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I. RESUMEN.

La nosemosis es una enfermedad comun que afecta a las abejas en todo el mundo y
que estd causada por microsporidios pertenecientes al género Nosema. Originalmente, la Unica
especie conocida por causar esta enfermedad en las abejas europeas (Apis mellifera) era
Nosema apis, hasta que en 2005 se identificé a Nosema ceranae en este hospedador. Ambas
especies infectan y se multiplican en las células ventriculares del intestino de las abejas adultas
de A. mellifera, aunque N. ceranae parece ser mds patdbgena que N. apis en condiciones

experimentales, y se le ha relacionado con los colapsos de colmenas en distintos estudios.

En la actudlidad, la identificacion de N. ceranae y N. apis se ha basado en técnicas de
microscopia y moleculares. Debido a sus caracteristicas morfolégicas como tamano, forma vy
refringencia, las esporas de Nosema sp. se pueden visualizar facilmente con microscopio dptico
(MQ). Sin embargo, el diagndstico diferencial entre especies resulta complicado dado que las
mayores diferencias entre estas son ultraestructurales y requieren la utilizacién de la microscopia
electronica de transmision (MET). Para el diagndstico e identificacién de estas especies
actualmente se utilizan técnicas moleculares como la PCR simple, PCR multiple, y PCR con
fragmentos de restriccidén (PCR-RFLP), en tiempo real y cuantitativa (Q-PCR). Sin embargo, tanto
la MET como las técnicas moleculares son caras y poco accesibles para muchos laboratorios,
por lo que el objetivo principal de este trabajo es la obtencién y caracterizacién de anticuerpos
monoclonales (AcMc) frente a N. ceranae y N. apis, que posibiliten el desarrollo de una técnica
de inmunofluorescencia indirecta (IFl) rdpida, especifica y sensible que permita identificar

ambas especies en muestras de colmenas.

Para la consecucidn del objetivo marcado, primero se procedié a la obtencién de
sueros policlonales frente a N. ceranae y N. apis. Con este fin, se inocularon esporas purificadas
de cada especie en un lote distinto de conejos Nueva Zelanda. Los sueros obtenidos en cada
una de las sangrias realizadas a lo largo del protocolo de inmunizacidn se titularon frente a la
especie homdloga mediante IFl. Asi mismo, se estudiaron las posibles reacciones cruzadas de
dichos sueros frente a otfras especies heterdlogas de microsporidios mediante la misma técnica.
Los protocolos de inmunizacion del lote de conejos inoculados con N. apis se suspendieron dado
que los sueros obtenidos mostraron titulos bajos frente a su especie homdloga y presentaron
reaccién cruzada frente a N. ceranae. Sin embargo, los sueros del lote frente a N. ceranae no
mostraron reacciones cruzadas con ninguna de las especies heterdlogas, por lo que uno de ellos

se selecciond para llevar a cabo la técnica de IFl que identificara esta especie.

La técnica de IFl desarrollada se validd realizando un estudio comparativo de sus
resultados con aqguellos obtenidos en el Centro Apicola Regional (CAR) mediante MO y PCR
multiple, para el diagndstico de 180 muestras de colmenas sin infectar e infectadas por N.
ceranae y/o N. apis. El andlisis de Test Diagndstico mostrd que la IFl empleando el suero

policlonal presenté una sensibilidad y una especificidad mayores que la MO vy similares a las de
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la PCR multiple (técnica de referencia), por lo que esta IFl podria utilizarse como técnica

alternativa o complementaria para estas técnicas.

Tras los resultados obtenidos con el suero policlonal, se procedié a la obtencién de
AcMc frente a N. ceranae, para lo que se inoculd un lote de ratones BALB/c con esporas
purificadas de esta especie. Los esplenocitos de estos ratones se sometieron a un proceso de
fusion celular con células de mieloma, obteniendo hibridomas potencialmente inmortales y
secrefores de anficuerpos (Ac), que se cribaron mediante un medio selectivo. Aquellos
hibridomas que secretaban el Ac deseado se seleccionaron mediante IFl y entre ellos se
escogieron cuatro: F1. 6F10 frente a Nosema sp., F1. 7D2 y F4. 1B11 especificos de N. ceranae y
F4. 9G2 especifico de N. apis. Estos se expandieron y se clonaron por dilucién limite para
asegurar tanto su monoclanalidad como su estabilidad en el crecimiento y en la produccion de
anticuerpos monoespecificos. Una vez estabilizado, cada hibridoma se inoculd en un lote de
ratones BALB/c para la produccidn in vivo de elevadas concentraciones de los AcMc en liquido

ascitico. Como excepcidn, el AcMc F4. 1B11 no produjo ascitis.

Tras la obtencidn de los AcMc se procedid a su caracterizacién. En primer lugar se
determind el isotipo que fue de la clase IgM en todos los casos. Posteriormente se realizaron
estudios mediante IFl para conocer la reactividad de los AcMc frente a su especie homdloga y
frente a ofras especies heterdlogas de microsporidio. Finalmente se determind el perfil proteico
de las esporas de N. ceranae y N. apis mediante electroforesis revelada con fincién de plata, asi
como el patrén de inmunorreconocimiento frente a ambas especies de cada uno de los AcMc

seleccionados, mediante la técnica de inmuno-electrotransferencia o Western Blot.

Para el desarrollo y validaciéon de la IFl empleando los AcMc, se seleccionaron diluciones
de los mismos que permitieran la deteccidn de las esporas sin presentar reacciones cruzadas
con especies heterdlogas. Asi mismo, se llevé a cabo un andlisis comparativo de los resultados
obtenidos empleando los AcMc con aqguellos obtenidos anteriormente empleando el suero
policlonal y las técnicas de MO y PCR multiple en el diagndstico de 180 muestras de colmenas
sin infectar e infectadas con N. ceranae y/o N. apis. El AcMc F1. 6F10 (frente a Nosema sp.)
presentd una sensibilidad y especificidad similares a las de la MO y muy cercanas a las de la PCR
de referencia. Los AcMc F1. 7D2 y F4. 1B11, frente a N. ceranae presentaron una sensibilidad
cercana a la de la PCR y superior a la de la MO. El andlisis estadistico mostrd similitud en las
especificidades de la IFl y la MO pero un estudio pormenorizado de los resultados demostrd un
mayor numero de falsos positivos y/o negativos con respecto a la PCR por parte de la MO. Por
Ultimo, el AcMc F4. 9G2 reveld una menor sensibilidad que la MO para la deteccion de N. apis

mientras que su especificidad fue mayor y mds cercana a la de la PCR.

Debido a la sensibilidad y la especificidad mostradas, la técnica de IFl empleando los
AcMc obtenidos podria ser una herramienta Util para el diagndstico de la nosemosis en las
colmenas de abejas, pudiendo utilizarla como una alternativa de menor coste, o en
combinacién con las técnicas ya existentes para una mejor deteccidn e identificacidén de las

distintas especies del pardsito.
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Il. SUMMARY.

Besides providing a critical ecosystem function, Western honey bees (Apis mellifera) are
essential pollinators of agriculturally important crops. Pollinators have a strong influence on
ecological relationships, ecosystem conservation and stability, genetic variation in the plant
community, floral diversity and evolution. In agricultural ecosystems pollinators are vital for
agrarian production with more than 35 % of worldwide production and 87 of the main food crops
around the world depending on their activity, as well as a significant number of plant-derived
medicines. Thus, the maintenance of bee populations is important to enable bees to continue

their efficient and useful work.

The honey bee A. mellifera, has experienced recent unexplained die-offs around the
world. In the United States, Colony Collapse Disorder (CCD), a syndrome characterized by loss of
hives and the behavior of hive abandonment, threatens honey bee colonies. There also has
been an increase in unexplained colony looses for some regions of Europe and other parts of the
world. Honey bee decline has become an increasingly important problem worldwide and has
been aftributed to multiple underlying causes. A consensus has recently emerged that multiple
pathogens such as parasitic mites, fungal parasites and viral infections in concert with increasing

environmental stressors are likely to be driving factors behind honey bee decline.

On the other hand, microsporidians are intracelular parasites dispersed between hosts as
spores. Their unique infection mechanism, which uses special organs for cell invasion, is based on
mechanical injection of a polar filament protruding from the germinating spore. With physical
force, the filament penetrates the host cell membrane into the host cell. Trough the filament, the
infective sporoplasm is injected into the host cell cytoplasm where parasite replication, and later
spore production takes place. Based on molecular evidence, Microsporidia are now included

into the cluster Fungi. Thus, taxonomically, Microsporidia are highly specialized parasitic Fungi.

To date, two microsporidian species infect honey bees worldwide: Nosema apis and
Nosema ceranae. N. apis was shown fo infect A. mellifera more than one hundred years ago
and was one of the first microsporidia to be described. In addition, N. ceranae was originally
described in Apis cerana, though in 2005 its detection was reported in both Europe and Asia and
now is known to be present in all five continents. Since these Nosema species present different
symptoms in honey bees, two different clinical patterns are considered: nosemosis type A caused

by N. apis and nosemosis type C caused by N. ceranae.

Nosemosis caused by N. apis also called "dry nosemosis” is characterized, in acute forms,
by frembling of honey bee workers, bees with dilated abdomens, brown faecal marks on combs
and the front of the hives, sick or dead bees near the hives and a decrease in brood production
and in the size of bee colony, particularly in spring. However, the emergent disease caused by N.
ceranae, presents a different epidemiological pattern and a more virulent pathology which
additionally shows no outward symptoms. Thus, nosemosis type C now is considered a major

health problem in both individual honey bees and in whole colony.

25



Since no clinical signs are recognized in the disease caused by N. ceranae, diagnosis
requires light microscopy or molecular methods. Although the spores of N. ceranae are slightly
smaller than in N. apis, the two species are difficult to tell apart with certainty under an optical
microscope (OM). Using transmission electron microscopy (TEM), the species can be separated
based on their ultrastructural features. Apart from this, several PCR based molecular techniques
for the diagnosis and identification of N. ceranae and N. apis have been described. Protocols for
the PCR-RFLP method, PCR using species specific primers, real-time PCR and multiplex PCR have
been published. Nevertheless, PCR and TEM are expensive and time consuming techniques
which also require qualified staff and may not be available in every laboratory. Thus, the aim of
this work was the production and characterization of monoclonal antibodies (MAbs) against N.
ceranae and N. apis, to develop an attainable Immunofluorescence assay (IFA) which allows the

differential diagnosis of these two Nosema species.

Firstly, hyperimmune sera were obtained from New Zealand rabbits immunized with
inoculations of purified spores of N. ceranae or N. apis. Sera from each bleeding were collected
and pooled from rabbits within each group. All of them were assayed against both homologous
and heterologous Nosema specie by IFA. Titers from the sera against N. ceranae reached 6400
and showed a slight cross-reaction against N. apis, which disappeared using dilutions. On the
other hand, sera against N. apis showed a stronger reaction against N. ceranae than against

their homologous specie, therefore, N. apis immunization protocol was suspended.

Consequently, for the IFA test development only polyclonal sera against N. ceranae
were used. A serum from the last bleeding was chosen due fo its high fiter and was diluted 1:1600
so as not fo cross-react against N. apis. Moreover, it was assayed against other different
heterologous microsporidian such as Encephalitozoon intestinalis, Encephalifozoon cunicul,
Encephalitozoon hellem, Enterocytozoon bieneusi, Vittaforma corneae and A. algerae, showing

no cross-reaction with any of them.

In order to validate the polyclonal antibody-based IFA for detection of N. ceranae, it was
tested against 180 hive samples either free of infection or infected with N. ceranae and/or N.
apis. Smears were prepared on microscope slides from purified spores pools. They were air dried,
fixed in methanol-acetone (1:1) and then incubated with the murine polyclonal antiserum.
Fluorescein isocyanate conjugated anti rabbit was used for the immunodetection under UV light

microscopy.

The results were statistically compared with those provided by the Centro Apicola
Regional (CAR) using OM and multiplex PCR, being the latest the golden standard in the analysis.
Even though percentages of positive and negative samples were similar among the three
techniques, IFA showed more concordance with the PCR than the OM. OM did not permit a
clear differentiation between N. ceranae and N. apis in coinfected samples, even being carried
out by experts. What is more, IFA not only allowed a better separation between species but also
did detect spores in samples where PCR did not. Since the PCR detects DNA it can’t detect

extruded spores, but given that the IFA reacted against the spore wall it could detect even the
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empty ones. The Diagnostic Test revealed higher sensitivity (94.62 %) and specificity (90.80 %) for
IFA than for OM (88.17% and 90.8% respectively) when compared with those for the PCR.

On balance, the IFA Test using policlonal antibodies could be an alternative for OM, a
technique that provides less sensitivity and specificity and in addition requires professional
specialization. Furthermore, this IFA test could be used along with the PCR for a better detection
and differentiation between N. ceranae and N. apis or even as an alternative in laboratories
where the molecular technique is not available, given that they have similar sensifivity and

specificity.

After the results obtained with the polyclonal antibodies, the MAbs production was
carried out immunizing a group of ten BALB/c mice with inoculations of N. ceranae purified
spores. During the immunization period the pooled hyper immune sera were assayed against their
homologous spice, N. ceranae and heterologous N. apis by IFA. Titers against N. ceranae
increased with every inoculatfion reaching a maximum of 3200 in the last bleeding. A strong
reaction against N. apis (3200 titer) appeared in the third bleeding, probably due to a mixture of
both species spores in the previous inoculation. However, this reaction disappeared in the fourth

bleeding.

Four days after the last inoculation, mice spleen cells were fused with the murine
myeloma cell line P3X63-Ag8.653 obtaining hybridomas that could both divide indefinitely and
secrete antibodies. The cells were then distributed to 96 well plates containing feeder cells fo
supply growth factors and in addition, a special selection medium in which only hybridomas
could grow. A total of six cell fusions were carried out, with growing percentages raging between
65 % and 100 %. The supernatants were screened for antibody production by IFA and the
percentage of hybridomas secreting antibodies against N. ceranae varied in each fusion from
5.1 % to 23.2 %. Four hybridomas were chosen among all the secretors: F1. 6F10 against Nosema
sp., F1. 7D2 and F4. 1B11 against N. ceranae and finally F4. 9G2 against N. apis. The selected
hyibridomas were then expanded and cloned by “limiting dilution” at least three times so as to

assure they were monoclonal and moreover stable in the production of monospecific antibodies.

In order to get high MAb concentrations, ascites fluid for the different MAbs was
produced in BALB/c mice by infraperitoneal injection of pristane followed by intraperitoneal
injection of each stabilized hybrydoma cells. Only the F4. 1B11 hybrid was not able to produce

ascites.

Once the MAbs were produced they were tested for their characterization. Firstly, their
isotype was determined and it happened to be IgM (k light chain) for all of them. Secondly, both
the supernatants and the ascites were assayed against their homologous specie by IFA. As
regards to the supernatants, MAb F1. 6F10 (against Nosema genus) showed similar reactions
against N. ceranae and N. apis with 200 and 100 fiters respectively. Additionally, MAbs F1. 7D2
and F4. 1B11 (against N. ceranae) reached 200 and 50 titers respectively when assayed against

this specie, and F4. 9G2 showed 5 titer against its homologous specie N. apis. On the other hand,
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given their higher concentration of MAbs, ascites fluids titers increased regarding those of the
supernatants. For example F1. 6F10 ascites fluid showed a 6400 titer against N. apis and 3200 ftiter
against N. ceranae. Moreover, F1. 7D2 ascites reached 3200 titer against N. ceranae while F4.
9G2 showed 1600 titer against N. apis, their homologous species. There is a need to recall that

MAD F4. 1B11 did not produce ascites when inoculated to mice.

Alternately, the MAbs were also tested against various heterologous antigens such as E.
intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, E. bieneusi, V. corneae or A. algerae, and what is more
important, the heterologous specie infecting bee hives N. ceranae or N. apis depending on the
MADb specificity. It is remarkable that, besides their high specificity against their homologous
antigen, none of the MAbs supernatants against N. ceranae (F1.7D2 and F4. 1B11) cross-reacted
with N. apis. Nevertheless, F4. 9G2 supernatant which homologous antigen is N. apis, showed a
slight cross-reaction against N. ceranae, something understandable since this species are closely
related and could be sharing common epitopes. Anyway this reaction disappeared when
diluting the supernatant. Appart from this, all of the MAbs cross-reacted weakly with V. corneae
and A. algerae. Due to the fact that both species were originally classified in the Nosema genus
as Nosema corneum and Nosema algerae respectively, this cross-reaction might have the same
explanation: common epitopes for the genus Nosema. Although this would not explain why F1.
7D2, F4. 1B11 and F4. 9G2 reacted against E. hellem, since it is not phylogeneticaly close to
Nosema, the fact that low dilutions boost inespecifity would. Indeed, the cross-reaction

disappeared when diluting the supernatants.

Regarding the ascites fluids, F1. 7D2 and F4. 9G2 cross-reacted with their heterologous
Nosema specie (N. apis and N. ceranae respectively), though the fiters (100 and 50) were by far
lower than those against their homologous (3200 and 1600) which permits the differential
diagnostic between both species. Moreover, ascites fluids showed cross-reactions against the
same species than the supernatants (V. corneae, A. algerae and E. hellem), but with higher titers.
Besides this, F1. 6F10, F1. 7D2 and F4. 9G2 MAbs showed cross-reaction against E. intestinalis and
in addifion, F1 6F10 cross-reacted with E. cuniculi. Either the higher concentration of the MAbs in
the ascites or the heferogeneity in the ascites fluid composition might explain this unspecific
response. Taking in account that these reactions disappeared with dilutions and that none of
these species have been described infecting bee hives, choosing the right dilution would allow to

use the ascites fluid for the N. ceranae and N. apis differential diagnostic.

Lastly, the MAbs characterization was completed by SDS-PAGE and Western blotting
(immunoblofting) against the N. ceranae and N. apis, the two species causing nosemosis in
beehives. Proteins from the spore were separated by SDS-PAGE under reducing conditions and
fransferred to PVDF membranes. The membrane antigen strips were incubated with MAbs
supernatants without diluting them. This was followed by immunodetection using anti-mouse IgM
conjugate and color development with DAB. Every MAb was assayed against both their
homologous and heterologous Nosema species and all of them reacted against both species

showing different recognition patterns but sharing bands with the same molecular weights. This
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might be due to either the use of non diluted supernatants which increases non specific signal or

maybe common antigens recognition.

In addition, some of the bands happened to have the same molecular weight than
those recognized by other polyclonal and monoclonal antibodies against Nosema bombycis,
produced and characterized by different authors. This similarity between the bands molecular
weights recognized by the different antibodies might be owing to the fact that the three Nosema
species (N. ceranae, N. apis and N. bombycis) are sharing a common antigen. Furthermore,
some of these bands had the same molecular weight than those described for some spore wall
proteins characterized in N. bombycis. Thus, F1. 6F10, F1. 7D2 and F4. 1B11 MAbs recognition of
the 26 kDa band in N. ceranae may be related to the presence of SWP26 protein (25,7 kDa) as
well as the 33 kDa band recognized by all of them in N. apis would relate to the SWP32 (32,7

KDa). However, this fact should be confirmed by further proteomic analysis.

Finally, an IFA test using the produced and characterized MAbs was developed for the
differential diagnostic of N. ceranae and N. apis in bee hive samples. The IFA test was performed
as described previously. MAbs dilufions were chosen to assure a good signal as well as to avoid
cross-reactions. Again, the results were statistically compared with those provided by the Cenfro
Apicola Regional (CAR) using OM and multiplex PCR, being the latest the golden standard in the

analysis.

Regarding to the detection of Nosema sp. (N. ceranae and/or N. apis), MAb F1. 6F10
showed concordance with both OM and PCR results. Since Nosema spores are refringent their
detection by OM is not difficult and even more when using IFA which provides a fluorescent
labeling. The Diagnostic Test revealed similar sensitivity and specificity percentages for both
techniques IFA (97.79 % and 93.18 % respectively) and OM (97.79 % and 95.45 %) considering the
100 % for the standard PCR.

When studying the presence of only one of the Nosema species differences arose. The
results obtained by IFA using F1. 7D2 and F4. 1B11 MAbs (against N. ceranae) showed high
correlation with those for the PCR and also did the OM but, when observing samples separately,
the latter did not make a good differentiation between N. ceranae and N. apis mixing them up in
the identification. This might be a problem since N. ceranae is more virulent than N. apis requiring
fast diagnostic and freatment. Besides this, MAbs F1. 7D2 and F4. 1B11 showed the same
sensitivity (93.62 %) but specificity was higher for F4. 1B11 (91.86 %) than that for F1. 7D2 (88.37 %).
On the other hand, OM revealed lower sensitivity than the MAbs but the same specificity as F4.
1B11. Since the policlonal antibody raised in this study was also specific for N. ceranae its results
were compared with those from F1. 7D2 and F4. 1B11 MAbs revealing higher sensifivity (94.68 %)
and specificity (95.35 %) percentages. Nevertheless, the use of polyclonal antibodies is limited to
the immunized animal and its characteristics may not be reproducible in a new one. Hybridomas
provide MAbs permanently with a stable specificity among the different batches thus permitting

assays reproducibility.
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Lastly, F4. 9G2 MADb (against N. apis) showed more different results comparing to those for
the PCR than the OM did. The sensitivity percentage (64.38 %) was lower than the one showed by
OM (92.54 %), which might be due to the fact that, trying to avoid cross-reactions, this MAb was
used in a very low dilution which may have affected the sensitivity. On the contrary, F4. 9G2
proved to be more specific than OM showing an 87.5 % of specificity against the 80.37 % for the
OM in the differential diagnostic of N. apis. Problems with sensibility may be solved using the F4.
9G2 MAD in higher concentrations (in the ascites fluid for example). Nevertheless, as nosemosis
caused by N. apis can be diagnosed by its clinical signs, the use of F4. 9G2 could help to confirm
the infection after clinical diagnosis. And, what is more important, using F1. 6F10 against Nosema

sp. along with F1. 7D2 and F1. 1B11 against N. ceranae would help to discard N. apis infection.

