio relativo de los fragmentos clonados

*Geneclean"

Por cuestiones de tiempo se seleccionaron tres sondas para verificar su especificidad.
Previa digestion con EcoRI y Hindlll, el DNA vector y el fragmento se separaron por
electroforesis en gel de agarosa (1.5%), se tifieron con Bromuro de Efidio y la porcitn de gel
que contenia las bandas fue cortada con un bisturi. El DNA se purifié utilizando el Kit
Geneclean Bio 101 Inc. P.O. Box 2284, La Jolla CA.
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Hibridacién

La especificidad y sensibilidad de las sondas se comprobé 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 al luminolse, liberd luz que se detectd en un film autoradiografico
de alta sensibilidad (Hyperfilm ECL; Amersham).

Las sondas se ensayaron frente a DNA de Marteilia refringens, del vector
recombinante, del 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 vacio (tabla I). Para fijarlas a la membrana su utilizé el calor (80°C/1h).

RESULTADOS

Debida a la excesiva concentracion de dcidos nucleicos, se realizé una dilucién 1/10
para obtener la curva de absorcién caracteristica de los &cidos nucleicos (figura3. ay b). La
concentracién de éstos (DNA y RNA) se calcul6 después de restar la absorbancia debida a las
proteinas (D0O350nm) de la debida a los propios 4dcidos nucleicos (PO260nm)-

Una unidad de DO equivale a 50 ug de 4cidos nucleicos/ml. La pureza se calculd
utilizando la expresion DO260nm™MO280nm.

Después del clonage del DNA de formas j6venes obtuvimos 931 recombinantes y en
el caso de los esporoblastos 147.

De las dos sondas ensayadas mediante "dot blot” (figura 4, a y b), 1a 33 con 1000-
1600 pb (pares de bases) y la 22 con 2000-3000 pb, solamente esta dltima hibridé
especificamente con el DNA de Marteilia y con el control positivo (pldsmido con el
fragmento). Asf mismo present6 una hibridacién con 100 ng del control negativo (pldsmido
sin fragmento) que se considera insignificante.
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Tabla I.- Orden y concentraciones de DNA en el "dot blot", P(+).- Pldsmido con inserto.

P(-) .- Pldsmido sin inserto.

Marteilia Marteilia

refringens 1 refringens 2

Marteilia
refringens 3

2.0ug 1.5ug
P(+) 1 P(+) 2

10ng lng

P(-) 1 PH)2

100ng 10ng

Mytilus edulis  Mytilus  edulis SSC20X Escherichia coli  Escherichia coli
i 2
1.5ug 0.5ug
10

refringens 4  refringens 5



MONQCLONAL ANTIBODY TECHNOLOGY
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Figura 1.- Principio de la preparacién de los hibridomas. HGPRT = hipoxantina guanina
fosforribosiltransferasa. HAT = hipoxantina aminopteridina timidina Mialhe ef al (1988).

T R g

11




MIALHE ET AL

— ey

inoculation ot

ANTIGEN purified antigens _ 7

PURIFICATION

e myeloma HGPRY -

IMMUNIZATION

;E OF MICE

3 PREPARATION 0. - .
OF CELLS spleens= 10" lymphocyles 107 cells

i L ]
FUSION chemical (P E G} or electiric treatment

HYBRIDOMAS
microculture in H AT selective medium

SPECIHFIC -

ANTIBODY

PRODUCING

HYBRIDOMA

SCREENING

specific-antlibody $Secretion assay

:30000000063
I20000000COC]
C000000000D I

HYBRIDOMA CS000000000 T

CLONING IT000000GCO0C
Co00C0R000O0CL
COCCOOG00004L,
CO0000C0000OC

cloned hybridoma
culture crya-

in vivo in vitro preservalion
MONOCLONAL / —
ANTIBODY
PRODUCTION o

Figura 2.- Pasos en la produccién de los hibridomas. HGPRT = hipoxantina guaina
{osforribosiltransferasa. HAT = hipoxantina aminopteridina timidina. PEG.- Polietilenglicol
Mialhe et al (1988).
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Figura 3.- Absorbancia de los dcidos nucleicos purificados de Marteilia refringens
a.- concentracién inicial, b.- después de la dilucién 1/10.
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Figura 4.- Resultado del "dot b
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