In conclusion, the results obtained in this work, show the IFA test using the MAbs as a
good alternative to the OM, a less sensitive and specific technique that in addition, requires high
specialized staff. Moreover, since the IFA test reveals similar sensitivity and specificity than the
ones for the PCR, it might be useful, especially in laboratories where the molecular technique is
not available, or might be used along with the PCR for a better detection and identification of

both Nosema species infecting beehives, N. ceranae and N. apis.
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1. INTRODUCCION.

1.1. ANTECEDENTES.

Las abejas son insectos polinizadores de gran importancia econdmica debida a la
industria apicola, pero ademds cumplen un papel muy importante en la naturaleza ya que el
proceso de polinizacidon que llevan a cabo resulta critico para la produccién de alimentos (las
abejas suponen el 90% de la polinizacidén comercial) y por lo tanto, para el mantenimiento del
modo de subsistencia humana. Es mds, la polinizacién es un proceso que une directamente los
ecosistemas naturales con los sistemas de produccidon agricola (Klein y col., 2007; FAO, 2008;
Gisder y col., 2010b). La crisis de los polinizadores no sélo tiene impacto sobre la agricultura y su
economia, sino que también afecta a la biodiversidad vegetal y al paisaje (Alaux y col., 2010).
Dada la importancia tanto ecoldégica como econdmica de estos insectos, actualmente existe
un gran interés por la reciente disminucion de las poblaciones de polinizadores detectada en
distintas regiones del mundo (Williams, 2005; FAO, 2008).

Por ofro lado, los microsporidios son organismos eucariotas unicelulares que parasitan un
amplio rango de hospedadores, desde insectos hasta mamiferos. Actualmente, han adquirido
gran importancia para el hombre como patdégenos oportunistas emergentes, ya que se han
descrito hasta 14 especies que causan enfermedad, principalmente en individuos
inmunocomprometidos. El hecho de que algunas de esas especies sean también patdgenas
para hospedadores animales y de que ademds se encuentren en el medio en forma de esporas
resistentes, sugiere cierto potencial de transmision zoondtica y ambiental de los mismos (Didier y
Weiss, 2006). Aparte de su virulencia para el hombre, es importante resaltar el gran impacto
econdmico que algunos de estos pardsitos han tenido sobre aquellas industrias basadas en la
cria de animales hospedadores de microsporidios, como por ejemplo la sericultura (gusano de

seda), piscicultura (peces) y apicultura (abejas) (Texier y col., 2010).

La nosemosis es una enfermedad comun que afecta a las abejas en todo el mundo y
que estd causada por microsporidios pertenecientes al género Nosema. La Unica especie
conocida por producir esta enfermedad en las abejas europeas (Apis mellifera) era Nosema
apis, hasta que en 2005 se identificd a Nosema ceranae en este hospedador, tanto en Europa
(Higes y col., 2006) como en Taiwdn (Huang y col., 2007). Ambas especies infectan y se
multiplican en las células ventriculares del intestino de las abejas adultas (obreras, zdnganos y
reinas) de A. mellifera, aunque en condiciones experimentales N. ceranae parece ser mds
patégena que N. apis, y se ha relacionado con los colapsos de colmenas en distintas pruebas
de campo (Higes y col., 2007; Martin-Hernandez y col., 2007; Paxton y col., 2007; Higes y col.,
2008a).

El género Nosema engloba mds de 150 especies que normalmente parasitan

hospedadores invertebrados incluyendo al menos 12 érdenes de insectos (mds frecuentemente
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Lepiddéptera e Hymenoptera), en los que causan enfermedades bien conocidas como la
pebrina, que afecta a los gusanos de seda y que estd causada por Nosema bombycis, o la

disenteria en las abejas de la miel, causada a su vez por N. apis (Higes y col., 2007).

Hasta la fecha sélo se han descrito dos especies de microsporidios que parasiten a las
abejas (Apis spp.): N. apis y N. ceranae. N. apis (Zander, 1909) fue uno de los primeros
microsporidios en descubrirse hace mds de cien anos, y se describid en las abejas occidentales
o europeas (A. mellifera). Mds tarde, en el ano 1994, N. ceranae (Fries y col., 1996) se qislé en

abejas orientales o asidticas (Apis cerana) de China.

1.2. MICROSPORIDIOS

Los microsporidios son organismos eucariotas unicelulares de muy pequeno tamano, que
en la actualidad se consideran hongos (Adl y col., 2005b). Tienen un ciclo de vida intracelular
obligado tanto en hospedadores vertebrados como invertebrados (Canning y Lom, 1986;
Canning y Hollister, 1987; Weber y col., 1994). Hasta la fecha se han descrito alrededor de 160
géneros y 1300 especies parasitando animales en todo el mundo, con una mayor prevalencia

en peces e insectos (Didier y Weiss, 2006; Li y col., 2009).

1.2.1. TAXONOMIA DE LOS MICROSPORIDIOS.

La primera descripcion de un microsporidio se remonta al afio 1857 en el que Nageli
describe al pardsito N. bombycis, causante de la pebrina en el gusano de la seda (Bombix mori)
(Nageli, 1857). Mds tarde, en 1882, Balbiani diferencia del resto de Protozoos un grupo de
organismos a los que denomina “microsporidios” (Orden Microsporidia), quue se caracterizan
por la formacién de esporas de resistencia al final de su ciclo bioldgico (Balbiani, 1882). En 1977,
Sprage los eleva a la categoria de Phylum Microspora, dentro del taxdn Protozoa. A partir de
este momento se proponen distintos sistemas de clasificacién basados en caracteristicas
ultraestructurales y de reproducciéon (Sprage y Vabra, 1977). Sin embargo, no se alcanza un
consenso acerca de qué caracteristicas deben ser tenidas en cuenta para establecer
relaciones filogenéticas y el hecho de que dichas caracteristicas sean fenotipicas las hace poco
objetivas a la hora de inferir este tipo de relaciones (Weiser, 1985; Issi, 1986; Larsson, 1986;
Canning, 1988).

La secuenciacién de proteinas o genes con regiones altamente conservadas en el
estudio de las relaciones filogenéticas de los microsporidios, ha llevado a dos teorias
diferenciadas. Inicialmente, el estudio del gen que codifica el ARN de la subunidad ribosomal
pequena (SSU-ARNr) mostrdé a los microsporidios como uno de los grupos eucariotas mds

ancestrales (Vossbrink y col., 1987). Sin embargo, en estudios posteriores, los drboles filogenéticos
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construidos basdndose en la secuencia de genes que codifican para la proteina Hsp-70
asociada a mitocondrias (Keeling y col., 2005), las a- y B- tubulinas (Edlind y col., 1996), los
factores de elongacion traslacion EF-1a y EF-2 y la subunidad mayor de la ARN polimerasa I
(Vossbrink y col., 1987; Hirt y col., 1999; Adl y col., 2005a; Keeling y col., 2005) presentan a los
microsporidios como un grupo de pardsitos altamente especializado, que ha evolucionado

como adaptacién a un modo de vida exclusivamente intracelular.

En la actualidad, baséndose en andlisis de filogenias de proteinas conservadas y de la
secuenciacion del genoma completo de Encephalitozoon cuniculi, se ha establecido la Clase
Microsporidia, que se incluye en el cluster Fungi, rango Opisthokonta, en el que se incluyen los
animales, los hongos y ofros organismos eucariotas (Adl y col., 2005b). Se consideran por tfanto
como hongos pardsitos altamente especializados (Fries y col.,, 2006) con un antecesor

probablemente zygomyceto (Texier y col., 2010).

1.2.1.1. Filogenia de N. ceranae y N. apis.

A pesar de que N. ceranae y N. apis infectan al mismo hospedador y presentan
similitudes en las secuencias del gen del ARN ribosémico: 92,7% de identidad para la SSU-ARNr,
91,9% para la subunidad grande ribosomal (LSU-ARNr) y 48,5% para el espaciador intergénico
(ITS), demostradas mediante andlisis filogenéticos, estas dos especies no estdn tan
proximamente relacionadas entre si como cabria esperar (Chen y col., 2009b). De hecho N.
ceranae estd mds relacionada con Nosema vespula, pardsito de las avispas, mientras que N.
apis es una especie mds cercana a Nosema bombi, pardsito de los abejorros (Bombus sp.). Sin
embargo, ofro estudio asocid a N. ceranae con N. bombi en un mismo grupo en el que N. apis
seria un miembro basal (Shafer y col., 2009). De todos modos estos resultados deben ser
interpretados con prudencia, ya que se ha demostrado que si las unidades repetidas en tdndem
que forman el ADN ribosémico de estos organismos muestran diferencias, hecho bastante
extendido dentro de los microsporidios, las inferencias filogenéticas o epidemiolégicas extraidas
de su andlisis pueden resultar enganosas (Cornman y col., 2009; Higes y col., 2010c; Sagastume y
col., 2011).

También se ha utilizado la secuencia de la proteina del tubo polar PTP 1 para analizar la
filogenia, en este caso de distintos aislados de N. ceranae en Tailandia. Segun el andlisis de esta
proteina los aislados procedentes de abejas de las especies A. mellifera y A. cerana
pertenecerian al mismo lingje filogenético mientras que los aislados de ofras especies de abeja
presentes en Asia, Apis dorsata y Apis florea, pertenecerian a ofros dos clados distintos
(Chaimanee y col., 2011). De nuevo, habria que considerar estas agrupaciones con prudencia
ya que en ofro estudio se encontraron polimorfismos en las secuencias procedentes de una

misma colmena, lo que podria suponer un obstdculo para el genotipado (Hatjinay col., 2011).
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1.2.2. ORGANIZACION CELULAR DE LOS MICROSPORIDIOS.

Los microsporidios presentan dos formas parasitarias distintas dependiendo de la fase del
ciclo biolégico en la que se encuentren: la forma vegetativa que se desarrolla en el interior de la

célula hospedadora y la espora, forma infectiva y de resistencia (Canning, 1993).

1.2.2.1. Forma vegetativa de los microsporidios.

La estructura celular vegetativa consta de una membrana plasmdtica que rodea el
citoplasma y a través de la cual el pardsito se relaciona con la célula hospedadora bien de
manera indirecta, si se encuentra englobado en una vacuola parasitéfora, bien directamente, si
la membrana estd en contacto directo con el hialoplasma de la célula hospedadora. En este
Ultimo caso, la multiplicacion del pardsito tiene lugar en el citoplasma de la célula hospedadora.
La membrana puede presentar microvellosidades, pliegues o engrosamientos, dependiendo de
la especie de microsporidio o de los distintos estados evolutivos en los que éstos se encuentren

(Canning y Lom, 1986).

En el citoplasma se pueden localizar diversas vesiculas de naturaleza desconocida vy
estructuras tipicas, como por ejemplo ribosomas, el reticulo endoplasmdtico, microtUbulos vy el
aparato de Golgi. Los ribosomas de los microsporidios se caracterizan por no poseer la fraccion
5.8S de la subunidad grande (Vossbrink y Woese, 1986). Asi mismo, el aparato de Golgi no estd
desarrollado en su estructura tipica de sdculos apilados, sino que se presenta en forma primitiva
constituido por una serie de vesiculas que forman un reticulo mds o menos claro. Como ya se ha
mencionado, durante mucho tiempo los microsporidios fueron considerados como protozoos
primitivos que no poseian mitocondrias, sin embargo se ha descrito la presencia de un orgdnulo
mitocondrial remanente llamado mitosoma para el que se han descrito como funciones
esenciales la biosintesis de complejos de sulfoferroproteinas, implicados en el equilibrio de
oxidacién-reduccién (Li y col., 2009; Texier y col., 2010). Ofro hecho que caracteriza a los

microsporidios es la ausencia de peroxisomas (Vabra, 1977; Curgy y col., 1980).

Al carecer de sustancias de reserva y al no ser capaces de redlizar la fosforilacion
oxidativa, dependen en gran medida del ATP de la célula hospedadora, especialmente para la
germinacién de la espora. Parece ser que estos pardsitos ha retenido la ruta glucolitica y
obtienen la energia a partir de la glucosa de la célula hospedadora mediante una glucdlisis

anaerobia (Alaux y col., 2010).

El material genético del ndcleo se encuentra rodeado por una doble membrana con
poros nucleares que la atraviesan. Pueden enconfrarse dos fipos de esftructura nuclear:
mononuclear o binuclear, con dos ndcleos gemelos intfimamente unidos por una zona plana en
cuya membrana no se encuentran poros. Al carecer de centriolos, los cromosomas de los

microsporidios se separan por medio de husos de microtUbulos (Canning, 1988).
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El primer genoma completo de microsporidio que se conocid fue el de E. cuniculi (2,9
Mbp), que resulté ser el mds pequeno de todos los genomas de organismos eucariotas
secuenciados hasta ese momento (Katinka y col., 2001). Recientemente se ha secuenciado el
genoma completo de E. intestinalis (Corradi y col., 2010), depositado en la base de datos
MicrosporidiaDB  (URL:  http://microsporidiadb.org/micro/) y en GeneBank (Accesion:
PRINA51607; ID: 51607). Ademds, se han realizado aproximaciones al estudio sobre el genoma
de especies como Edhazardia aedis, Anncaliia algerae, E. bieneusi, N. ceranae, O. bayeri y

Antonospora locustae (Texier y col., 2010).

En general, los genomas de estos pardsitos se caracterizan por ser compactos y de
pequeno tamano, y pueden variar desde los 2,3 Mbp (E. intestinalis) hasta los 24 Mbp
(Octosporea bayeri). Comparados con otros eucariotas, los genes de los microsporidios son mds
cortos y el nUmero de proteinas es mds reducido. Esta reduccion en el nimero de genes parece
estar relacionada con la pérdida de capacidades metabdlicas como consecuencia del
parasitismo. De esta manera, un pardsito como E. bieneusi, que posee menos genes implicados
en la generacién de energia y metabolismo de lipidos, serd mds hospeador-dependiente que
por ejemplo Octosporea bayeri, microsporidio que posee una mayor representacién de genes
asociados al metabolismo, crecimiento celular, transcripcién, sintesis de ADN y produccién de

energia (Texier y col., 2010).

Finalmente, los genomas de los microsporidios comparten una serie de genes altfamente
conservados y que las diferencias entre ellos se deben a la adaptaciéon a distintos hospedadores

y a distintfas condiciones ambientales (Texier y col., 2010).

a) Forma vegetativa de Nosema ceranae.

El pardsito Nosema ceranae fue descrito y caracterizado por Fries (1996) y con
posterioridad ha sido objeto de diversos estudios tanto moleculares (Chen y col., 2009b) como
celulares (Gisder y col., 2010b) que han permitido conocer algunas caracteristicas diferenciales

tipicas de esta especie.

La membrana plasmdtica presenta unos 10 nm de grosor y estd en contacto directo con
el citoplasma de la célula hospedadora. El citoplasma contiene un elevado nUmero de
ribosomas libres y un retficulo endoplasmatico (RER) poco desarrollado. Los merozoitos (estados
del ciclo bioldgico, resultantes de lareproduccion asexual por merogonia o esquizogonia).
miden de 3,2 a 3,7 um y contienen un nlcleo doble de 3,1 a 3,3 um. La envoltura nuclear

presenta dos membranas con poros y una cisterna perinuclear.

Aungue el ARN de los microsporidios contiene algunos de los rasgos mds caracteristicos
encontrados en la mayoria de los organismos eucariotas, las subunidades 23 S-like y la 16S-like

del ARNr de N. ceranae son poco usuales. Estas subunidades carecen de muchos de los
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elementos presentes en el ARN de ofros eucariotas y son de una longitud significativamente
menor (Chen y col., 2009b). Se necesitarian nuevos estudios para determinar cédmo afecta esa
disminucidn en la longitud del ARN al ciclo del pardsito dentro del hospedador. Por otfro lado, los
loci ribosomales de N. ceranae contienen abundantes polimorfismos; es mds, el ARNr estd
presente en multiples copias que presentan variaciones entre ellas (Cornman y col., 2009).
Ademds, se ha sugerido que en N. ceranae podrian estar ocurriendo sucesos de recombinacion
homodloga, algo sorprendente si se tiene en cuenta que hasta ahora se habia considerado que
los microsporidios evolutivamente habian perdido el modo de reproduccion sexual, lo que en
este caso indicaria que algunos de ellos mantienen. Sagastume y colaboradores (2011) sugieren
la existencia de un estado diploide fransitorio después de la fusidn de distintas células que han

infectado al mismo hospedador.

1.2.2.2. La espora: forma de resistencia de los microsporidios.

La forma de resistencia de los microsporidios es la espora (Figura 1.1.) y representa el
Ultimo estado de desarrollo de su ciclo bioldgico. Su estructura responde a un proceso de
adaptacién como elemento de transmision de la infeccién tanto a otfras células como a nuevos
hospedadores. Es de forma ovalada y su tamano oscila enfre 1,2 x 0,8 pym y 20 x 6 um
dependiendo del género. Se distinguen tres partes fundamentales en la espora: la pared, el

aparato de extrusidon y el esporoplasma.

La pared consta de dos capas: una externa electrodensa, denominada exospora y otfra
interna o endospora. La exospora es de naturaleza proteica, puede ser lisa o presentar distintas
ornamentaciones y su espesor varia dependiendo de la especie (15-200 um). La endospora es
mds gruesa (150-200 um) y estd constituida por quitina asociada a proteina (Wittner y Weiss,
1999).

Hasta ahora se conoce muy poco acerca de los componentes de la pared de la espora
de los microsporidios. En la familia Encephalitozoonidae se han descrito cinco proteinas, dos en
la exospora (SWP1 y SWP2) y fres en la endospora (EnP1, EnP2 o SWP3 y ECCDA asociada a la
membrana plasmdatica). Dentro del género Nosema sp. se han descrito cuatro, pertenecientes
tanto a la exospora (SWP32), como a la endospora (SWP25, SWP26, SWP30) (Li y col., 2009; Wu y
col., 2009).

El esporoplasma estd rodeado de una membrana plasmdatica y contiene ribosomas y un

aparato nuclear que puede constar de un solo nUcleo o de un nucleo doble (diplocarion).

Ademds, contiene el denominado aparato de extrusidn, caracteristico de los
microsporidios, que incluye el sistema polar, el polaroplasto y una vacuola posterior. El sistema
polar consta de una cdpsula polar o disco de anclaje, que se encuentra en el polo anterior de

la espora y en cuyo centro se inserta el fubo polar o flamento polar hueco de 100-150 um de
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didmetro. El tubo polar se dirige hacia la periferia donde se enrolla cerca de la cara interna de
la pared de la espora, ocupando aproximadamente la mitad posterior de ésta. El polaroplasto
es un conjunto de membranas, sacos o Idminas que presentan unas zonas lamelares y otras
esponjosas o vesiculares. La vacuola, mds o menos desarrollada dependiendo de la especie, se
encuentra en la zona posterior de la espora. Presenta un contenido a menudo granuloso y que

puede contener inclusiones densas (Wittner y Weiss, 1999).

_ Disco de anclaje

_— Polaroplasto

Tubo polar

Endospora

Membrana plasmdatica

™ Nucleo

Vacuola posterior

Figura 1.1. Esquema de la ultraestructura de una espora de microsporidio. Modificado de Franzen, 2004.

Como los microsporidios son pardsitos intracelulares obligados, la espora es la Unica
forma que puede sobrevivir durante largos periodos en el medio exiracelular y favorecer la
transmision. La ingestion accidental de las esporas por un nuevo hospedador es la fuente de
infeccién mds comun, aungue no se descartan la fransmision transovdrica y transplacentaria en
algunas especies. Se ha descrito la transmisidon fransplacentaria en el caso de las infecciones
con E. cuniculi. También pueden darse infecciones oculares al introducirse las esporas
directamente en el ojo. Se han producido infecciones experimentales inoculando por via nasal
lo que indica que la inhalacién podria ser otro posible modo de infeccion. Aunque E. bieneusi, E.
hellem vy E. intestinalis estdn ampliamente descritas en humanos, estas y otfras especies de

microsporidios podrian representar infecciones zoondticas (Didier y Weiss, 2006).

Aparte de proteger al esporoplasma frente a las condiciones ambientales y mantener
estable la presion dentro de la espora evitando la extrusion del tubo polar, estudios recientes
describen coémo algunas proteinas de la pared de la espora pueden actuar como ligandos y
mediar en el reconocimiento y la adhesion a los glicosaminoglicanos (GAGs) presentes en la

superficie de las células hopedadoras (Li y col., 2009).
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a) Forma de resistencia de Nosema ceranae.

Fries y col. (1996) describieron en A. cerana y mds tarde también se describié en A.
mellifera (Chen y col., 2009b), que las esporas de N. ceranae se forman en el citoplasma de la
célula hospedadora sin vacuola parasitéfora, caracteristica tipica del género Nosema. Son de
forma ovocilindrica recta y a veces un poco curvada. En fresco presentan un tamafio medio de

4,7 x 2,7 um, aunque al fijarlas disminuye el tamano (3,4 x 1,7 um).

La pared presenta un grosor de 137-183 nm pero es mds delgada en la parte anterior
apical (36 nm) dénde cubre el disco de anclaje del filamento polar. Estd formada por una
exospora densa de fres capas (14 -17 nm), una endospora brillante (134 -118 nm) y una
membrana plasmdtica interna que se conserva de los estados de desarrollo anteriores y que

envuelve el esporoplasma.

El filamento polar tiene una anchura de 26-102 nm. Se encuentra en el polo apical de la
esporaq, sujeto al disco de anclaje por el saco polar, el cual tiene forma de paraguas. En su
seccién transversal se pueden distinguir fres estratos distintos. Una membrana unitaria externa,
una capa electrodensa aproximadamente de la misma anchura que la anterior y una capa de
20 nm con estructuras similares a la fibrilla dirigidas hacia el centro, granular y de 35 nm de
anchura aproximadamente. El filamento polar se organiza en las partes media y posterior de la

espora enrolldndose en 20-23 vueltas.

El polaroplasto anterior estd formado por lamelas empagquetadas, mide 11 nm de
anchura y estd conectado estructuralmente con el polaroplasto posterior. Este Ultimo también
estd formado por lamelas empaquetadas pero en este caso de mayor anchura y menos

organizadas, que se extienden hacia abajo hasta aproximadamente un tercio de la espora.

Presenta un doble nicleo que se sitUa en el centro de la espora rodeado por las vueltas

del filamento polar y tiene una longitud de 0,9 umy 0,4 um de ancho en la linea de aposicién.

La mayoria de las esporas maduras poseen un cuerpo posterior separado del ndcleo
posterior por una zona de citoplasma, que se interpreta como un posterosoma. Estd revestido
por una membrana unitaria y mide 0,75 um. Sus estructuras internas parecen cisternas y pueden

estar estructuralmente conectadas al filamento polar.

1.2.3. CICLO BIOLOGICO DE LOS MICROSPORIDIOS.

Los microsporidios presentan un ciclo biolégico intracelular que se divide en tres fases:

infectiva, vegetativa y esporogonia (Figura 1.2.).

En la primera fase, la infectiva, el hospedador ingiere las esporas, y debido al pH y a la
presencia de ciertos iones en el digestivo (Weidner, 1976; Weidner, 1991; Weidner y Halonen,
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1993; Weidner y col., 1997), la presidn ejercida en el interior de la espora y el engrosamiento del
polaroplasto provocan la extrusidn del tubo polar por el punto en el que la cubierta de la espora
tiene un menor grosor, que como vimos anteriormente suele ser el apical o subapical. Cuando el
tubo polar extruye, perfora la membrana de la célula hospedadora y penetra en la misma. El
esporoplasma migra a través del tubo polar hasta el citoplasma de dicha célula hospedadora
para comenzar su ciclo bioldgico (Canning y Lom, 1986; Canning, 1993; Martinez Ferndndez,
1995).

Se ha descrito que la extrusion del tubo polar es un proceso osmdtico en el que las
enzimas digestivas del hospedador alteran la cdpsula polar favoreciendo la entrada de agua al
interior de la espora a fravés de canales intramembranosos similares a las acuaporinas. Tanto el
polaroplasto como la vacuola posterior captan el agua por lo que se hinchan y aumentan su
tamafio, aumentando a su vez la presidon en el interior de la espora. Esta presién induce a la
rotura de la cdpsula, la extrusidn del tubo polar y la consiguiente salida del esporoplasma
(Vabra, 1977; Weidner y col., 1984; Texier y col., 2010).

Se han propuesto distintas hipdtesis para explicar los mecanismos por los que los
microsporidios pueden invadir la célula hospedadora. La mds comun presenta al tubo polar
como una “aguja” que, debido a la fuerza mecdnica producida por la extrusidon, atraviesa la
membrana de la célula hospedadora y dirige el contenido de la espora hacia el mismo.
También se ha observado que el extremo del tubo polar extruido, y por tanto el contenido de la
espora, pueden infroducirse en la célula hospedadora por mecanismos de endocitosis en vez de
ser transportados a través del tUbulo. Por ofro lado, se ha postulado cémo la célula
hospedadora puede fagocitar la espora y digerirla, provocando su extrusién en el citoplasma (Li
y col., 2009; Texier y col., 2010). Recientemente se ha sugerido que la infeccidon puede ser
mediada por una interaccién molecular en la que la espora se une a los GAG de la membrana

de la célula hospedadora antes de la extrusién (Williams y Keeling, 2011).

Los caminos de senalizacion que llevan a la germinacion de la espora (extrusiéon del
tubo polar) adn no se conocen muy bien. Al parecer, algunos componentes del tubo polar y de
la pared de la espora pueden estar implicados en el reconocimiento de tejidos, y por lo tanto,
en el comienzo del proceso de invasion de la célula hospedadora. Por ejemplo, las familias de
proteinas del tubo polar PTP1, PTP2 y PTP3, identificadas en varias especies de microsporidios,
parecen ser esenciales para el ensamblaje y funcionamiento del mismo. Ademds, PTP1 puede
interactuar con el receptor de manosa de la célula hospedadora. Por otro lado, se cree que las
esporas utilizan GAG como receptores de las células hospedadoras para la adhesiéon e invasion
de las mismas, a través de la posible interaccidon con una importante proteina de la pared de la

espora: EnP1 (Texier y col., 2010).

En la segunda fase del ciclo bioldgico, la fase vegetativa, se produce una proliferacion
por merogonia (Figura 1.2.). Una vez en el interior de la célula hospedadora, el esporoplasma
crece y forma merontes. Los merontes son células redondas e irregulares de membrana simple

que pueden presentar un nicleo aislado o doble. Estos experimentan una multiplicacion
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vegetativa (merogonia o esquizogonia) que en ocasiones puede ser una simple fisidn binaria. En
muchas especies de microsporidios aparecen a lo largo de esta fase formas plasmoidales

plurinucleadas.

Figura 1.2. Esquema general del ciclo bioldgico intracelular de los microsporidios sin vacuola parasitéfora
(A) o con ella (B). 1: Esporas infectantes; 2: Extrusidn del filamento polar; 3: Fase infectiva; 4: Merogonia; 5:
Esporogonia. 6: Liberacion de nuevas esporas al medio.

Modificado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/.

En Ultimo lugar se produce la fase de diferenciacién o esporogonia en la que, a partir de
los estados morfolégicos de la fase vegetativa (los merontes), se forman los esporontes o
plasmodios esporogoniales (Figura 1.2.). Estos solo pueden diferenciarse de los merontes a nivel
ultraestructural, por el mayor grosor de la membrana que los rodeda. Ademds presentan en su
superficie una cubierta electrodensa a partir de la cual se forma la exospora. Los esporontes dan
lugar a esporoblastos por atrofia y division de sus nucleos. En su formacion, los esporoblastos se
rodean de citoplasma y de una pared gruesa, y con posterioridad, pasan a ser esporas en un
proceso de metamorfosis compleja que en algunos géneros de microsporidios puede

comprender mds de una secuencia en la fase vegetativa o en la esporogonia.

Dependiendo de la especie de microsporidio, las esporas podrdn producirse libres en el
citoplasma de la célula hospedadora o, en los casos en los que los esporontes se encontraran
rodeados por una membrana unitaria denominada pared panesporobldstica, empaguetadas

en vesiculas espordforas (vacuola parasitdfora).

La duracién del desarrollo completo incluyendo la formacion de las esporas puede
oscilar entre las 24 y las 48 horas postinfeccidn. Las esporas recién formadas rompen la pared de
la célula hospedadora y se diseminan por ofras partes del organismo hospedador, o bien salen

al exterior a través de las heces, la orina o el tracto respiratorio. Algunos estudios in vitro
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demuestran que las esporas de Encephalitozoon sp. pueden multiplicarse en el interior de la
célula hospedadora sin activar via apoptdtica de la p53 (del Aguila y col., 2006). Se ha
demostrado que las esporas de algunas especies sobreviven y mantienen su capacidad de

infectar durante meses (Canning, 1988; Wittner y Weiss, 1999).

1.2.3.1. Ciclo biolégico de N. ceranae.

La infeccién de las abejas se produce al ingerir éstas las esporas maduras de N.
ceranae, debido normalmente a comportamientos de limpieza o trofalaxia (Higes y col., 2010c).
Estas esporas extruyen en el intestino medio infectando las células epiteliales. En el caso de N.
ceranae, la extrusidbn de las esporas parece ocurrir a priori sin ningun contacto de éstas con la

célula hospedadora (Gisder y col., 2010b).

Distintos autores han estudiado el ciclo bioldégico de este pardsito (Figura 1.3.) en
muestras histoldgicas y, segin mantienen, puede presentar mds de un ciclo merogonial.
Observan merontes con doble nucleo, que se dividen por fision binaria simple como en la
mayoria de las especies del género Nosema sp. Cada esporonte se divide al menos una vez
dando lugar a estados que evolucionan a esporoblastos. Al parecer, todos los estados del ciclo
bioldgico de N. ceranae son diplocaridticos, caracteristica también tipica del género Nosema
sp. (Fries y col., 1996; Chen y col., 2009b) y fodos se desarrollan en contacto directo con el
citoplasma de la célula hospedadora. El ciclo completo se desarrolla en menos de fres dias

(Higes y col., 2010c).

MEROGONIA =

Figura 1.3. Esquema general del ciclo bioldégico intracelular de N. ceranae. Modificado de
http://scientificbeekeeping.com/the-nosema-twins-part-1/
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Al estudiar el ciclo in vitro, se observd que éste se correspondia con el descrito para el
género Nosema sp., y para N. apis y N. ceranae en particular, con estados diplocaridticos y
merogonia y esporogonia simples. Ademds, se pudieron observar merontes en forma de huso
similares a los descritos en Nosema helminthorum, que no se habian podido identificar en los

cortes para microscopio electréonico (Gisder y col., 2010b).

1.2.4. EPIDEMIOLOGIA DE LOS MICROSPORIDIOS.

La microsporidiosis en humanos estd presente en todo el mundo con un indice de
prevalencia que varia de 0 a 50% dependiendo de la regién geogrdfica, el método de diagnosis
y las caracteristicas demogrdficas de la poblacion estudiada. Antes de la aparicién de las
terapias antirretrovirales, la prevalencia de la microsporidiosis tendia a ser mds alta en individuos
infectados por el VIH. De hecho, en regiones de Sudamérica, Africa y Asia, donde la terapia
antirretroviral aun no se aplica, la microsporidiosis se ha identificado en pacientes infectados por
VIH enfermos de SIDA junto con factores de riesgo adicionales como condiciones sanitarias
deficientes y exposicion a animales. En la actualidad la microsporidiosis también se estd
diagnosticando en pacientes inmunocompetentes como vigjeros, ninos, ancianos y pacientes

fransplantados (Didier y Weiss, 2006; Galvdn y col., 2011).

1.2.4.1. Epidemiologia de N. ceranae y N. apis.

Originalmente se consideré que N. ceranae estaba restringida a la abeja asidtica, A.
cerana como Unico hospedador (Fries y col., 1996; Fries, 1997). Sin embargo, mds recientemente
se han descubierto casos de infecciones cruzadas entre las dos especies de abeja, producidas
de forma natfural. Huang y col., detectaron en Taiwan a N. ceranae parasitando abejas de la
especie A. mellifera (Huang y col., 2007). El hecho de que estas abejas cohabitaran en el mismo
colmenar con abejas de la especie A. cerana hace pensar que el pardsito podria haber
logrado sobrepasar la barrera especifica del hospedador. Casi simultdneamente N. ceranae se
describid por primera vez en Europa parasitando también colmenas de A. mellifera en Espaia
(Higes y col., 2006) y mds tarde en Francia y Alemania (Fries y col., 2006). Teniendo en cuenta la
dificultad que supone el distinguir entre si ciertas especies de microsporidios, aun utilizando
microscopia electrénica (Larsson, 1986; Rice, 2001) no resulta raro pensar que quizds algunas de
las primeras observaciones de microsporidios en A. cerana (Singh, 1975) o incluso en A. mellifera
(Yacobson y col., 1992) correspondieran en realidad a N. ceranae. Ademds, N. ceranae infecta
a muchas otras especies del género Apis (Higes y col., 2010c) y recientemente también se ha

detfectado N. ceranae infectando abejorros (Bombus sp.) (Plischuk y col., 2009).

En Europa, se ha publicado la deteccidn de N. ceranae en Espaia, Francia, Alemania,

Suiza, Dinamarca, Finlandia, Grecia, Hungria, Holanda, Reino Unido, lItalia, Serbia, Polonia,
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Eslovenia, Bosnia Herzegovina y Suecia (Higes y col., 2010c) (Figura 1.4.). Teniendo en cuenta
qgue N. ceranae se ha encontfrado en distintas poblaciones de abejas de Europa, separadas
entre si geogrdficamente, no parece que la infroducciéon de éste pardsito en la nueva especie
de hospedador (A. mellifera) sea algo reciente. Se puede estudiar la evolucidn de la infeccidn
desde su origen utilizando muestras ya almacenadas de abejas infectadas por estos
microsporidios, ya que podrian haber estado existiendo como infecciones paralelas desde hace
un tiempo considerable. Analizando muestras, tanto histéricas (antes de 2003) como recientes
(después de 2003), Klee y col. demostraron en 2007 que N. ceranae es un patdgeno emergente
gue en la actualidad se encuentra parasitando a A. mellifera en la mayor parte del mundo. A
pesar de que no se ha podido precisar el momento exacto del salto de un hospedador a otro,
este trabajo ha permitido detectar la presencia del pardsito en Europa desde hace al menos
ocho anos. Los resultados de Paxton y col., (2007) sugieren que N. ceranae ha estado presente
en Finlandia por lo menos desde 1998, lo que implica que perfectamente podria haber estado
en el resto de Europa durante la Ultima década. Asi mismo, se ha detectado la presencia de N.
ceranae en muestras espanolas que daftan del ano 2000 (Bofias y col., 2012), cuatro anos antes

de la aparicién de los sinfomas del despoblamiento de las colmenas (Higes y col., 2005).

En Espafia se han realizado estudios epidemioldgicos que indican que la prevalencia de
N. ceranae en los colmenares profesionales espanoles es de un 40%, lo que implicaria que el

pardsito se encuentra en niveles epizodticos en la peninsula (Botias y col., 2012).

También se ha sugerido la presencia del pardsito en Estados Unidos desde 1995 (Chen y
col., 2008), aunqgue el desorden del colapso de las colmenas (CCD) no se empezd a tener en
cuenta hasta el 2007 (Bromenshenk y col., 2010). N. ceranae se ha descrito ademds en Canadd
(Williams y col., 2008b). Asi mismo, se ha detectado al pardsito en América central, mds
concretamente en Costa Rica (Calderdn y col., 2008) y en Méjico (Guzman-Novoa y col., 2011),
asi como en Sudamérica, donde se describid en Argentina (Sarlo y col., 2008; Medici y col.,
2012), en Chile (Martinez y col., 2012) y en Brasil (Klee y col., 2007). En Uruguay se ha detectado

una muestra anterior a 1990 infectada por N. ceranae (Invernizzi y col., 2009) (Figura 1.4.).

En Asia, aparte de la primera identificacion de N. ceranae en Taiwan (Huang y col.,
2007) el pardsito se ha detectado mds recientemente en colonias de A. mellifera de Turquia
(Whitaker y col., 2011), Irdn (Nabian y col., 2011), Tailandia (Chaimanee y col., 2010;
Suwannapong y col., 2011), Corea (Hong y col., 2011) y Japdn (Yoshiyama y Kimura, 2011)
(Figura 1.4.).

Asi mismo se ha descrito N. ceranae infectando abejas y contaminando miel en
Australia (Giersch y col., 2009) y en el norte de Africa (Higes y col., 2009b). Aln no se conoce la
via por la cual este pardsito se introdujo en Europa pero parece probable que fuera a través de
la importacién de abejas reina infectadas (Korpela, 2002). La abeja occidental A. mellifera,
econdmicamente hablando, es la especie mds importante de las nueve que se han descrito
dentro del género Apis. Se ha transportado desde Europa, Africa y Oriente Proximo a través de

todo el mundo debido a su utilizacién para la apicultura. El dcaro ectopardsito Varroa destructor

43



Carmen Ferndndez Vadillo Infroduccién

asociado con A. cerana, saltd la barrera del hospedador comenzando a parasitar A. mellifera y
se introdujo del mismo modo en Finlandia (Korpela, 1999) alcanzando pronto el estatus de
plaga. Hay que resaltar que, de ser cierto el ritmo de expansidn mundial que se ha descrito para
N. ceranae, éste es mucho mds rdpido que el de V. destructor, del que se piensa que pudo
durar medio siglo (Breguetova, 1953; Samsinak y Haragsim, 1972; Hicheri, 1978; Sanford, 2001).
Dado que las infecciones descritas en Japdn aparecen distribuidas en distintas zonas siguiendo
un patrén discontinuo, parece posible que en este caso N. ceranae también haya sido
infroducida en este pais por la importacién de productos apicolas contaminados o abejas reina

infectadas (Yoshiyama y Kimura, 2011).

Figura 1.4. Paises en los que se ha descrito la presencia de Nosema ceranae.

También se han encontrado esporas infectivas en regurgitados de abejaruco comun
(Merops apiaster), pdjaro insectivoro cuya principal presa son los Himendpteros, sobre todo A.
mellifera, y mds concretamente las abejas pecoreadoras que son las que suelen presentar una
mayor carga parasitaria. Los abejarucos normalmente expulsan sus regurgitados cerca del nido
y de las dreas de alimentacidn, pero también pueden hacerlo durante el vuelo. El hecho de que
sean aves migratorias (con dreas de cria en Europa y Asia, y dreas de hibernacion en Africa e
India) los perfila como otra posible via de dispersion, ademds del tfransporte de las colmenas con

fines comerciales (Higes y col., 2008b; Valera y col., 2011).

1.2.5. MECANISMOS DE TRANSMISION DE LOS MICROSPORIDIOS.

Las vias de transmision de los microsporidios estdn poco documentadas pero ciertos
estudios epidemioldgicos evidencian que las infecciones pueden darse por las vias respiratoria,
sexual, congénita e incluso por inoculacién tfraumdtica en el caso de las infecciones oculares

(Ghosh y Weiss, 2009). Asi mismo, el hecho de que los microsporidios que infectan humanos se
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encuentren también parasitando varios grupos animales puede sugerir un potencial de
fransmisidon zoondtica por parte de estos organismos (Texier y col., 2010). Por otra parte, debido a
la identificaciéon de microsporidios en alimentos y en agua de bebida, éstos han sido incluidos
en la categoria B tanto de la lista de patdgenos de biodefensa del NIH (National Institutes of
Health) como de la lista de patdégenos de prioridad del NIAID (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases), ambos de Estados Unidos. Asi mismo son considerados contaminantes
microbianos candidatos (CCL-1 y 2) de fransmisién por agua en la lista de la EPA (Environmental

protection Agency) del mismo pais (Didier y Weiss, 2006; Ghosh y Weiss, 2009; Texier y col., 2010).

1.2.5.1. Mecanismos de transmision de N. ceranae y N. apis.

La transmision de los dos pardsitos (N. apis y N. ceranae) es horizontal, via fecal-oral, por
ingestion de las esporas a través de la comida o del agua (Fries, 1988b; Fries y col., 1996). En el
caso particular de N. apis, al causar disenteria, la fransmision también puede ser debida a la
ingestion de las heces de abejas enfermas por parte de las sanas (Morse y col., 1997). También
se ha descrito la fransmisién de N. ceranae por el intercambio de comida entre abejas (Smith,
2012)- Por eso habrd que tener en cuenta la trofalaxia como una importante via de fransmisiéon

de la nosemosis entre abejas de la misma o de distintas colonias (Higes y col., 2010c).

Se ha descrito como N. ceranae puede transmitirse de manera horizontal de las abejas
obreras encargadas de la alimentacién de la reina a ésta Ultima (Higes y col., 2009a; Higes vy
col., 2010c). Por ofro lado, se propone la hipdtesis de que los zdnganos infectados son un medio
de transmisidon de la enfermedad dentro de las colonias y entre distintas colonias dado que estas
abejas vuelan de unas a otras (Traver y Fell, 2011a). Asi mismo, ciertos experimentos sugieren una
posible transmisién vertical de N. ceranae, ya que se han encontrado infectados los ovarios y la
espermateca de las abejas reina, tejidos en los que no se halld infeccidon alguna en el caso de

N. apis (Travery Fell, 2012).

Se ha detectado la presencia de esporas infectivas de N. ceranae en el polen
corbicular de las abejas pecoreadoras, principal fuente de alimentacién de las larvas en
desarrollo y de las abejas adultas (Higes y col., 2008c). Ademds, el hecho de que utilizando la
técnica molecular de la PCR se haya detectado N. ceranae en las gldndulas hipofaringeas vy
salivales de las abejas obreras, puede sugerir que la jalea real (secretada por estas gldndulas)
utilizada para alimentar a la reina y a las larvas, podria ser otro vehiculo para la fransmision del
pardsito dentro de las colonias (Cox-Foster y col., 2007; Chen y col., 2009b). Malone y
colaboradores (2001) observaron que las esporas de N. apis se mantenian viables durante meses
en la miel y varios dias en agua o sirope azucarado con el que se alimentaba a las abejas. Por
otra parte, se ha observado cémo las abejas pueden ingerir esporas al masticar la cera que las
cubre en el momento de la emergencia de los adultos (Alaux y col., 2010) y también se ha
descrito la contaminacion con estas esporas de material utilizado por los apicultores (Higes y
col., 2010c).
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Por Ultimo, como ya se ha mencionado anteriormente, es de gran importancia la
fransmisidon de este pardsito tanto a través de las aves migratorias (Merops apiaster), como por el
comercio mundial con productos y material de apicultura, asi como de abejas reina y sus

obreras para su utilizacion en polinizacion (Higes y col., 2010c).

1.2.6. PATOLOGIA Y PATOGENESIS DE LOS MICROSPORIDIOS.

La enfermedad que causa la infeccidn por microsporidios se denomina microsporidiosis.
Los microsporidios se reconocian principalmente como patdégenos de hospedadores animales,
debido a su amplia distribucion en la naturaleza (Shadduck y Pakes, 1971; Canning y Lom, 1986).
Algunos de estos patdgenos han demostrado un gran impacto econdmico tanto en la
apicultura (N. ceranae y N. apis) como en la sericultura (N. bombycis) y la acuicultura (Loma

salmonae en salmdnidos y Thelohania spp. en gambas) (Texier y col., 2010).

Recientemente, los integrantes de la clase Microsporidia han adquirido importancia
como patdgenos emergentes en humanos al describirse cada vez con mds frecuencia como
causantes de infecciones oportunistas en pacientes inmunosuprimidos ya sea infectados por el
virus del SIDA o aquellos que han recibido un transplante de érgano o quimioterapia. Ademds
parece que también pueden causar infecciones gastrointestinales y oculares en individuos

inmunocompetentes (Ghosh y Weiss, 2009; Galvdn y col., 2011).

Se han descrito 14 especies, englobadas en 8 géneros, relacionadas con patologias
humanas: Encephalitozoon, Enterocytozoon, Nosema, Vittaforma, Pleistophora,
Trachipleistophora, Ancaliia y Microsporidium. Este Ultimo género comprende a todos los
microsporidios de dificil clasificacion taxondmica y que no pueden incluirse con certeza en
ninguno de los géneros descritos. Las infecciones que producen pueden ser desde asintomdticas
hasta causar enfermedades graves e incluso la muerte dependiendo de la virulencia del

pardsito y de la eficacia de la respuesta inmune del hospedador (Didier y Weiss, 2006).

La especie que parasita al hombre con mayor frecuencia, Enterocytozoon bieneusi, se
describid en 1985 (Desportes y col., 1985) como causante de diarrea en pacientes
inmunocomprometidos. Desde entonces se ha demostrado que, ademds de al tracto intestinal,
también infecta al higado (por una posible diseminacién desde el intestino) y a los pulmones (via

aerdébgena a fravés de aerosoles).

Después de E. bieneusi, la especie de microsporidio mds prevalente en el hombre es
Encephalitozoon intestinalis que se describid en 1993 (Caliy col., 1993) como Septata intestinalis
(posteriormente  reclasificado), también como causante de diarrea en pacientes

inmunocomprometidos.
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Dentro del género Encephalitozoon también existen otras dos especies que causan
infecciones en el hombre: E. hellem y E. cuniculi. Ambas son morfoldgicamente idénticas,
aungue se diferencian tanto bioquimica como antigénicamente. AUn asi, es probable que en
los primeros estudios en los que se citaba a E. cuniculi como agente causal de la patologia en el
hombre, en realidad se tratara de E. hellem (Didier y col., 1991; Visvesvara y col., 1994). E. hellem
se encuentra principalmente en los epitelios corneal y conjuntivo de pacientes con SIDA (Didier y
col., 1991).

1.2.6.1. Patologia y patogénesis de N. ceranae y N. apis.

La nosemosis es una enfermedad de las abejas causada por las especies del género
Nosema sp. Estas especies de microsporidios producen esporas que se fransmiten de una célula
a ofra por germinacién in situ, lo que les permite diseminar la infeccién dentro del hospedador.
Tanto N. apis como N. ceranae infectan las células epiteliales ventriculares del intestino de las
abejas adultas (Fries, 1988a; Fries y col., 1996). Sin embargo, mediante la técnica de PCR
también se han detectado N. ceranae en ofros tejidos como los tUbulos de Malpigio, las
gldndulas hipofaringeas, salivares y mandibulares, el saco del veneno, los cuerpos grasos y el
cerebro, lo que sugiere que estos tejidos también pueden ser infectados por esta especie y
actuar como reservorios de la infeccién (Chen y col., 2009b; Gisder y col., 2010a; Copley y

Jabaiji, 2012).

Cuando N. ceranae infecta a A. cerana (su hospedador original), las dreas o células
infectadas del ventriculo normalmente se encuentran aisladas y rodeadas de tejido
aparentemente sano. Los pardsitos proliferan en el interior de estas células que acaban por
lisarse, liberando las esporas maduras en el lumen del intestino. El hecho de que las células del
epitelio intestinal infectadas puedan estar muertas o en proceso de muerte celular, conlleva la
muerte prematura por inanicién de las obreras (Higes y col., 2008a). En este caso, las esporas no
extruyen en el interior de la célula hospedadora, por tanto N. ceranae, sélo disemina la
infeccién entre distintos hospedadores. Sin embargo, cuando N. ceranae infecta A. mellifera,
presenta un patrén de extrusion in situ similar al descrito anteriormente para Nosema sp. Segin
Fries y col. (1996) estas esporas pueden extruir y reinfectar otras células o pueden ser liberadas
por las heces. Todos estos efectos descritos se dan en abejas infectadas tanto de forma natural

(Garcia-Palencia y col., 2010) como experimentalmente (Higes y col., 2007).

Asi mismo, al estudiar la expresion de los genes en abejas infectadas por N. ceranae, se
ha observado una disminucidn en la expresion de ciertos genes relacionados con rutas de
senalizacién implicadas en la homeostasis de los tejidos, asi como procesos de multiplicaciéon y
diferenciacién celulares, situaciéon que llevaria a un aumento de la mortalidad en caso de que

la infeccién fuera continua (Dussaubat y col., 2012).
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Si se lograra establecer que la infeccién por N. ceranae tiene efectos distintos a los que
produce N. apis, podria esclarecerse una posible relacién entre la reciente deteccion de N.
ceranae en Europa (Fries y col., 2006), y el aumento de la deteccidon de esporas de Nosema en
colmenas que no presentan los signos caracteristicos asociados a la presencia de N. apis. Dicha
presencia se caracteriza en las formas agudas por temblores en los zdnganos, abejas con
abddémenes dilatados, disenteria (detectada por manchas marrones en distintas partes de la
colmena), abejas enfermas o muertas alrededor de las colmenas y alteraciones en el
comportamiento de vuelo, asi como la sustitucidn de la abeja reina acompanada de una
disminucién de la produccidén de nuevas generaciones y la consecuente disminucion del
tamano de la coloniq, las cuales se dan particularmente en primavera (Fries, 1997; Higes y col.,
2010c). Las abejas infectadas con N. ceranae no presentan signos clinicos externos de
enfermedad (“nosemosis seca”). Sélo cuando se aisla el ventriculo de abejas infectadas éste se
observa reducido y de color blanguecino (Higes y col., 2007). Ademds, el patrén epidemioldgico
y la patologia que causa esta especie también es distinta a las de N. apis. Por ello, la infeccién
debe confirmarse mediante microscopia éptica (Fries y col., 1996). Actualmente se considera a
este pardsito como el agente etioldgico causante de una enfermedad emergente en A.
mellifera que ha dado en llamarse nosemosis tipo C, en contraposicion con la de tipo A

causada por N. apis que se ha descrito previamente (Higes y col., 2010c).

a) Virulencia de la infeccién.

El andlisis retrospectivo de muestras de abejas con esporas de miscrosporidios sugiere un
proceso por el que N. ceranae parece reemplazar gradualmente a N. apis (Paxton y col., 2007).
Valera y colaboradores, al estudiar la presencia de esporas viables de estos microsporidios en los
regurgitados del abejaruco comun (Merops apiaster) en Europa y Asia, encontraron una mayor
prevalencia de N. ceranae en comparacion con la de N. apis el pardsito original de A. mellifera
(Valera y col., 2011). Asi mismo, histéricamente las abejas de la miel de Estados Unidos habian
estado infectadas de manera predominante por N. apis, pero en la actualidad las infecciones
por N. ceranae son las predominantes (Runckel y col., 2011), algo similar a lo descrito en Chile
(Martinez y col., 2012).

A partir de estudios realizados sobre infecciones cruzadas entre las dos especies
hospedadoras, se puede inferir que, a pesar de que los dos pardsitos pueden infectar a las dos
especies de abeja, el desarrollo de N. apis en su hospedador no especifico, la abeja asidtica, es
peor que el de N. ceranae en la abeja europea (Fries y Feng, 1995; Fries, 1997; Chaimanee vy
col., 2010). Ademds, el hecho de que la infeccidén por N. apis esté restringida al epitelio

gastrointestinal mientras que N. ceranae infecta a numerosos tejidos, puede estar relacionado

con una mayor virulencia de ésta Ultima (Gisder y col., 2010a).

Para estudiar la mortalidad causada por cada una de estas dos especies de

microsporidios se han realizado diversos experimentos. Al comparar los efectos de la infeccidon
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experimental con esporas de N. ceranae de colmenas de A. mellifera, se observé un aumento
significativo de la mortalidad de las abejas infectadas frente a un control de abejas sin infectar
(Higes y col., 2007). Paxton y sus colaboradores (2007) también observaron una disminuciéon del
tiempo de vida producida por N. ceranae, aungue en este caso no fue tan acusada, puede
que debido al pequeno nimero de colmenas utilizadas para realizar el estudio. Por otro lado,
Malone y Stefanovic realizando un experimento similar pero en este caso infectando con N. apis,
no lograron establecer una relacién significativa entre la longevidad de las abejas y la dosis de
esporas administrada (Malone y Stefanovic, 1999). Todo esto podria indicar que N. ceranae
presenta una mayor patogenicidad que N. apis en las colmenas de abejas. Sin embargo,
cuando se realizé un experimento similar inoculando ambas especies de microsporidio, no se
observd una ventaja competitiva de ninguna de ellas al estudiar las abejas de manera individual
(Forsgren y Fries, 2010). Las condiciones de las esporas (almacenamiento, purificacion, viabilidad
e identificacién) y de las abejas (edad de las recién nacidas sin infectar) utilizadas en los distintos
experimentos podrian explicar la gran variabilidad de los resultados que se ha encontrado en

éstos (Higes y col., 2010c).

En Finlandia, se describié un aumento en la presencia de N. ceranae en relacidén con N.
apis, asociada a una mayor carga parasitaria de esporas por abeja (Paxton y col., 2007). En este
pais, todas las infecciones recientes causadas por Nosema se debian a N. ceranae bien sola,
bien coinfectando junto a N. apis. Algo similar ocurrié al estudiar dislados de abejas espanolas
infectadas por este género (Higes y col., 2006). Segin Bailey, una abeja que ha desarrollado
completamente una infeccion por N. apis, alberga en su ventriculo 30-50x10¢ esporas (Bailey,
1981). Mds tarde, Paxton y colaboradores (2007) describieron un nUmero de 1-34x10¢ esporas de
de N. apis por abeja infectada, niUmero dentro del rango descrito por Bailey. Sin embargo, en el
mismo experimento enconfraron un nimero de esporas de N. ceranae bastante mayor (1-

158x10¢ esporas/abeja) en A. mellifera infectadas con este pardsito.

En el mismo estudio, se observd que las esporas de N. ceranae inicialmente proliferaban
mds lentamente que las de N. apis, de forma que el nUmero de esporas de ambas especies no
se igualaba hasta 14 dias después de la infeccidn. El experimento no continud mds alld de las
dos semanas, pero la curva de crecimiento que se obtuvo para las esporas de N. ceranae
sugiere que éstas habrian seguido proliferando, mientras que la curva de crecimiento de las

esporas de N. apis habria alcanzado la fase de meseta ya en el dia 10 (Paxton y col., 2007).

Aparte, se han desarrollado varios ensayos para determinar los efectos del fiempo, de la
temperatura y de la desecacién sobre el potencial bidtico (la méxima capacidad reproductiva
de una poblacién en condiciones ambientales ptimas) vy la viabilidad de las esporas de ambas
especies de pardsito. Estos estudios demuestran una mayor adaptabilidad de N. ceranae a las
altas temperaturas. Martin-Herndndez y col. demostraron en 2009 como N. ceranae no sélo
posee un mayor potencial bidtico (determinado por el nUmero de esporas contadas) a distintas
temperaturas (25 y 37 °C), sino que infecta un mayor nUmero de células y tiene un desarrollo mds
répido que N. apis, llegando a completar su ciclo en menos de 48 horas. En ofro estudio,

utilizando microscopia electronica de transmision se observé como a 37 °C las esporas de N. apis
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aparecian degeneradas y no se encontraban estados de desarrollo inmaduros hecho que no
ocurria en el caso de N. ceranae (Higes y col., 2010a). Esta adaptacién de N. ceranae a rangos
mds amplios de temperatura puede explicar la falta de estacionalidad que se ha descrito para
este pardsito. Asi mismo, las diferencias en la infeccion y proliferaciéon de ambos microsporidios

podrian explicar la mayor mortalidad de las abejas infectadas por N. ceranae.

Por ofro lado, en 2009 Fenoy y col., utilizando una doble tincién Sytox green-DAPI,
estudiaron la viabilidad de las esporas de N. ceranae a 60 °C, temperatura a la que se derrite la
cera de los peines de las colmenas para poder reutilizarlos, y a 35 °C, la habitual en el interior de
las colmenas, necesaria para que las abejas inmaduras completen su metamorfosis. En ninguno
de los casos observaron una disminucién de la viabilidad, lo que podria dar idea del potencial
de diseminacion de dichas esporas dentro de las colmenas y entre los distintos estados de
desarrollo de las abejas que las pueblan. Si que observaron una considerable disminucion de la
viabilidoad de las esporas congeladas a -20 °C utilizando distintas condiciones de
crioconservacion (RPMI o SBF con DMSO al 10 %) y a 4 °C en PBS 1x, dato a tener en cuenta para
su uso y almacenamiento en los laboratorios. Gisder y colaboradores (2010a) obtuvieron
resultados similares, pues observaron una disminucion de la capacidad de germinacion de las
esporas de N. ceranae a 4 °C, disminucidon que no se observd en el caso de las esporas de N.

apis.

Continuando con el mismo experimento, para estudiar los efectos de la desecacion
sobre las esporas, Fenoy y col. (2009) evaluaron su viabilidad al ser secadas al aire a
temperatura ambiente, observando que ésta se mantenia hasta una semana. Previamente,
Malone y col. (2001), habian observado una pérdida de viabilidad en esporas de N. apis
secadas al aire pero mantenidas en este caso a temperaturas de 40, 45y 49 °C durante 3, 5y 45

dios.

Todos estos datos acerca de la termotolerancia de N. ceranae deberian tenerse en
cuenta ya que, como se ha descrito para ofras especies, el incremento de la temperatura en la
Tierra debido al cambio climdtico pude favorecer a los patdégenos y a las plagas de las abejas,
ampliando no sélo su distribucidén sino también su estacionalidad y la severidad de las

enfermedades que causan (Martin-Hernandez y col., 2009).

Actualmente la incidencia de N. ceranae y N. apis no sigue el mismo patrén en todas las
regiones de Europa. N. ceranae parece ser mds prevalente en Dinamarca, Grecia, Italia, Serbia
y Espana, mientras que N. apis se observa con mayor frecuencia en Suecia, Reino Unido y
Alemania (Gisder y col., 2010a). En Estados Unidos se detecta la misma tendencia por la que las
infecciones por N. ceranae dominan en los climas mds cdlidos mientras que N. apis suele ser mds
prevalente en los frios (Williams y col., 2008a). Esto podria explicarse por la disminucion de la
capacidad de germinacién de las esporas de N. ceranae sometidas a temperaturas
moderadamente frias (4°C) que se ha citado anteriormente. Esta reduccidn en la virulencia a
bajas temperaturas podria suponer una desventaja para N. ceranae en aquellas zonas
climdticas en las que los inviernos son mds frios. Asi mismo, dado que en estas zonas las
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temperaturas estivales no suelen sobrepasar los 33°C, la tolerancia a las altas femperaturas y a la

desecacion que presenta el pardsito en climas cdlidos se neutralizaria.

Por todo lo comentado anteriormente, los factores climdticos estarian desempenando
un papel fundamental en la expansion, la distribucidon geogrdfica, la estacionalidad y la

severidad de las infecciones causadas por N. ceranae (Higes y col., 2010c).

b) Estacionalidad de la infeccidn.

Una mayor patogenicidad de N. ceranae y su termotolerancia podrian ser la
explicacién para el inusual curso de la infeccién y el aumento de la mortalidad de las colonias
qgue se han descrito en el centfro y sur de Europa durante los Ultimos afos, por los que la
nosemosis Nno se da sdlo en primavera sino durante todo el afo y asociada a grandes pérdidas
en las colonias y en la produccién de miel (Higes y col., 2005; Higes y col., 2006; Imdorf y col.,
2006; Higes y col., 2007; Paxton y col., 2007).

Estudios recientes demuestran que los patrones clinico y epidemioldgico de la nosemosis
estdn cambiando (Faucon, 2005; Higes y col., 2010c). La patologia que se ha descrito siempre
para las infecciones por Nosema, atribuidas a N. apis a falta de diagndstico molecular, presenta
una clara estacionalidad. La nosemosis se relacionaba con bajos niveles de infeccién durante el
verano, un pequeno pico en otono y una subida lenta durante el invierno que se agudizaba en
primavera coincidiendo con el comienzo de la cria. Esta estacionalidad sigue observédndose en
colmenas como las alemanas, en las que N. apis todavia es mds prevalente. Esto podria ser
debido a la pérdida de capacidad de germinacién de las esporas de N. ceranae a bajas
temperaturas, lo que evitaria su proliferacién en las colonias durante el invierno. De forma
confraria, en las colmenas espanolas en las que la mayoria de las infecciones son causadas por
N. ceranae, en los Ultimos anos los niveles de infeccidon durante el verano han ido subiendo
hasta desaparecer cualquier indicio de estacionalidad probablemente por su mayor
adaptabilidad a las altas temperaturas (Marfin-Hernandez y col., 2007; Gisder y col., 2010q;
Bernal y col., 2011). Se ha postulado que la estacionalidad de la nosemosis puede estar
relacionada con las precipitaciones y con el estrés debido a la manipulacion de las colmenas.
En ninguno de los dos casos ha podido demostrarse dicha relacién, al menos en Espaia (Martin-

Hernandez y col., 2007; Bernal y col., 2011).

c) Patologia en la colonia.

Un grupo social estrechamente conectado como es una colmena de abejas puede
considerarse como un sistema de vida complejo, formado por organismos que funcionan como

un todo (Higes y col., 2010c). Debido a esto, la patologia causada por N. ceranae en las abejas
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difiere de la causada en las colmenas. Habitualmente la colonia estd capacitada para

compensar las pérdidas provocadas por un patdgeno letal para las abejas (Higes y col., 2008a).

En el caso de la nosemosis causada por N. apis, se sabe que ésta disminuye la
longevidad de las abejas obreras y que también afecta a las abejas reina, comprometiendo la
alimentacion de las larvas que no llegan a alcanzar el estado de pupa (Hassanein, 1953; Fries,
1993). Sin embargo, N. apis ha alcanzado una situacién de equilibrio con su hospedador en la
que sus efectos en el total de la poblacién son minimos, posiblemente gracias a la disminucién
de la infeccidn en el verano, estacion durante la que se recupera la colonia. A pesar de que la
colonizacion de N. ceranae ha sido un éxito, hecho que demuestra su presencia en la mayoria
de los paises europeos, ésta no ha logrado alcanzar la misma situacion de equilibrio con su

reciente hospedador (Martin-Hernandez y col., 2007).

Higes y col. (2008a) describieron cuatro fases en la nosemosis causada por N. ceranae
en las colmenas. En la primera fase, lamada “asintomdtica”, y a pesar de que las abejas estdn
infectadas, las colmenas no presentan ningun signo de enfermedad. En la segunda fase, la de
“reemplazo”, la abeja reina confinua poniendo huevos durante todo el invierno. Se trata de un
comportamiento inusual, al menos en Espana, regién en la que se llevd a cabo el estudio. La
tercera fase comenzaria en la siguiente primavera cuando las colonias crecen rdpidamente y
las abejas reina suelen realizar una puesta muy numerosa. Dado el aumento de la poblacién
durante esta fase, se la ha denominado de “falsa recuperacion”. Aunque en recalidad, esta
recuperacion no se produce, pues a pesar de que la reina sigue poniendo huevos hasta el
comienzo del otoho, en esa época comienza la fase de “despoblamiento” en la que se observa
una repentina pérdida de abejas adultas y del vigor de las colmenas, alcanzando las puestas el
numero minimo de huevos. A pesar de que las colmenas son muy activas en esta fase, la abeja

reina muere en un periodo de dos meses (Higes y col., 2008a).

La descripcion de estas fases ha permitido que, a pesar de que la nosemosis tipo C sea
tipicamente asintfomdtica, se hayan podido identificar una serie de caracteristicas clinicas
relacionadas con ella, al menos en Espana (Higes y col., 2008a). En este caso, como ya se ha
descrito anteriormente, el periodo de cria se alarga durante los meses frios, se da una mayor
proporcién de prole en relacidén con las nodrizas en los meses cdlidos y se observa una
disminucién en la produccién de miel. En general, la colmena se debilita y merma el nUmero de

abejas adultas, hasta que se colapsa en un periodo mdximo de dos afos (Higes y col., 2010c).

Al estudiar la prevalencia de N. ceranae (proporcién de abejas infectadas) y la
intensidad de la infeccidon (media de esporas por abeja) causada por la misma, Smart y
Shephard (2012) establecieron una correlacion positiva entre estas dos variables, y observaron
cémo las abejas pecoreadoras eran las mds afectadas por dicha infeccidn en comparacion

con las demds abejas de la colonia.

Debido a la falta de estacionalidad en la infeccidon producida por N. ceranae y

basdndose en el hecho de que ésta produce la muerte de las abejas en 8 dias sin presentar
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sinfomas externos, Higes y col. (2007 y 2008c) propusieron la teoria de que las abejas
pecoreadoras mueren repentinamente fuera de la colmena cuando salen a buscar comida, lo
gue provoca un despoblamiento gradual de las colmenas que no se puede compensar con la
poblacidén emergente llegando al colapso de las mismas. Por ello se considera a N. ceranae
como un patdgeno a corto plazo para las abejas y a largo plazo para la colmena (Higes y col.,
2010b).

Este cambio en el comportamiento de las abejas pecoreadoras podria explicarse por el
hecho de que N. ceranae reduce el nivel de azlUcares en la hemolinfa de las abejas que
infecta. Se ha observado que en estas abejas los niveles de trealosa (glucosa-glucosa), el
principal carbohidrato en la hemolinfa de los insectos, son mds bajos que en las sanas, lo que
podria relacionarse con el estrés energético impuesto por el pardsito a su hospedador al utilizar
los recursos de éste (Mayack y Naug, 2010; Aliferis y col., 2012). Estos resultados son secundados
por ofros experimentos, que mostraron una mayor expresion de los genes implicados en el
metabolismo del azicares y el fransporte de trealosa en las abejas infectadas (Dussaubat y col.,
2012). Asi mismo, otros trabajos describieron un aumento del consumo de sirope por parte de las
abejas, supuestamente para compensar esas pérdidas de azlcares (Mayack y Naug, 2009;
Martin-Hernandez y col., 2011). Una disminucién en los niveles de trealosa podria llevar a una
disminucién en la autonomia de vuelo (se estima que las abejas infectadas pueden volar sélo
dos tercios de la distancia que vuelan las sanas), un detrimento en la termorregulacién y, por lo
tanto, una menor capacidad para regresar a la colmena, especialmente en dias frios (Mayack y

Naug, 2010; Martin-Hernandez y col., 2011).

Por otfra parte, Kralj y col. (2007) observaron que las abejas pecoreadoras modifican su
comportamiento de vuelo no regresando a la colonia cuando ésta estd infectada por V.
destructor, lo que interpretan como un comportamiento adaptativo para expulsar a los
patégenos de la colonia, comportamiento denominado “eliminacién suicida del patégeno” y

que podria ser otra posible explicacién al despoblamiento de las colmenas (Kralj y col., 2007).

Con respecto a la colonia, un incremento del nivel de hambre podria derivar en un
aumento de la trofalaxis lo que aumentaria a su vez la tfransmisién y diseminacién de la infeccion
(Martin-Hernandez y col., 2011). Dussaubat y col. (2010) han comprobado como la infeccién
causada por Nosema produce en las abejas un aumento significativo de la produccién de etil
oleato (EO), feromona que regula la maduracion en el comportamiento de las abejas obreras
inhibiendo la transicion de las nodrizas encargadas del mantenimiento interno de las colmenas,
que pasan a ser pecoreadoras, responsables de la bUsqueda de alimento. El aumento de
poblacion de pecoreadoras podria ser una respuesta de la colonia para disminuir la carga de
patégeno dentro de la colmena, por lo que la inhibicién de ese paso produciria un retraso en el
desarrollo de las nodrizas, permitiendo la diseminacion del patégeno dentro de la colmena. Este
comportamiento también podria derivarse de la necesidad de la colonia de elevar las tasas de

pecoreo para compensar el estrés nutricional (Martin-Hernandez y col., 2011).
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La hormona juvenil (JH) en los insectos estd relacionada con procesos como la
metamorfosis, el desarrollo, la reproduccidn y el comportamiento de los mismos, asi como en la
determinacién de castas, el vuelo, el estimulo de la migracién, la regulacién de la diapausa, la
resistencia al estrés y el envejecimiento. Al medir los niveles de JH en la hemolinfa de abejas
infectadas con N. ceranae, éstos resultaron ser mucho mds altos que en las abejas control sin

infectar (Ares y col., 2012).

Los experimentos referidos anteriormente se habian realizado con abejas obreras, sin
embargo, también se estudié el impacto de la infeccidén causada por N. ceranae en la fisiologia
de las abejaos reina, observéndose un aumento en los niveles de vitelogenina (indicador de
fertiidad y longevidad), la capacidad antioxidante y la produccién de feromonas mandibulares.
Dicho impacto en la salud de la reina podria ser de gran importancia en la colmena, ya que
ésta monopoliza la reproduccion y regula la cohesidn de la colonia a través de las feromonas
qgue produce. Un cambio en la produccién de hormonas explicaria esa precocidad en el

reemplazo de lareina (Alaux y col., 2011).

1.2.6.2. El sindrome de despoblamiento de las colmenas y sus posibles causas.

El sindrome de despoblamiento de las colmenas (CDS, Colony Depopulation Syndrome)
o pérdida de colonias como se denomina en Europa (COLOSS, 2009), también conocido como
desorden del colapso de las colmenas de abejas (CCD, Colony Collapse Disorder) en América,
consiste en la desaparicidén repentina de las abejas adultas. AUn no se ha encontrado una
explicacién para él, ya que los recursos para la supervivencia de las abejas son abundantes en
las colmenas y no se encuentran apenas abejas muertas en los alrededores de las mismas. Las
colmenas quedan por tanto pobladas solo con la reina y una pequena poblacién de obreras lo
que se traduce en una falta de atencién de las crias y un debilitamiento de las colmenas,
muchas de las cuales se pierden sin el menor indicio de afeccidén debido a una elevada
mortalidad invernal sin sinfomas de enfermedad. Consecuentemente, la produccién de miel
disminuye (Higes y col., 2009¢c; Bromenshenk y col., 2010). Se desconoce si el colapso es la fase
final de una infeccién créonica debida a un pardsito silencioso cuya infeccion no produce

sintomas hasta unas horas antes de colapso total de la colmena (Higes y col., 2008a).

Ademds de la reciente aparicion de N. ceranae, se han estudiado otras variables como
posibles causas del sindrome de despoblamiento de las colmenas. Algunas de estas causas son
la destruccion del hdbitat y los cambios en el uso de las tierras destinadas a la agricultura
(Williams, 2005; Naug, 2009; Morimoto y col., 2011), la exposicion a pesticidas, la falta de
alimento, o las infecciones por otros pardsitos como la mosca Apocephalus borealis (Core y col.,
2012) o el dcaro Varroa destructor (Garrido-Baildn y col., 2010) y patdgenos como el virus de las
celdas reales negras (BQCV Black Queen Cell Virus), el virus de las alas deformes (DWV
Deformed Wing Virus), el virus de la cria (SBV Sacbrood virus), el virus de la pardlisis cronica (CBPV

Chronic Bee Paralysis Virus), el virus de la pardlisis aguda (ABPV Acute Bee Paralysis Virus), el virus
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Kashmir (KBV Kashmir Bee Virus) y el virus israelita de la pardlisis aguda (IAPV Israeli Acute Paralysis

Virus)(AntUnez y col., 2012).

El DWV vy el IAPV se han propuesto como marcadores del sindrome de despoblamiento
a partir de estudios de metagendmica, y el virus Varroa Destructor-1 (VDV-1), descubierto
mediante estudios de protedmica. Asi mismo, otfros estudios del transcriptoma realizados
utilizando técnicas basadas en la expresion de genes, determinaron gran variedad de
fragmentos de ARN que podrian ser marcadores del sindrome, aungue no lograron determinar si
estos fragmentos pertenecian al virus o al hospedador. Sin embargo en ninguno de estos casos
se ha demostrado relacion directa alguna con el sindrome de despoblamiento de las colmenas
e incluso algunos investigadores han concluido que éste no es una enfermedad especifica sino
qgue se debe a una mezcla de diferentes variables como patdgenos, estrés fisioldgico o
infoxicaciones (Cox-Foster y col., 2007; Stokstad, 2007; Anderson y East, 2008; Bromenshenk y col.,
2010; Garrido-Bailén y col., 2010; Dainat y col., 2012b; Pettis y col., 2012).

Basdndose en estas conclusiones y utilizando espectrometria de masas, Bromenshenk y
colaboradores en 2010 encontraron evidencias de la correlacién entre los Virus Iridiscentes de
Invertebrados (IIV), Nosema sp. y el CCD en Estados Unidos. Describieron como en fodas las
colmenas colapsadas o a punto de colapsar que estudiaron, se encontraban péptidos de N.
ceranae junto con los de estos virus. Ademds observaron que cuando la poblacién de abejas
descendia, los valores de estos péptidos aumentaban y se mantenia en niveles altos a medida
que disminuia la frecuencia de vuelo de las pecoreadoras y hasta el colapso total de la
colmena, momento en el que las cargas de los distintos patdégenos alcanzaba sus niveles
mdximos. Actualmente estos descubrimientos estdn siendo cuestionados debido a la

metodologia utilizada en los mismos (Knudsen y Chalkley, 2011; Tokarz y col., 2011).

Para corroborar sus resultados, Bromenshenk y colaboradores (2010) inocularon abejas
en su laboratorio con IIV y N. ceranae. La patogenicidad resultd ser mayor en las abejas con
infeccién mixta que en aquellas inoculadas con uno solo de los patdégenos. Podria ser que la
presencia o ausencia del IIV explicara por qué N. ceranae se relaciona solo en algunos casos
con pérdidas en colonias. AUn no se sabe si el efecto de la interaccién patogénica entre IIV y N.
ceranae podria darse con otros virus. Tampoco se ha determinado si dicho efecto es sinérgico o
aditivo, pero existen teorias que apuntan a que los danos producidos por N. ceranae en la
célula hospedadora, bien por la extrusién del tubo polar o por su replicacion en el interior de la
misma, permiten una mejor entrada del virus y disminuyen la capacidad del hospedador de
responder a la infeccién por éstos. En el caso del DWV (virus de las alas deformadas) se ha
descrito una relacién de antagonismo enfre éste y la carga de esporas de N. ceranae (Costa y
col., 2011).

En cuanto a los pesticidas, comUnmente se ha utilizado un amplio espectro para el
control de plagas de cereales, pero debido a su efecto téxico sobre otros organismos, incluido el
hombre, su uso se ha compatibilizado con otras estrategias basadas en el control bioldgico que

incluye su uso a dosis subletales junto a patdégenos microbianos, en la mayoria de los casos
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hongos. Los hongos entomopatogénicos utilizados junto a insecticidas quimicos, aumentan su
letalidad al actuar de manera sinérgica (IPM o Intengrated Pest Management). Las abejas estédn
expuestas a estos pesticidas a fravés del polen y el néctar que consumen y que se perfila como

una fuente de estas sustancias téxicas (Higes y col., 2010b).

Los neonicotinoides son una clase de pesticidas sistémicos relativamente nueva (Pettis y
col., 2012). El imidacloprida es uno de los mds efectivos y mds comUunmente utilizados para tratar
una amplia variedad de plagas de insectos en cereales. Se sospechd que éste insecticida
podria estar causando pérdidas de abejas en Francia, ya que se encontraron residuos del mismo
en un alto porcentaje de colmenas. Sin embargo, los niveles de exposicidn de las mismas eran
subletales, y no se observd ningun efecto sobre su mortalidad (Alaux y col., 2010). El hecho de
qgue también se relacionara a N. ceranae con dichas pérdidas podria indicar que existe una

interaccién sinérgica entre ambos agentes que estd causando la muerte de las abejas.

Para intentar demostrar esta interaccién, en 2010 Alaux y colaboradores estudiaron la
interaccién entre el imidacloprida y N. ceranae en abejas A. mellifera, tanto a nivel individual
como en la colonia. Observaron cémo la mortalidad de los grupos expuestos al imidacloprida
aumentaba a medida que aumentaba la concentracién de éste, y cdmo este aumento era
mucho mayor en aquellos grupos que, a la vez, estaban infectados con N. ceranae, mostrando
un efecto aditivo. En ofro experimento se estudiaron los efectos del thiacloprid (también
neonicofinoide) y el fipronil (un fenilpirazol), en dosis subletales (Vidau y col., 2011). Ambos
aumentaron la mortalidad de las abejas previomente infectadas con N. ceranae, produciendo
sintomas de envenenamiento mientras que no tuvieron efecto ninguno en la mortalidad o el
comportamiento de las abejas no infectadas. Por tanto, la toxicidad de los insecticidas
aumentaria en presencia de de N. ceranae por lo que la LDsp de éstos podria estar siendo

subestimada en abejas infectadas.

En el estudio de Alaux y colaboradores (2010), el consumo de sacarosa, fomado como
medida de estrés energético, presentd un patrén similar al de la mortalidad, dado que los
grupos infectados con N. ceranae (pardsito que altera el almacenamiento de nutrientes y el
comportamiento alimenticio en el hospedador), incrementaron su consumo de la misma, lo que
se relaciond ademds con exposiciones mayores de imidacloprida, posiblemente debido a la
mayor ingesta de alimentos contaminados con ésta, pasando de los niveles comUnmente
subletales a niveles letales. Estos resultados coincidieron con los obtenidos por Vidau y col. en
2011.

Cabe destacar un posible efecto inhibitorio del imidacloprida sobre la germinacion de
las esporas del microsporidio ya que el recuento de las mismas fue menor en los grupos
expuestos al pesticida (Alaux y col., 2010). En cuanto al fipronil y al triacloprid, estos presentaron
efectos antagdnicos en la produccién de esporas. Mientras que con el primero se observd una
reduccion de la misma (posiblemente debida al efecto del insecticida sobre el epitelio intestinal

de las abejas), con el segundo ésta aumentd (Vidau y col., 2011). Estos resultados tan dispares
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parecen sugerir que el uso de estos pesticidas no estd relacionado con una mayor virulencia por

parte de N. ceranae.

Con respecto a la imidacloprida, no se encontrd ningun efecto sobre la actividad
enzimdtica de la fenoloxidasa (implicada en la respuesta inmune de los insectos) ni en el
recuento de hemocitos (medida indirecta de la inmunocompetencia celular basal). Sin
embargo, en cuanto a la inmunidad en la colonia, se observd que en los grupos afectados por
los dos agentes (N. ceranae e imidacloprida), disminuia la actividad especifica de la glucosa
oxidasa, enzima que cataliza la p-D-glucosa produciendo entre otros perdxido de hidrégeno, de
propiedades antisépticas y utilizado por las abejas para la prevenciéon de enfermedades en la

colmena (Alaux y col., 2010).

Los anteriores estudios (Alaux y col., 2010; Vidau y col., 2011) frataban a las abejas de
manera puntual e individualmente. Una exposicion cronica a dosis subletales de pesticidas de
toda la colonia supondria un modelo cientificamente mds robusto, ya que permitiria extrapolar
dichas inferacciones a la realidad (Pettis y col., 2012). De hecho, al llevar a cabo este estudio se
observd un aumento significativo de la produccion de esporas de Nosema de manera individuall
en las abejas de las colonias tratadas, y sin embargo, al estudiar la colonia, no se observé dicho
incremento a lo largo del tiempo. Esto podria atribuirse a la farmacocinética del pesticida
denfro de la colonia (poco conocida hasta ahora) o a la gran variabilidad entre los recuentos
de esporas de Nosema entre colonias, poniendo de manifiesto las deficiencias de este método

para determinar las infecciones causadas por el pardsito (Pettis y col., 2012).

Por ofro lado, al estudiar los efectos potenciales de los pesticidas durante el desarrollo
de las larvas, se observd una mayor susceptibilidad a la infeccién por N. ceranae en las abejas
expuestas a elevados niveles de residuos de pesticidas durante su desarrollo, y ademds, un

desarrollo de dicha infeccién a edades mds tempranas (Wu y col., 2012).

Los cuatro estudios descritos muestran una cierta sinergia entre los pesticidas y Nosema.
A la vista de estos resultados, se podria inferir que, en las condiciones actuales, una prevalencia
en aumento de N. ceranae combinada con una exposicidn continua a téxicos podria contribuir

al despoblamiento de las colmenas (Vidau y col., 2011; Pettis y col., 2012; Wu y col., 2012).

Todos los ensayos explicados hasta ahora fueron desarrollados en condiciones de
laboratorio; por otra parte, también se han realizado estudios epidemiolégicos en condiciones
de campo utilizando colmenares espanoles (Bernal y col., 2010; Garrido-Baildn y col., 2010; Higes
y col., 2010b; Bernal y col., 2011). En el polen almacenado de las colmenas estudiadas se
detectaron los pesticidas fipronil e imidacloprida aungue en menor abundancia que ofros
insecticidas y acaricidas que se utilizan normalmente para el control de Varroa destructor
(fluvalinato y cholrfenvinphos). Hay que resaltar que la frecuencia de los mismos resulté muy baja
y no se demostré una relacion significativa entre la presencia de éstos y los sintfomas de
despoblamiento. A esto hay que anadir que el fipronil sdlo se utiliza en Espaia desde el aio 2004

para el tratamiento de semillas de girasol, y que esta utilizacion se restringe a unas zonas muy
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determinadas de la peninsula. Dado que los sinfomas de despoblamiento se han observado
también en otras zonas y con anterioridad a ese aino no parece que exista una relacién directa
con el problema de la pérdida de colonias. El uso de la imidacloprida a su vez estd autorizado

para tratar maiz, drboles frutales y otros cultivos vegetales (Higes y col., 2010b).

Podemos concluir que, aunque los virus o los pesticidas no sean los responsables directos
del despoblamiento de las colonias de abejas, si pueden contribuir al debilitamiento de las
mismas y hacerlas mds sensibles a cualquier otro factor, como por ejemplo la infeccidon por

patdégenos (Bernal y col., 2011).

1.2.7. INTERACCION PARASITO-HOSPEDADOR: RESPUESTA INMUNOLOGICA.

Los insectos poseen un robusto sistema inmune que les defiende del ataque de distintos
patdgenos bacterianos y microbianos. Este sistema inmune supone una segunda linea de
defensa contra agentes infecciosos después de las barreras fisicas que suponen su exoesqueleto

quitinizado y la membrana peritréfica que reviste su tracto digestivo (Antunez y col., 2009).

En el caso de los insectos, se han utilizado numerosos modelos de laboratorio para
estudiar la respuesta inmune inducida en ellos por los microsporidios en ellos: Drosophila
melanogaster, Aedes aegypti, Apis mellifera y miembros de las familias Orthoptera vy
Lepidoptera. Esto ha hecho que la diversidad de esas respuestas sea en algunos casos

contradictoria.

En general, la inmunidad innata de los insectos se divide en dos grandes categorias: la
celular y la humoral. La inmunidad celular supone procesos como la fagocitosis, la nodulacion y
la encapsulacion, en presencia de la enzima glucosa deshidrogenasa (GLD). A menudo, estos
procesos van acompanados de una melanizaciéon catalizada por la enzima (profenol-)
fenoloxidasa (PO). También es importante la lisozima (LYS) utilizada por los insectos contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. A su vez, la inmunidad humoral implica la sintesis de
baterias de péptidos antimicrobianos en respuesta a la infeccién por bacterias, hongos o

pardsitos (AntUnez y col., 2009).

Por ejemplo, se ha observado la induccién de la inmunidad celular en orugas
(Lepidoptera), en grillos y langostas (Orthoptera) y en Drosophila. Dependiendo del modelo
estudiado, esta respuesta puede producir un incremento del niUmero total de hemocitos,
fagocitosis, encapsulamiento de los tejidos infectados, nodulacién de pardsitos melanizados y/o

melanizacion asociada a una esporogonia anormal de los pardsitos.

Se sabe muy poco de la regulacién molecular de la inmunidad de los insectos frente a
los microsporidios. Existen estudios de transcriptomica y protedmica en distintos modelos de

insecto que describen algunos elementos (Texier y col., 2010). Sin embargo estas respuestas de
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defensa no previenen la progresidn de las infecciones, que pueden o bien ser crénicas o causar
la muerte del hospedador. Existen muchos datos que sostienen la teoria de que estos pardsitos
poseen mecanismos de supervivencia y pueden modular o incluso suprimir la inmunidad del

hospedador.

Ofro fipo de inmunidad que se puede enconfrar en los insectos sociales, vy
particularmente en las abejas, es la Inmunidad Social, que consiste en la colaboracién entre los
distintos individuos del grupo para prevenir la infeccion y el desarrollo de enfermedades. Al
analizar el genoma de las abejas se observd que estas poseen sélo un tercio de los genes
relacionados con la respuesta inmune conocidos en los insectos solitarios, lo que podria
explicarse por una inmunidad social menos costosa y mds efectiva que la individual. En el caso
de las abejas esta inmunidad incluye el comportamiento higiénico que consiste en la
capacidad de detectar y eliminar a la prole enferma de la colmena. Asi mismo, existe un
comportamiento llamado antiséptico llevado a cabo mediante la secrecion de sustancias

antisépticas en los alimentos de las larvas y en la miel (Alaux y col., 2010).

En general, e independientemente de cudl sea el hospedador, la resolucién de la
infeccién depende de la eficiencia de la inmunidad inducida por los microsporidios, que no
depende sdélo de las caracteristicas del propio hospedador sino también de la capacidad de

evasién e inmunomodulacién de los pardsitos.

Ademds de las respuestas de insectos asociadas a la inmunidad celular previamente
citadas, se ha descrito para las abejas (A. mellifera) una bateria de péptidos antibacterianos
involucrados en la respuesta humoral. Esta bateria incluye la apidaecina, la abaecina, la
hymenoptaecina y la defensina. Por ofro lado, también se ha descrito la vitelogenina (Vg), un
péptido especifico de las hembras de abeja que ayuda a integrar la organizacion social de la
colmena a través de la especializaciéon de las obreras y las pecoreadoras. La expresidon de este
péptido también se ha asociado a cierta resistencia al estrés oxidativo (Antinez y col., 2009;

Chaimanee y col., 2012).

AntUnez y colaboradores (2009) evaluaron los efectos de la infeccidn por N. apis y N.
ceranae en la respuesta inmune de las abejas de la miel mediante el estudio de la expresidon
génica de algunos de estos péptidos, asi como de algunas de las enzimas relacionadas con la
inmunidad. Observaron cémo N. apis activa rdpidamente (desde el cuarto dia post-infeccion)
los mecanismos de defensa del sistema inmune, mientras que la infeccidon por N. ceranae
parece suprimir dicha respuesta inmune reduciendo la franscripcién de los genes estudiados.
Una disminuciéon de la expresidn de vitelogenina después de la infeccion por N. ceranae podria
explicar la reduccién del periodo de vida observado en las abejas obreras infectadas por este
pardsito, dado el papel descrito para este péptido en la resistencia al estrés oxidativo y la
ralentizacion de la senescencia. En un experimento similar, también se observd una disminucién
en la expresidon de los genes que codifican para esos péptidos entre el tercer y sexto dias post-

infeccién con N. ceranae, aunque esta expresion no diferia con la de los controles doce dias
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después de las inoculaciones, y los niveles de vitelogenina tampoco diferian significativamente

entre los grupos (Chaimanee y col., 2012).

Un estudio de transcriptémica sobre la respuesta inmune a nivel intestinal de abejas
infectadas con N. ceranae no detecta la activacién de genes propios del sistema inmune
innato, lo que podria indicar cierta supresidn de dicho sistema por parte del pardsito. Por el
confrario, el mismo estudio indica una activacion de los genes relacionados con el estrés
oxidativo y la degeneracién de tejidos. Este tipo de respuesta inmune inmediata del intestino a
fravés de la produccién de especies de oxigeno reactivas (ROS) ya se ha descrito en mamiferos

expuestos a infecciones bacterianas (Dussaubat y col., 2012).

Estos estudios confirman el impacto negativo de N. ceranae descrito previamente en las
colmenas de abejas (Higes y col., 2007; Paxton y col., 2007; Higes y col., 2008a; Higes y col.,
2009c; Dussaubat y col., 2012), siendo este pardsito mds prevalente y de mayor virulencia que N.
apis. A la vista de estos resultados, dicha virulencia no se deberia exclusivamente al impacto
directo del pardsito sobre las células del epitelio gastrointestinal, sino también a una cierta
supresion del sistema inmune que puede favorecer no solo accidn parasitaria sino la

reactivacion de otfros patdégenos latentes.

En un estudio distinto se observd el efecto contrario, aumentando la expresion del gen
de la vitelogenina en correlacién positiva con la carga de esporas de N. ceranae (Dainat y col.,
2012a). Sin embargo, al estudiar en otfro trabajo la regulacién de este gen a lo largo de un aio
(Dainat y col., 2012b), los autores observaron como la expresidn de vitelogenina se mantenia
estable desde la primavera al otofio y aumentaba en invierno sélo en aquellas colmenas que
sobrevivieron al mismo, aungque no mencionan si dichas colmenas estaban o no infectadas con

N. ceranae.

1.2.8. METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION DE MICROSPORIDIOS.

Dado que los microsporidios producen esporas como forma de resistencia y de
diseminacién, existe un gran nimero de métodos para el diagndstico de las microsporidiosis que
permiten la recuperacion de dichas esporas asi como su identificacion, y que en general se

utilizan de forma combinada.

Las esporas de microsporidio pueden visualizarse con el microscopio dptico, pero su
pegueno tamanio hace necesario el uso de tfinciones especificas que permitan la observacion
de ciertas caracteristicas como su morfologia, la presencia de una vacuola refringente o del

cinturén (tubo polar tedido).

A partir de las caracteristicas morfotintoriales de las esporas, no siempre es posible

realizar una identificacion especifica, sobre todo en el caso de especies emparentadas. Por esa
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razén, en algunas ocasiones se requiere un estudio de las caracteristicas ultraestructurales de las
mismas a fravés de la técnica de microscopia electrénica de transmisién (MET), que permite la
observacién de, entre otros, el tubo polar. Se trata de una estructura Unica y caracteristica de
los microsporidios (identificacién de Phylum) que ademds permite la identificacion de especie

en funcion del nUmero de vueltas en las que estd enrollado dentro de la espora (Garcia, 2002).

Muchas veces las diferencias entre especies aparecen sélo en algunas fases del ciclo,
por lo que pueden no estar presentes en la muestra estudiada. Debido a esto, los laboratorios
especializados han desarrollado técnicas que, ademds de aumentar la sensibilidad vy
especificidad, requieren menos tiempo como las técnicas inmunoldgicas vy las de biologia
molecular (Ghosh y Weiss, 2009).

El cultivo celular ha contribuido al aislamiento vy la identificacion de microsporidios, pero
no se utiliza como método de rutina, ya que resulta poco prdctico por ser laborioso y muy
susceptible a las contaminaciones, ademds de requerir una importante inversién en tiempo,

infraestructuras y personal cualificado (Webery col., 1999; Ghosh y Weiss, 2009).

El tipo de muestras clinicas que se procese para el diagndstico de las miscrosporidiosis
dependerd de la especie de pardsito. Generalmente se procesan muestras de heces o aspirado
duodenal. En los casos en los que la infeccién se haya diseminado, se recomienda también
analizar la orina, asi como otros fluidos corporales (esputos, bilis, lavado broncoalveolar,
secrecién nasal o liquido cefalorraquideo) o muestras ftitulares de tipo intestinal, muscular,

hepdtico, extensiones del tejido conjuntivo, raspado corneal, etc. (Weber y col., 1994; Garcia,
2002).

1.2.8.1. Microscopia 6ptica.

La microscopia dptica permite el diagndstico de los microsporidios de manera rdpida y
sensible. No obstante, aunque las caracteristicas morfotintoriales pueden orientar el diagndstico
de las especies involucradas, debido al pequeno tamano que presentan las esporas de estos
organismos éstos no se pueden identificar a nivel de género ni especie por este método.
Ademds también se requiere de personal experimentado para una correcta interpretacién.
Estos métodos no permiten identificar fdciimente el tubo polar. En éste caso el diagndstico
depende mds bien de la deteccion de la pared de la espora que es birrefringente y que

presenta ciertas caracteristicas tintoriales (Ghosh y Weiss, 2009).

La tincidn histoldgica de rutina, Hematoxilina-Eosina, realizada sobre secciones de tejido
fijadas en formalina o parafinadas, no tine de modo predecible las esporas de microsporidios, las
cuales se observan en ocasiones cémo cuerpos dorados refringentes. Por esta razédn sélo
patdlogos muy experimentados son capaces de identificar microsporidios de manera

concluyente utilizando esta técnica (Garcia, 2002).
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Para el diagndstico de microsporidios también se puede utilizar la tincién de Giemsa,
con la que las esporas aparecen tefidas de azul claro. Sin embargo, esta tincidon sdlo se
recomienda para muestras de fluidos corporales o biopsias intestinales en las que la
identificacién de las esporas es mds fdacil debido a que se presentan mds limpias que por
ejemplo las muestras fecales, con artefactos que pueden dificultar dicha identificaciéon (Garcia,
2002).

Para el diagndstico de las microsporidiosis en muestras fecales el Tricromico Modificado
(Weber y col., 1992) constituye una buena opcidn. Debido al escaso poder de penetracion de
los colorantes a través de la pared de la espora, esta tincion contiene una mayor concentracién
del reactivo cromotropo que el Tricrémico convencional, y ademds el tiempo de tincidon es
mayor. Esta tincién permite observar la pared de la espora tefida de un rosa caracteristico
mientras que el interior se mantiene incoloro por la presencia de la vacuola parasitaria
refringente o en algunos casos, con una mancha horizontal o diagonal que se corresponde con
el tubo polar (Figura 1.5.). Estas caracteristicas, junto con la morfologia y el tamano de las
esporas, permiten distinguirlas de otros organismos como bacterias y levaduras, asi como de los
artefactos que también pueden aparecer tefidos de rosa. De todos modos, es recomendable

la utilizacidon de un conftrol positivo para validar los resultados.

Actualmente existen varias técnicas de tincién disponibles para el diagndéstico de las
microsporidiosis, que utilizan distintos colorantes de contraste como el Fast Green (Weber y col.,
1992) o el Azul de Anilina en la tincién Trichrome-blue (Ryan y col., 1993). Ademds, se han
propuesto modificaciones en la temperatura y en el tiempo de tincién que mejorarian la
deteccién de las esporas tinéndolas mds intensamente y reduciendo el ruido de fondo (Didier y
col., 1995; Weiss y Vossbrinck, 1999) asi como su uso en combinacion con la tincién de Gram o la
de plata de Warthin-Starry (Ghosh y Weiss, 2009).

Las tinciones de Gram se ufilizan frecuentemente para detectar microsporidios (que
presentan una pared Gram-positiva) en muestras fecales y de tejidos, ya que dan resultados
fiables con esporas de todas las especies de éstos pardsitos. Con la tincion de Gram se resalta la
birrefringencia que presentan las esporas presentes en secciones de tejidos parafinados, la cual
se debe a la presencia de quitina en la endospora y permite diferenciarlas de lisosomas,
granulos neuroendocrinos o gotas de mucina. Ademds, con las tinciones de Gram las esporas
maduras se finen de violeta a purpura y se pueden distinguir de las inmaduras, que adquieren un
color rojo. En algunos casos, ademds de la pared de la espora, permiten la observacion de la

banda horizontal o cinturén que se corresponde con el tubo polar (Garcia, 2002).

Por otra parte se ha desarrollado la tincidén del Gram-Cromotropo (Moura y col., 1997)
que reduce el tiempo tincién con este colorante a sélo 5 minutos. Con ella, las esporas de
microsporidios aparecen de color violeta intenso con grdnulos Gram-positivos, 1o que permite
una observacién mdas facil (Figura 1.6.). Asi mismo, otros autores han descrito la tincién tricrémica
Acid-fast, que tife simultdneamente esporas de microsporidios y ooquistes de Cryptosporidium
sp. (Ignatius y col., 1997).
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Al

Figura 1.5. Muestra fecal con esporas de Encephalitozoon intestinalis
tefidas con Tricromico Modificado. Cedida por el Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad San Pablo-

CEU.

Figura 1.6. Muestra fecal con esporas de Encephalitozoon intestinalis
tefida con Gram-Cromotropo. Cedida por el Laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Farmacia de la Universidad San Pablo-CEU.

Existe un amplio nUmero de agentes quimioluminiscentes (Calcofluor Whitw, Univitex 2B,
Fungifluor) que pueden utilizarse para la deteccion de esporas de microsporidios, aungue su uso
requiere el empleo de un microscopio de fluorescencia. Estos agentes presentan afinidad por la
quitina de la pared de la espora que, dependiendo del agente o de la longitud de onda
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utilizados, emite una fluorescencia caracteristica. Utilizando CalcoflUor las esporas aparecen
como halos azul pdlido o furquesa cuando se observan a una longitud de onda de 455 nm
(Figura 1.7.). Este tipo de tincidn puede utilizarse para detectar e identificar las esporas de
microsporidios con una gran sensibilidad en diversos tipos de muestras, aunque no es
recomendable para las fecales, ya que al no ser especifica, algunos hongos y otfros artefactos

que puedan estar presentes en las heces también pueden emitir fluorescencia.

Figura 1.7. Muestra con esporas de Encephalitozoon intestinalis tefida
con Calcofltor. Cedida por el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Farmacia de la Universidad San Pablo-CEU.

Muchos laboratorios utilizan a la vez las tinciones de Tricromico Modificado y de
Calcofldor. La sensibiidad de ambas técnicas es relativamente buena, y al ufilizarlas
conjuntamente, cuando la carga parasitaria es baja, las esporas que pueden pasar inadvertidas
en una tincion de Tricrobmico Modificado pueden observarse al tefirlas con agentes

quimioluminiscentes (Didier y col., 1995; Ignatius y col., 1997; Garcia, 2002).

Las esporas de microsporidios tfambién pueden observarse utilizando la tincién Periodic
acid-Schiff (PAS), ya que poseen una pequena estructura posterior PAS-positiva. Asi mismo, la
pared de la espora puede tenirse con tinciones de plata, pero en este caso la estructura interna
(el tubo polar) no se observa tan facilmente, haciendo que las esporas parezcan de mayor
tamano del que realmente son. Asi mismo, también se han utilizado el Azul de Toluidina o el Azul
de Metileno para tenir secciones ultrafinas, y se han obtenido resultados satisfactorios (Garcia,
2002).
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1.2.8.2. Microscopia electrénica.

La observacién de tejidos mediante microscopia electrénica de fransmision (MET) se
considera una de las mejores opciones para el diagndstico de microsporidios, ya que permite
ver los distintos estados de desarrollo necesarios para la identificacion de la especie (Didier y
col., 1995; Garcia, 2002; Ghosh y Weiss, 2009). Sin embargo, en las muestras de fluidos corporales
o heces sélo pueden verse las esporas y, ademds, con éstas Ultimas la sensibilidad disminuye
debido a la presencia de bacterias y artefactos (Weber y col., 1994; Garcia, 2002). A pesar de
que se considera el “patrén de oro” para el diagndstico y la identificacién, en casos en los que
existan especies morfoldgicamente idénticas como E. hellem vy E. cuniculi, se requieren también
pruebas inmunoldgicas o moleculares para la identificacion de especie (Didier y col., 1995;
Garcia, 2002). No es una técnica asequible para muchos laboratorios debido a su elevado coste
y a la necesidad de analistas experimentados en el diagnédstico, a lo que hay que anadir la
inversion en tiempo para la preparacion de la muestra y la necesidad de una alta carga
parasitaria (Curry, 2003). La sensibilidad de esta técnica también se ve disminuida debido a la
peguena cantidad de tejido que se estudia cada vez y a la falta de amplificacion de la sefial, lo
que si se consigue con otras técnicas como las inmunoldgicas o las moleculares (Ghosh y Weiss,
2009).

De todos modos, la MET sigue siendo considerada la mejor herramienta para la
clasificaciéon de los microsporidios, ya que la identificacion de sus géneros se basa en
caracteristicas ultraestructurales como el niUmero de vueltas del tubo polar, los estados
proliferativos de desarrollo y el tipo de division celular. Actualmente, esta técnica se utiliza en

estudios taxondmicos y para la descripcidn de nuevas especies (Cali y Takvorian, 1999).

1.2.8.3. Técnicas inmunolégicas.

En los Ultimos afos también se han desarrollado métodos inmunoldgicos para la
identificacion de microsporidios, basados tanto en la deteccidén de antigenos como en la

deteccién de anticuerpos en suero.

Las técnicas utilizadas para la deteccidn de antigenos suelen ser la inmunofluorescencia
(IF). el enzimainmunoensayo (ELISA) o el inmunoblot (Western blot, Dot Blot, efc...). La IF puede
ufilizarse in situ sobre muestras fijadas pero requiere el uso de un microscopio de fluorescencia.
En cambio, con el inmunoblot o el ELISA se examina un exfracto antigénico de la muestra
(Ghosh y Weiss, 2009).

En todas estas técnicas se utilizan anticuerpos poli y/o monoclonales de origen animal,
los cuales reconocen antigenos especificos del género o de la especie de los patdgenos,

permitiendo distinguir organismos de similar morfologia pero de distinta especie.
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Los anticuerpos policlonales pueden reconocer varios epitopos de una estructura vy, al
aislarse del suero de un animal inmunizado, normalmente estdn presentes otros anticuerpos no
especificos que pueden aumentar el ruido de fondo. Este hecho hace que deban utilizarse con
cautela para el diagndstico de rutina. Hay que destacar que a pesar de que se han observado
reacciones cruzadas de los sueros policlonales con bacterias y hongos, éstos pueden distinguirse
facilmente de las esporas de microsporidios debido a sus caracteristicas morfoldgicas y a su
tamano (Niederkorn y col., 1980; Weiss y col., 1992; Zierdt y col., 1993; Aldras y col., 1994;
Visvesvara y col., 1994; Didier y col., 1995; Ombrouck y col., 1995; Visvesvara y col., 1995). Se ha
descrito que la inmunofluorescencia indirecta (IFl), utilizando sueros policlonales, presenta menor
sensibilidad que otras técnicas como la fincién del Cromotropo o con agentes
quimiofluorescentes en muestras de heces, orina vy fluido duodenal (Didier y col., 1995). Podria
considerarse por tanto una buena técnica para la diferenciacidon de la especie una vez se ha

diagnosticado la microsporidiosis mediante las técnicas de tincidn citadas anteriormente.

En el desarrollo de anticuerpos policlonales frente a microsporidios, el mayor esfuerzo se
ha readlizado sobre aquellas especies capaces de producir patologia en el hombre, y se han
obtenido sueros inmunes frente a Nosema corneum (Aldras y col., 1994) y principalmente frente
a Encephalitozoon hellem (Schwartz y col., 1992; Weber y col., 1993; Aldras y col., 1994); E.
cuniculi (De Groote y col., 1995; Delbac y col., 1998; Sobottka y col., 2001); E. intestinallis
(Visvesvara y col., 1994; Visvesvara y col., 1995; Sodré y col., 1997; Bornay-Lliinares y col., 1998;
Mouray col., 1999; Sobottka y col., 2001) y Enterocitozoon bieneusi (Didier y col., 1991; Visvesvara
y col., 1991; Kucerova y col., 2004; Sheoran y col., 2005a). También se han obtenido anticuerpos

policlonales frente a Glugea atherinae (Delbac y col., 1998), un microsporidio pardsito de peces.

Con respecto a los antficuerpos monoclonales también se han desarrollado (Tabla 1.1.)
tanto anticuerpos genéricos anti Phylum Microsporidia (Lujan y col., 1998) como anti género
Encephalitozoon (Enriquez y col., 1997) asi como para la deteccidn especifica de E. hellem
(Aldras y col., 1994; Croppo y col., 1994; Visvesvara y col., 1994; Enriquez y col., 1997; Croppo y
col., 1998; Enriquez y col., 1998; Lujan y col., 1998; Mo y Drancourt, 2002); E. cuniculi (Aldras y col.,
1994; Keohane y col., 1994; De Groote y col., 1995; Croppo y col., 1997; Delbac y col., 1998;
Enriquez y col., 1998; Bohne y col., 2000; Franzen y col., 2004; Mo y Drancourt, 2004; Sak y col,,
2006; Furuya y col., 2008a); E. intestinalis (Visvesvara y col., 1995; Beckers y col., 1996; Bornay-
Llinares y col., 1998; del Aguila y col., 1998; Enriquez y col., 1998; Lujan y col., 1998; Achbarou y
col., 1999; Prigneau y col., 2000; Hayman y col., 2001; Thellier y col., 2001; Bouladoux y col., 2003;
Reetfz y col., 2009); E. bieneusi (Weiss y col., 1992; Zierdt y col., 1993; Accoceberry y col., 1999;
Achbarou y col., 1999; Sorel y col., 2003; Sheoran y col., 2005a; Sheoran y col., 2005b; Zhang y
col., 2005; Reetz y col., 2009), y también frente a otros microsporidios pardsitos de peces, como
Glugea americanus (Keohane y col., 1994; Keohane y col., 1996) y Glugea atherinae (Pomport-
Castillon y col., 1997) o de insectos como Nosema locustae (Knoblett y Youssef, 1996; Keohane y
col., 2001) o N. bombycis (Shamimy col., 1997; Liy col., 2007; Zhang y col., 2007; Li y col., 2009).
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Tabla 1.1. Anticuerpos monoclonales muridos obtenidos para la deteccidon de microsporidios. Obtenido y ampliado de Izquierdo, 2007.

Reconocimiento

Reconocimiento

Especie Referencia Anticuerpo Isotipo celular antigénico (kDa) Aplicacion en el estudio
Enterocytozoon Achbarou y col., 1999 M23Bg2H2 IgM Exoespora ND IFI
bieneusi M46Es2Ds [e]€] Exoespora ND IFl
Accoceberry y col., 1999, 2001 6E52D9 19G2a Exoespora ND IFl, columna de
3B82H2 IgM  Exoespora/Endoespora ND inmunoafinidad
Sheorany col., 2005b 1D4,3E9,2B2,2G4 IgM Exoespora Ausencia de reactividad! IFl, Western blot
2E9,4B2,4C9,4C3 IgM Exoespora Ausencia de reactividad! IFI, Western blot
Zhang y col., 2005 6B6, 8D10, 7G2 19G2q Exoesp. (AcMc 7G2) 40 (AcMc 7G2) IFI, Western blot
7H2, 1B7 19G2q Exoespora 40 (AcMc 7H2) IFI, Western blot
9GS5, 12G8 [e]€71 Exoesp. (AcMc 12G8) 40 (AcMc 12G8) IFI, Western blot
8E2 IgGs Exoespora ND IFI
8E7,1C3,7H3,9A3,9A7 IgM Exoespora ND IFI
9H8.8A11,11A3,11B4 IgM Exoespora ND IFI
5F2,6A7,4F9,1G8,6G7 IgM Exoespora ND IFI
5H10 IgM Exoespora ND IFI
6B10, 3D10, 4A4 IgM Endoespora ND IFI
Encephalitozoon Beckers y col., 1996 Si13 19Gs Exoespora 130 IFI, Western blot
intestinalis Si?1 IgGi Tubo polar 60, 120 IFl, Western blot
Enriquez y col., 1997b, 1998 3Bé6 19G2n Exoespora 53,102, 117 IFl, Western blot
Lujdny col., 1998 4A12 IgM Tubo polar 55 IFl, Western blot, Dot blot
6F4 19Gs Exoespora 40, 50, 60 IFI, Western blot, Dot blot
19F10, 11B2, 1E4 19G2a Exoespora 40, 50, 60 IFI, Western blot, Dot blot
13G8 IgM Exoespora Ausencia de reactividad! IFl, Western blot, Dot blot
4D1,19C12 19Gs Exoespora Ausencia de reactividad!  IFl, Western blot, Dot blot
14C6 IgGs Exoespora 40, 50, 60 IFl, Western blot, Dot blot
15C7 IgM Exoespora 23 IFl, Western blot, Dot blot
4H7, 7D8 19Gs Exoespora Ausencia de reactividad! IFl, Western blot, Dot blot
1D9 19G2a Exoespora 55 IFl, Western blot, Dot blot
7G7 19Gs Exoespora 23 IFI, Western blot, Dot blot
21B10, 2D5 19Gs Exoespora Ausencia de reactividad! IFl, Western blot, Dot blot
3A6 fe[€ Exoespora 40, 50, 60 IFl, Western blot, Dot blot
Achbarou y col., 1999 M16C12Ch IgG Exoespora 125 IFl, Western blot
M33Dy, M33DsF7 ND Exoespora 125 IFl, Western blot
M32E; ND Endospora 18-110 IFl, Western blot
Prigneau y col., 2000 M33Ds 1gG Exoespora 125 IFl, Western blot
Ma2E3 1gG Endoespora 18-50, 55-60 IFl, Western blot
M33Cs fe[€ Exoespora 18-50, 55-60 IFl, Western blot
M33Ds IgG ND 20, 24, 60 IFl, Western blot
M34D7, M34Ds [e]€] Endoespora 22, 48, 50, 55-60 IFI, Western blot
Ma3Fi0 [e]€] ND 60 IFl, Western blot
M3z3Bs, M33Hes, Ma4Fe I9G Tubo polar 60 IFl, Western blot

ND: no descrito en el estudio. 1: mediante Western blot.
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Tabla 1.1. (Continuacién). Anficuerpos monoclonales muridos obtenidos para la deteccidn de microsporidios

. Obtenido y ampliado de Izquierdo, 2007.

Reconocimiento

Reconocimiento

Especie Referencia Anticuerpo Isotipo celular anﬁgénico (kDa) Aplicacion en el estudio
Thellier y col., 2001 5H2-2B12 19Gs Exoespora 31-45 IFI, Western blot
Hayman y col., 2001 11B2 IgG Exoespora 50 IFl, Western blot
7G7 IgG Exoespora 150 IFl, Western blot
Bouladoux y col., 2003 M1.6C1.2Cn IgG Exoespora 125 ELISA, IFI
Encephalitozoon Enriquez y col., 1997b, 1998 3Bé 19G2 Exoespora 34, 40, 46, 53, 63, 102, 117 IFl, Western blot
cuniculi Delbac y col., 1998 EC 102 IgM Tubo polar 28, 35, 55 IFl, Western blot
Bohne y col., 2000 1TA1 1gG1 Exospora 51 IFl, Western blot
Saky col., 2004 P2/B12 IgG2 Exoespora 98 IFI, ELISA
P5/H1 IgG2 Exoespora 50, 98 IFI, ELISA
P9/AS IgGi Endoespora 58, 98 ELISA
P9/C10 19G2 Exoespora 50, 98 IFI, ELISA
Moy col., 2004 EC8CI12 [e[€) Exoespora 56 IFl, Western blot
EC14E10 19G2q Exoespora 56 IFI, Western blot
EC14D10 19Gs Exoespora 56 IFI, Western blot
EC11C5 19Gs Exoespora 45 IFl, Western blot
EC10G4 1gGs Exoespora 43 IFl, Western blot
EC7DS5 19Gs Exoespora 4] IFl, Western blot
EC10E7 19Gs Exoespora 121 IFl, Western blot
Furuya y col., 2008 MADb1 IgE Tubo polar 52 ELISA, Western blot
MAb2 IgE Tubo polar 52 ELISA, Western blot
MAb4 IgE Tubo polar 52 ELISA, Western blot
Encephalitozoon Aldras y col., 1994 C12,E9, El1 IgM Exoespora/Tubo polar 52, 53, 55, 60, 62 IFI, ELISA, Western blot
hellem Visvesvara y col., 1994 ED4H10B11/B12 IgGs Exoespora 18, 28.5, 30, 36, 40, 109 IFl, Western blot
Enriquez y col., 1997b, 1998 3B6 19G2n Exoespora 53, 63,102,117 IFl, Western blot
Lujgny col., 1998 15C8 IgM Exoespora 40, 50, 60 IFl, Western blot, Dot blot
2B7 19Gs Exoespora 40, 50, 60 IFI, Western blot, Dot blot
17F3 IgM Exoespora Ausencia de reactividad!  IFl, Western blot, Dot blot
10D3 IgM Tubo polar 55 IFI, Western blot, Dot blot
Croppo y col., 1998 ED4H6B3/A4 1gG Exoespora 16, 25, 28, 40, 48, 90, 120 IFl, Western blot
ED4H6B1/G4 IgGs Exoespora 16, 25, 28, 40, 48, 90, 120 IFl, Western blot
ED4H10B11/B12 IgGs Exoespora 16, 25, 28, 40, 48, 90, 120 IFl, Western blot
ED4H10H5/C12 IgGs Exoespora 16, 25, 28, 40, 48, 90, 120 IFl, Western blot
DA4E9D8/B3 19Gs Exoespora 15,18, 20, 75,120 IFI, Western blot
DA4BB6E3/G6 IgG Exoespora 16, 25, 28, 40, 48, 90, 120 IFl, Western blot

ND: no descrito en el estudio. 1: mediante Western blot.
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Tabla 1.1. (Continuacién). Anficuerpos monoclonales muridos obtenidos para la deteccidn de microsporidios. Obtenido y ampliado de lzquierdo, 2007.

Reconocimiento

Reconocimiento

Especie Referencia Anticuerpo Isotipo celular antigénico (kDa) Aplicacion en el estudio
Moy col., 2002 HB6F10, HB56B12 19Gs Exoespora 60 IFl, Western blot
HB84H4, HB120F8 1gGs Exoespora 60 IFl, Western blot
HB10H5, HB20D6 19G2a Exoespora 68 IFl, Western blot
HB27D11, HB29F4 19G2a Exoespora 68 IFI, Western blot
HB37G9, HB39H1 19Ga2a Exoespora 68 IFl, Western blot
HB11C3, HB21E1 19Gs Exoespora 68 IFI, Western blot
HB46E5, HB58D? 19Gs Exoespora 68 IFI, Western blot
HB85HS, HB94F6 [e[€) Exoespora 68 IFI, Western blot
HB110HS, HB111D1 [e[€] Exoespora 68 IFI, Western blot
HB11F3, HB82G2 1gGs Exoespora 13 IFl, Western blot
HB13H6 IgGs Exoespora 39 IFl, Western blot
HB23C10, HB97D12 19G Exoespora 68 IFI, Western blot
HB96G2 IgM Exoespora 60 IFI, Western blot
Nosema bombycis Shamimy col., 1997 MA-310 IgM Exoespora ND ELISA
MA-542 IgM Exoespora ND ELISA
MA-503 IgM Exoespora ND ELISA, Aglutinacién
MA-515 IgM Exoespora ND ELISA, Aglutinacién
Liy col., 2007 2B10 ND Exoespora 50
2G10 ND Exoespora 76,54, 26 IFl, Western blot
Zhang y col., 2007 1A6, 3C4 19Gs ND
3B1, 3C1, 3C3, 3F1 19G2 ND ND
3C2 19G2 ND ND
Exospora 84 ND
Western blot
Nosema locustae Knobletty col., 1996 D10-9-11 ND Exoespora ND IFl, ELISA
D55-12 ND Tubo polar ND IFI, ELISA
Keohane y col., 2001 3B1.23 IgM Endoespora/tubo polar 40 Western blot
19F9.24 IgGs Endoespora/tubo polar 12-18 Western blot
Glugea atherinae Pomport-Castillon y col., 1997 12H5, 12F9, 8B2 IgM Exoespora ND IFl, Dot blot
14A8, 10C6, 15C6 IgM Exoespora ND IFl, Dot blot
11E12 IgM Exoespora ND IFl, Dot blot
Glugea americanus Keohane y col., 1994, 1996 7E6.29.29 19Gs ND 23, 42 Western blot
2B12.8.7 19G ND 27 Western blot
8C10.4.32 IgGs ND 34 Western blot
3C8.23.1 IgGs Tubo polar 43 Western blot
6H3.20.1 IgM ND Bandas de EPMa Western blot
2B8.6.24 19Gs ND Banda de EPMe@ Western blot
2G2.5.1 19Gs ND Banda de EPMe@ Western blot
2G6.16.1 19Gap ND 12,42, 80 Western blot

ND: no descrito en el estudio. a: elevado peso molecular.
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La mayoria de estos anticuerpos detectan de manera especifica antigenos de la
exospora o del tubo polar, y algunos de ellos reconocen estados de desarrollo intracelular del
pardsito, lo que les otorga cierta ventaja sobre los métodos histoquimicos, que sélo tinen la

pared de la espora y los esporoblastos (Izquierdo, 2007).

En referencia a la especificidad de estos anticuerpos monoclonales, el hecho de que
dentfro de un mismo género, se hayan presentado reacciones cruzadas entre varias especies,
como por ejemplo Encephalitozoon, y con especies de género distinto, por ejemplo E. bieneusi,
puede estar indicando la existencia de antigenos comunes entre géneros y especies (Gool y
col., 1997; Ghosh y Weiss, 2009). No obstante, estos problemas se pueden obviar en la mayoria
de los casos utilizando los anticuerpos a una dilucién adecuada (Weiss y col., 1992; Aldras y col.,
1994; Mo y Drancourt, 2004). En general, los métodos de IF presentan una sensibilidad menor que
las técnicas moleculares como la PCR, aunque en el caso de los anticuerpos monoclonales,
tfanto la sensibilidad como la especificidad dependen de las propiedades del anticuerpo y del
cuidado con que se desarrolle la técnica en sus distintos pasos (Croppo y col., 1994; Croppo y
col., 1997; Ghosh y Weiss, 2009).

Por tanto, los métodos de deteccidn con anticuerpos poli o monoclonales, pueden
considerarse como técnicas complementarias a las tinciones convencionales, y una alternativa
a la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en los casos en los que la presencia de
inhibidores pudiera impedir la amplificacion en esta técnica, problema que se presenta a
menudo al utilizar muestras fecales (Croppo y col., 1994; Croppo y col., 1997; Ghosh y Weiss,
2009). No obstante, sélo dos de los anticuerpos monoclonales nombrados estdn disponibles
comercialmente: el 6E52D9 y el 3B82H2, obtenidos por Acoceberry y col. (1999) y que se han
incluido en un kit para la deteccién de E. bieneusi y E. intestinalis en muestras fecales (Bordier
Affinity Products Cat. n° #8100 ).

En los estudios encaminados a la deteccidn de anticuerpos en suero, se han utilizado
gran variedad de pruebas seroldgicas para la deteccidén de anticuerpos con isotipos G y M anti-
microsporidios (principalmente E. cuniculi). Estas pruebas incluirian las técnicas de IFI, ELISA,
Western Blot y otros métodos basados en la aglutinacion (Shadduck, 1989; Shadduck y Greeley,
1989; Bouladoux y col., 2003; Jordan y col., 2006; Omura y col., 2007; Abou El Naga y col., 2008;
Furuya y col., 2008b). Aungue pueden ser Utiles para el diagndstico de infecciones subclinicas,
estos métodos no son recomendables para fines diagndsticos, dada su incapacidad para
distinguir las infecciones agudas de las pasadas y las posibles reacciones cruzadas entre géneros
y especies. Es mds, se ha descrito que la presencia de anticuerpos anti-microsporidios en los
sueros de pacientes inmunocomprometidos es muy variable, y que existe una alta prevalencia
de estos anticuerpos en poblaciones aparentemente sanas e inmunocompetentes (Ghosh vy
Weiss, 2009).
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1.2.8.4. Técnicas moleculares.

Las técnicas moleculares son de gran utilidad en el estudio experimental con modelos
animales, asi cdmo en estudios epidemioldgicos de microsporidios. Gracias al disefio de
cebadores para la identificacion de los microsporidios que afectan tanto al hombre como a
ofros hospedadores animales, se ha podido reducir la necesidad de un examen uliraestructural,
a través de técnicas como la MET o la histologia que en muchos casos requieren métodos
invasivos para su realizacion. Ademds, este tipo de técnicas ademds, se han utilizado para la
identificacién de nuevas especies o genotipos desconocidos, asi como en el estudio de las

relaciones filogenéticas y la taxonomia de este grupo (Ghosh y Weiss, 2009).

Los primeros métodos basados en la deteccidn de dcidos nucleicos que se utilizaron
para diagndéstico empleaban sondas marcadas que hibridaban especificamente con el ADN
del organismo en estudio y emitian una seial detectable (fluorescencia, por ejemplo). Estas
técnicas aun se utilizan pero se han ido sustituyendo por métodos que amplifican la secuencia
diana, lo que supone un considerable aumento de la sensibilidad, ademds de facilitar andilisis
posteriores del producto amplificado, como por ejemplo, su secuenciacion (Ghosh y Weiss,
2009). De estas técnicas moleculares, la mds cominmente utilizada es la reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR).

Para la extraccién del ADN de muestras de cultivos o de tejidos, raspados corneales,
aspirados duodenales y orinas, se utilizan métodos comerciales u ofros convencionales
(Velasquez y col., 1996) como es la digestion con proteinasa K seguida de extraccién en fenol-
cloroformo y una precipitaciéon con etanol. También se puede aislar ADN de tejidos incluidos en
parafina, o incluso de muestras previamente tefidas con Tricromico o Giemsa (Ghosh y Weiss,

2009).

En el caso de las esporas, se deben utilizar condiciones de extraccion de ADN mds
agresivas, que permitan romper la pared de las mismas. En general, se ufiliza una ruptura
mecdnica con bolas de vidrio combinada con la digestién rutinaria con proteinasa K (del Aguila
y col., 1997a; del Aguila y col., 1997b; del Aguila y col., 1997c). Se han descrito métodos que
utilizan hipoclorito sédico, quitinasa, liticasa, tiocianato de guanidina, formalina al 10% o

hidréxido de potasio, ditiotreitol, bromuro de hexadeciltrimetilamonio, o el hervido de la muestra.

En el caso de las muestras de heces, ademds de los métodos anteriormente descritos, se
recomienda un tratamiento de Ila muestra con KOH, Tiocianato de Guanidina o
Polivinilpirrolidona (PVP), o bien la dilucion las muestras para eliminar los inhibidores de la enzima
polimerasa que puedan estar presentes (Velasquez y col., 1996; Ombrouck y col., 1997; Ghosh y
Weiss, 2009).

El conocimiento de las secuencias génicas de los microsporidios en fundamental para el
diagndstico basado en técnicas moleculares como la PCR. Dado que son pardsitos emergentes,

los Unicos genomas de microsporidio que se han secuenciado hasta la fecha son los de E.
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cuniculi (Katinka y col., 2001) y E. intestinalis (Corradi y col., 2010). En el resto de los casos la
mayoria de las secuencias que se han descrito pertenecen a genes que codifican ARNr. Debido
a una mayor disponibilidad de estas secuencias en las bases de datos, asi como a la presencia
de regiones variables conservadas en las mismas, son los marcadores moleculares de la mayoria
de los métodos de PCR para el diagnéstico y la diferenciacién de especies de microsporidios. En
Ghosh y Weiss, 2009, se puede encontrar una revision de los cebadores que se han disefado,

algunos especificos de género y otros de especie.

Aunque en la mayoria de los casos se utiliza la electroforesis en gel de agarosa para la
separacion de los productos de amplificacion segin su tamano, y su posterior visualizacién
directa mediante bromuro de etidio iluminado con luz UV, algunos aufores han desarrollado
cebadores genéricos que permiten un tratamiento posterior con enzimas de restriccién o
hibridacién con sondas especificas para poder diferenciar distintas especies (Fedorko y col.,
1995; Ghosh y Weiss, 2009).

Hay descritos varios métodos de PCR anidada (Nested-PCR) que no sélo permiten el
diagndstico y la diferenciacién de especies de microsporidios (Katzwinkel-Wladarsch y col., 1996;
Katzwinkel-Wladarsch y col., 1997; Kock y col.,, 1997), sino ademds identificar los distintos
genotipos dentro de las mismas, como es el caso de Enterocytozoon sp. (Sulaiman y col., 2003;

Sulaiman y col., 2004).

También se ha empleado la PCR en tiempo real para la identificaciéon de
Encephalitozoon spp. y E. bieneusi en heces. Al ufilizar un soporte multipocillo y que prescinda
del procesado del producto amplificado aumenta el rendimiento de la técnica, reduciendo los
tiempos de reaccién y el riesgo de contaminacién, lo que la hace especialmente indicada para
el diagnéstico. Con respecto a la PCR cuantitativa o Q-PCR, ésta nos permite medir la carga
parasitaria ya que no sélo detecta el ADN sino que puede cuantificarlo (Wolk y col., 2002;
Menotti y col., 2003). Asi mismo, analizando las curvas de disociaciéon de los productos de
amplificacién se pueden diferenciar especies en infecciones multiples o desconocidas (Ghosh y
Weiss, 2009).

Algunos estudios se han basado en la hibridacién fluorescente in situ (FISH) para la
deteccién de microsporidios. En contraste con la PCR, al realizarse directamente sobre las
muestras, esta técnica es capaz de proporcionar informacién acerca de la localizacién y de la
morfologia de los pardsitos, demostrado una mayor sensibilidad que las tinciones histoquimicas
fradicionales. A pesar de esto, no es una técnica de eleccion para el diagndstico clinico, ya que
es muy laboriosa y no resulta tan sensible como la PCR, pues no amplifica la sefal original. AUn
asi puede resultar de utilidad para estudiar la viabilidad de las esporas en muestras ambientales
(Ghosh y Weiss, 2009).

Aunque los microarrays fueron originalmente disenados para el andlisis de la expresion
de genes, recientemente se han aplicado al diagndstico molecular de las microsporidiosis.

Actualmente se ha desarrollado un microarray que detecta de manera simulténea E. bieneusi, E.
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cuniculi, E. hellem vy E. intestinalis en muestras clinicas fecales. Gracias a su soporte en chip, la
tecnologia de microarrays permite un gran rendimiento en cuanto al nimero de muestras
procesadas, asi como en su sensibilidad y especificidad. Ademds puede ser cuantitativa, ya que
la intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de muestra. También se puede usar

combinada con la PCR para aumentar la sensibilidad de la técnica (Ghosh y Weiss, 2009).

1.2.8.5. Cultivos celulares.

Los cultivos celulares son técnicas que, aunque no se utilicen para diagnéstico de
manera rutinaria por ser laboriosos, requerir personal e infraestructuras especializados y consumir
mucho tiempo, en el campo de la investigacion pueden constituir una aproximacion muy Util,
bien para confirmar los diagndsticos de género e incluso de especie, bien para aislar nuevas
especies U obtener informacion bioldgica acerca de la interaccion pardsito-hospedador.
Asimismo, los cultivos in vitro se han utilizado para estudios de cribado farmacolégico frente a
Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem y E. intestinalis (Franzen y Muller, 1999; Garcia,
2002).

Debido a que son pardsitos intracelulares obligados, no crecen en cultivos axénicos, y
por tanto deben mantenerse en cultivos celulares (Vero-Eé, HLF, MDCK, efc.) (Weber y col.,
1994). Los primeros culfivos de microsporidios que se establecieron fueron aqguellos relacionados
con especies de cierta relevancia econémica, como N. apis y N. bombycis, que infectan a las
abejas de la miel y a los gusanos de seda respectivamente, Ameson michaelis y Glugea
stephani, pardsitos de los cangrejos y de peces respectivamente, Nosema locustae vy
Varimorpha necatrix, agentes bioldgicos utilizados en la agricultura contra plagas, Ancaliia
algerae, que parasita a Anopheles spp., vector de Plasmodium sp., y Vavraia culiceis, que

parasita a Culex spp., vector de filarias (Visvesvara, 2002).

Con respecto a las especies capaces de producir patologia en el hombre, las especies
pertenecientes al género Encephalitozoon spp., asi como Vittaforma corneae,
Trachipleistophora hominis y Ancaliia algerae han logrado establecerse en cultivos celulares
estables utilizado lineas celulares de rindn de mono y conejo (Vero-Eé y RK-13), lineas de
fibroblastos humanos fetales (MRC-5) y la linea de higado de perro Madin-Darby (MDCK), entre
otras. Asi mismo, existen distintos medios de cultivo (EMEM, DMEM, etc.), suplementos (glutamina,
suero fetal bovino, antibidticos, antifingicos, etc.) y condiciones de cultivo distintas (a distintas

temperaturas y porcentajes de CO2) para cada especie (Visvesvara 2002).

En el caso de Encephalitozoon cuniculi, las esporas utilizadas para establecer estos
cultivos son aislados humanos procedentes de muestras de orina, lavado broncoalveolar,
esputos y cerebro. En lo que se refiere a E. hellem, tejido conjuntivo y corneal o raspados de los
mismos, mucosa nasal, orina, esputos y lavados broncoalveolar y de garganta. Para E.

intestinalis, de orina, heces, esputos, mucosa nasal, lavado broncoalveolar y aspirado o biopsia
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duodenales. En cuanto a Vittaforma corneae, el primer microsporidio procedente del hombre
que logrd propagarse en cultivo celular se establecié a partir de muestras de tejido corneal y
orina. Trachipleistophora hominis logré establecerse en cultivo a partir de raspados corneales y
biopsias musculares y, por Ultimo, Ancaliia algerae con muestras de raspados corneal y de piel
(Webery col., 1994; Visvesvara, 2002).

Desafortunadamente, una de las especies mds prevalentes en el hombre,
Enterocitozoon bieneusi, s6lo se ha logrado establecer en cultivos a corto plazo (entre seis
semanas y seis meses) a partir de muestras de heces y de aspirados o biopsias duodenales
(Webery col., 1994; Franzen y Muller, 1999; Garcia, 2002; Visvesvara, 2002).

1.2.8.6. Técnicas complementarias.

a) Protedmica.

La protedmica, basada en espectrometria de masas, proporciona un método objetivo y
sin restricciones para la caracterizacion de patdégenos, de modo que permite la identificacion y
la caracterizacién de dianas tanto para el diagndstico como para el tratamiento de los mismos.
Utilizando andlisis basados en la espectrometria de masas (MALDI-TOF-MS y nanolLC-MS/MS)
varios estudios han permitido identificar alrededor de 170 proteinas del proteoma de la espora
de E. cuniculi, algunas con funcién desconocida y otras relacionadas con funciones de
secrecién, estructural, energética (metabolismo de carbohidratos), del control del ciclo
biolégico, la supervivencia del pardsito y la formacion vy resistencia de la espora (Brosson y col.,
2005; Texier y col., 2005; Xu y Weiss, 2005; Brosson y col., 2006; Peuvel-Fanget y col., 2006; Ghosh y
col., 2011). En algunos casos los andlisis protedmicos también han permitido identificar los
antigenos de la espora de E. cuniculi, reconocidos por los anticuerpos presentes en sueros de
pacientes (Furuya y col., 2008b) o para la identificacion de nuevos orgdnulos y su composicidon

proteica (Ghosh y col., 2012).

Gracias también a los andlisis espectrométricos se han identificado proteinas de la
espora de otros microsporidios como la STL2 de Loma salmonae (pardsito de peces salmdnidos),
que podrian estar implicadas en la inhibicidn de bacterias patdégenas por opsonizacién y en la
lisis tumoral mediada por macrdéfagos (Booy y col., 2005). En el caso de N. bombycis (causante
de la pebrina en los gusanos de seda) se han descrito proteinas del tubo polar y de la pared de
la espora, de las que se obtuvieron patrones especificos por MALDI-TOF-MS y MS/MS (Wang vy
col., 2007) y algunas de las cuales se han identificado como la SWP32 (de la exospora) y las
SWP25 (Wu y col., 2009), SWP26 (Li y col., 2009) y SWP30 (Wu y col., 2008) de la endospora.

74



Carmen Ferndndez Vadillo Infroduccién

b) Citometria de flujo.

La citometria de flujo se ha utilizado para cuantificar y determinar la viabilidad de
esporas de microsporidios como E. intestinalis (Santillana-Hayat y col., 2002) y E. cuniculi (Peterson
y col., 1988) procedentes de cultivos celulares, asi como para cuantificar las células infectadas
con estados infracelulares en dichos cultivos (Franzen y col., 2004). También se ha descrito la
utilizacién de esta técnica para aislar esporas de E. bieneusi de muestras de heces (Challier y
col., 1994), y para comparar el contenido en dcidos nucleicos de esporas de microsporidios
agisladas en peces (Amigo y col., 1994). Con respecto al diagndstico, se ha utilizado en
combinacién con la inmunofluorescencia (utilizando anticuerpos poli y monoclonales) para la

identificacién de las distintas especies del género Encephalitozoon (Moss y col., 1999).

1.2.8.7. Diagnéstico diferencial de N. ceranae y N. apis.

La deteccidn de N. ceranae no debe ser considerada un diagndstico de la nosemosis
tipo C desde un punto de vista patolégico, ya que este diagndstico recae en una serie de signos
qgue no son fdacilmente reconocibles y que varian dependiendo de las distintas dreas
geogrdficas (Higes y col., 2010c). Dado que no existe ningln signo externo especifico que
permita distinguir las abejas infectadas con nosemosis, se hace necesaria la utilizacion de
distintas técnicas para su detecciéon. Hasta la fecha, la deteccién de N. ceranae ha recaido en
el andlisis microscépico y los métodos moleculares (OIE, 2008). A pesar de que estos pardsitos y
su ciclo de vida han sido descritos por muchos autores (Gray y col., 1969), sus estados
vegetativos son dificiles de identificar con la microscopia éptica. Las primeras descripciones se
han ido completando con caracteristicas ultraestructurales y moleculares valiéndose de la

microscopia electronica.

Para una mejor diferenciacién entre las infecciones producidas por estas dos especies,
se aconseja la utilizacién de cortes histoldégicos, en los que se puede apreciar cOmo se
distribuyen los pardsitos en las células del ventriculo recién infectado. Es caracteristico de las
infecciones por N. apis que las células epiteliales de A. mellifera en las que se encuentran las
esporas maduras estén rodeadas de células vegetativas (merozoitos) del pardsito,
probablemente como resultado de la germinacidn intracelular de las esporas y la subsiguiente
transmision horizontal enfre células epiteliales vecinas (Fries, 1989). Las infecciones por N.
ceranae en su hospedador original, A. cerana, se presentan como focos aislados de una sola
célula epitelial, en cuyo interior también se encuentran las esporas maduras que se han
desarrollado. Esta situacion, unida al hecho de que no se encuentren esporas vacias en las
células infectadas, hace pensar que esta especie no ha desarrollado la capacidad de
transmision horizontal enfre células (Fries y col., 1996). Sin embargo, cuando N. ceranae infecta
A. mellifera, presenta un patrén similar al de N. apis en este hospedador, lo que descarta la
histologia como una técnica que permita el diagndstico diferencial de las dos especies (Higes y
col., 2007).
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Las esporas de Nosema sp. se pueden visudlizar faciimente con microscopio con
confraste de fases, ya que son muy refringentes (Higes y col., 2010c). AUn asi, la diferenciaciéon
entre las esporas de N. ceranae y las de N. apis utilizando el microscopio dptico resulta bastante
complicada. En general, las esporas de N. ceranae son de un famano ligeramente menor (4,7 x
2,7 um) que las de N. apis (6 x 3 um) (Fries y col., 1996). Sin embargo, si se comparan los rangos
de tamano que se han descrito para las esporas de ambas especies, existe un ligero
solapamiento. De este modo, las esporas mds pequenas de N.apis podrian confundirse con las
mds grandes de N. ceranae. Otra de las caracteristicas que se debe tener en cuenta es que en
algunos casos, las esporas de N. ceranae se presentan ligeramente dobladas, lo que les da una

apariencia menos regular que las de N. apis (Fries y col., 2006).

Aparte de las nombradas anteriormente, las mayores diferencias entre estas dos
especies de Nosema aparecen al estudiar la ultraestructura de las esporas con microscopia
electrénica (Figura 1.8.). El tubo polar en N. apis es de mayor longitud, presentando 26-32 vueltas

(Fries, 1989) frente a las 20-23 que presenta el de N. ceranae (Fries y col., 1996).
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Figura 1.8. Imagen ultraestructural mediante MET de la seccidn de las esporas de Nosema ceranae (A) y

Nosema apis (B). D: Diplocarion; PF: Vueltas del tubo polar (flechas). Barras = 0,5 um. Fries y col., 2006.

En ausencia de unas caracteristicas morfoldgicas claras que permitan un diagndstico
diferencial de las dos especies, para el diagndstico e identificacidon de estos dos microsporidios
de abejas actualmente se ufilizan otras técnicas basadas en marcadores moleculares. La
elevada sensibilidad de la técnica de PCR permite la deteccion de niveles muy bajos de
infeccién producida por el pardsito en todos los estados morfoldgicos de su ciclo biolégico
(Weiss y Vossbrinck, 1999) vy la secuenciaciéon de sus productos de amplificacion permite la

identificacion y diferenciacion de las dos especies de Nosema (Higes y col., 2006).
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Como ya se ha descrito previamente, un marcador molecular utilizado para el
diagndstico de microporidios es la subunidad pequena (SSU) del ARN ribosomal (16S RNAr). En
estos pardsitos, las secuencias de los genes que codifican para la 16S ARNr son mds cortas y no
comparten apenas homologias con las de otfros eucariotas. Ademds son secuencias altamente
conservadas. Muchas de estas secuencias se encuentran disponibles en la base de datos del
GeneBank, y la mayoria pertenecen a N. apis, aunque Cornman y col. (2009) publicaron la
secuencia de N. ceranae baséndose en datos obtenidos por pirosecuenciacién. Esta secuencia
mostré un genoma muy reducido y con un elevado contenido en las bases AT. El hecho de que
se encontraran distintas copias del gen que codifica ARNr, y que estas presentaran variaciones
entre ellas hace que el genotipado de los distintos aislados resulte dificil (Higes y col., 2010c),
algo similar a lo que ocurrié al estudiar las secuencias de los genes que codifican para la
proteina del tubo polar PTP 1 (Hatjina y col., 2011). Resultaria de gran interés el genotipado de los
distintos aislados de N. ceranae para poder relacionar las variaciones genéticas con las distintas

sintomatologias observadas (Medici y col., 2012).

Actualmente las muestras que se utilizan para la deteccidn de Nosema mediante
técnicas moleculares son macerados de abejas o de sus aparatos digestivos diseccionados
(Martin-Hernandez y col., 2007), y en algunos casos muestras de miel (Giersch y col., 2009; Botias
y col., 2012).

Se han disenado cebadores especificos de especie para N. apis (Webster y col., 2004;
Chen y col., 2008; Nabian y col., 2011) y N. ceranae (Chen y col., 2008; Nabian y col., 2011;
Suwannapong y col., 2011) y especificos de género, para Nosema sp., los cuales originan dos
productos de PCR de distinfo tamano para las dos especies (Higes y col., 2006; Huang y col.,
2008; Williams y col., 2008b). También se ha utilizado una PCR con electroforesis capilar para
detectar Nosema spp. (Fernandez y col., 2012). Asi mismo, se han desarrollado métodos basados
en el andlisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccién (RFLP-PCR) de la SSU
rRNA para diferenciar entre N. apis y N. ceranae (Higes y col., 2006; Klee y col., 2007; Giersch y
col., 2009; Tapaszti y col., 2009; Stevanovic y col., 2011), una PCR Multfiplex doble (Martin-
Hernandez y col., 2007), que permite el diagndstico simultdneo de las dos especies en la misma
reacciéon (método recomendado por la OIE, 2008) y finalmente una PCR multiple cuantitativa en
tiempo real (Q-PCR), lo que no sdlo permite la deteccidn simultdnea de las dos especies sino la
cuantificacion de la carga parasitaria (Cox-Foster y col., 2007; Chen y col., 2009a; Bourgeois y
col., 2010; Forsgren y Fries, 2010; Hamiduzzaman y col., 2010; Traver y Fell, 2011b; Copley y Jabaji,
2012; Martinez y col., 2012).

El recuento de esporas no es una medida fiable de la salud de la colmena, ya que su
sensibilidad estd directamente relacionada con el nimero de abejas analizadas (Higes y col.,
2010c; Traver y Fell, 2011b; Smart y Sheppard, 2012) y no fiene en cuenta las formas inmaduras
del pardsito (Martin-Hernandez y col., 2009), por lo que no es directamente proporcional a la
carga parasitaria de la muestra (Meana y col., 2010). Un indicador mds Ufil para valorar la
importancia de la infeccion en la colmena seria la proporcion de abejas pecoreadoras, o en

fodo caso, la media del recuento de esporas en este fipo de abejas. Se recomienda la
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utilizacién de las abejas mds viejas y recogidas de la entrada de la colmena y no de los panales
centrales, ya que las abejas del interior presentan cargas parasitarias menores, por lo que se
subestima la carga parasitaria (Meana y col., 2010). Algunos autores recomiendan el intestino
medio como la muestra de eleccion para la deteccidon y cuantificacién de N. ceranae
mediante técnicas moleculares, debido a su alta carga de esporas y a la poca variabilidad
entre muestras, lo que permite una mayor reproducibilidad de los resultados (Bourgeois y col.,
2012).

En cuanto al cultivo celular de estos microsporidios, aunque se han establecido cultivos
de numerosas especies del género Nosema que parasitan insectos como N. bombycis, N.
furnacalis o N. pyrausta (Visvesvara, 2002), sélo se ha logrado desarrollar un modelo de cultivo a
corto plazo para N. ceranae y N. apis (Gisder y col., 2010b). Dado que no existen lineas celulares
estables de abeja, se utilizd un cultivo heterdlogo con células de lepiddptero, la linea IPL-LD-65Y,
establecida a partir de los ovarios de la polilla Lymantria dispar. Gracias a éste cultivo, se pudo
estudiar el ciclo de estos pardsitos y describir formas de desarrollo hasta entonces desconocidas

(apartado 1.2.2.1.a.), utilizando tanto la tincidon de Giemsa cémo técnicas de FISH.

Mediante la espectrometria de masas, Bromenshenk y col. (2010) identificaron péptidos
de 10 especies distintas de Nosema en muestras de colmenas colapsadas o a punfo de
colapsar. Debido a la existencia de secuencias homdlogas compartidas entre los distintos
péptidos dentro del género, estos se separaron en dos grupos utilizando andlisis de cluster

(Bromenshenk y col., 2010).

A pesar de gue se han desarrollado anticuerpos monoclonales para la deteccidén de
otras especies del género, como Nosema locustae, pardsito de los saltamontes (Knoblett y
Youssef, 1996) o N. bombycis del gusano de la seda (Shamim y col., 1997), hay que resaltar el
hecho de que hasta la fecha no se han descrito anticuerpos monoclonales frente a N. ceranae
o N. apis. Sin embargo, si se han producido anticuerpos policlonales frente a la pared de la
espora de N. ceranae utilizando tecnologia gendmica de anticuerpos (Genomic Antibody
Technology o GAT), los cuales se han utilizado en el desarrollo de un método de ELISA para la

identificacién de este organismo (Aronstein, 2010; Aronstein y col., 2011; Aronstein y col., 2013).

1.2.9. CONTROL Y TRATAMIENTO DE LA NOSEMOSIS.

Oftra linea de estudio deriva del control y el tratamiento de la infeccién por Nosema
(Nosemosis). El confrol de las enfermedades que afectan a las abejas de la miel es de gran
importancia para el mantenimiento de su papel como productores de alimentos (miel, polen,

etc.), asi como de polinizadores de cultivos y vegetacidn salvaje (Higes y col., 2010c).

Se ha descrito para N. apis una temperatura mdxima de proliferacién a 37°C y se ha

sefalado como las colmenas de abejas infectadas por este pardsito se recuperan al
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almacenarlas a esta temperatura (Martin-Hernandez y col., 2009; Higes y col., 2010q). Sin
embargo, hasta la fecha, las infecciones por N. apis se han tratado con el antibidtico fumagilina
(diciclohexilamonio) (Katznelson y Jamieson, 1952), obtenido del hongo Aspergilus fumigatus,
que inhibe el desarrollo intracelular del pardsito. Sin embargo, este antibidtico no es efectivo
contra otras especies de Nosema, como por ejemplo N. bombi, que infecta abejorros (Género
Bombus). Varios estudios han demostrado que la fumagilina controla la infeccidn por N. ceranae
reduciéndola temporalmente y evitando el colapso de las colmenas, aungque no es capaz de
proteger frente a posibles reinfecciones (Higes y col., 2008a; Williams y col., 2008a; Higes y col.,
2009c).

Debido a que las estrategias de control con antibidticos estdn perdiendo eficacia por la
aparicién de resistencias (Williams y col., 2008b), y a que la presencia de residuos de los mismos
en los alimentos puede tener efectos adversos en la salud humana (Molina y col., 2002), el uso la
Fumagilina ya no estd permitido en Estados Unidos ni en la mayor parte de Europa. Por ello, se
estdn investigando otras posibles alternativas para el tratamiento de esta infeccion, que
incluyen, entre otras, sustancias como Thimerosal, Itraconazol, Thimol, Sinefungina, d&cidos
orgdnicos, extractos herbales hidroalcohdlicos, aceites esenciales, Lisozima y Fitoalexin

Resveratrol (Porriniy col., 2010).

Asi, por ejemplo, el &cido férmico se utiliza para el control de Varroa en las colmenas de
abejas de la miel. Se ha demostrado como la fumigacion con dicho dcido sobre colmenas
techadas durante el invierno reduce el aumento descrito en la proliferacién de esporas de
Nosema en esa estacién. Sin embargo, no se ha determinado si las esporas producidas
permanecen viables después del tfratamiento (Underwood y Currie, 2009). Con respecto al timol
y al resveratrol, ambos son capaces de disminuir las tasas de infeccidn de las abejas, y el Ultimo
ademds aumenta la esperanza de vida de las mismas (Maistrello y col., 2008). También se han
probado numerosos productos derivados de extractos vegetales (Protofil, Vita Feed Gold®, Api-
Herb y Nonosz®) (Higes y col., 2010c), asi como la acidificacion del sirope contra el desarrollo de

la nosemosis (Porrini y col., 2010).

Asi mismo, se han probado metabolitos producidos por las bacterias presentes en las
colmenas y en el tracto digestivo de las abejas. En concreto se han utilizado bacteriocinas y
surfactinas, demostrando una de estas Ultimas (Surfactina S2, producida por Bacillus subtilis C4)
una actividad antiparasitaria al ser capaz de reducir el desarrollo de la nosemosis causada por
N. ceranae sin mostrar ningun efecto téxico en las abejas, y actuando tanto por exposicién
directa a las esporas como de manera indirecta en el fracto digestivo de las abejas. Las
surfactinas poseen propiedades antifUngicas y antimicrobianas debido a su efecto detergente
sobre las bicapas lipidicas. Un posible mecanismo de su accidon antiparasitaria podria deberse a
la rotura de la pared de la espora (exospora de naturaleza protéica y endospora quitinosal),
haciéndola permeable y afectando a la germinacién y replicacion del pardsito (Porrini y col.,
2010).
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Oftra estrategia que se estd estudiando actualmente es el silenciamiento de genes para
reducir la presencia de ciertos patdégenos en las abejas. Hay evidencias de que alimentando a
las abejas hospedadoras con dsRNA (ARN de doble cadena) sintético para las proteinas
fransportadoras de ADP/ATP se consigue inhibir el crecimiento y desarrollo del pardsito (Paldi y
col., 2010).

Paralelamente, existen ciertas medidas de prevencidén frente a la nosemosis, relativas a
la gestién de la apicultura, como el reemplazo de las reinas y el manejo higiénico de las
colmenas, que resultan Utiles para el control de la nosemosis (Higes y col., 2010c; Porrini y col.,
2010). Asi mismo, la continua cria selectiva de lineas de abejas tolerantes a la nosemosis (con
bajas cargas parasitarias de Nosema) ha hecho que actualmente N. ceranae sea menos
prevalente, como demuestran estudios realizados en colmenas de Dinamarca (Huang y col.,
2012).

1.3. PRINCIPIOS BASICOS DE LA OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Los anticuerpos son proteinas producidas por el sistema inmune en respuesta a las
moléculas extrainas que enfran en el organismo, denominadas antigenos. El reconocimiento
molecular de dichos antigenos por parte del sistema inmune resulta en la produccidn selectiva
de anficuerpos que se unen especificamente a ellos. Los anficuerpos son producidos vy
secretados por los linfocitos B activados (células plasmdticas) y circulan con la sangre vy la linfa,

donde se unen a sus antigenos especificos consiguiendo que sean eliminados de la circulacién.

La capacidad del sistema inmune de producir anticuerpos capaces de unirse
especificamente a antigenos puede aprovecharse para elaborar sondas para la deteccién de
moléculas de interés en gran variedad de aplicaciones de investigacion y diagndstico. Ademds
de su especificidad, el hecho de que los anticuerpos tengan una estructura relativamente
uniforme y bien caracterizada, que permite purificarlos, marcarlos y detectarlos
reproduciblemente con métodos generalizados, hace que sean iddneos para desarrollarlos

como sondas.

Normalmente, como un solo antigeno puede presentar diferentes epitopos en su
estructura, la respuesta inmunoldgica que se produce frente al mismo es heterogénea, dando
lugar a distintos linajes de linfocitos B (Ls) que, a pesar de originarse a partir de una misma célula
madre, producen diferentes anticuerpos, cada uno de los cuales presenta especificidad frente
a un epitopo concreto de dicho antigeno. Como consecuencia de esta respuesta, el suero de
los animales albergard una bateria heterogénea de clones celulares que producirdn
anticuerpos epitopo-especificos de distintos isotipos de 1g, los cuales se denominardn
anticuerpos policlonales. En inmunoensayos, los anticuerpos policlonales resultan especialmente

Utiles como anticuerpos secundarios marcados.
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Una célula plasmdatica (Ls activado) produce y secreta un solo isotipo de anticuerpo
especifico frente a un solo epitopo. Por tanto, los clones de Ls producen estas inmunoglobulinas
gue se denominan anticuerpos monoclonales. Todos los anticuerpos secretados por un clon de
células B son idénticos, por lo que suponen una fuente de antficuerpos homogéneos con una
especificidad definida y Unica. Aunque los Ls pueden aislarse de suspensiones de células del
bazo o de ganglios extirpados de animales inmunizados, hay que destacar que éstos tienen un
tiempo de vida limitado y no se pueden cultivar in vitro indefinidamente para producir
anticuerpos de forma estable y permanente. Afortunadamente esta limitacidn se superd con el
desarrollo de la tecnologia de hibridomas, con la que los Lg aislados en suspensién se fusionan
con células de mieloma (plasmacitoma) de la misma especie animal (normalmente ratones)
para crear lineas celulares de hibridos productores de monoclonales potencialmente inmortales

y que mantienen su capacidad de producir anticuerpos de manera indefinida.

La produccién de anticuerpos a partir de un Unico clon de células B, es decir,
monoclonales, no fue posible hasta el ano 1975, en el que Kdhler y Milstein desarrollaron la
técnica de generacién de hibridomas, gracias a la cual, en 1984, recibieron el Premio Nobel en
Medicina junto con Niels Jerne (Kdhler y Milstein, 1975). Los experimentos para generar, purificar y
modificar (quimerizacién, humanizacion, fragmentacién, etc.) estos anticuerpos para su uso
como sondas antigeno-especificas se desarrollaron durante los afos setenta y ochenta y han

sufrido relativamente pocos cambios desde entonces.

Los anticuerpos poli y monoclonales se utilizan para realizar el diagnéstico de las
microsporidiosis, asi como sus estudios epidemioldégicos. Ademds, pueden utilizarse en
inmunofluorescencia o combinados con ofras técnicas, como la microscopia electrénica
(Inmunogold) y la protedmica, para determinar la localizacion de los antigenos que reconocen
en la estructura del pardsito a lo largo de los distintos estados del ciclo bioldgico, y poder
dilucidar la funcién de dichos antigenos logrando un mayor conocimiento de las interacciones
bioldgicas e inmunoldgicas de la relacidon pardsito-hospedador (Keohane y col., 1996; Bohne y
col., 2000; Hayman y col., 2001; Dolgikh y Semenov, 2003; Brosson y col., 2005; Peuvel-Fanget y
col., 2006; Southern y col., 2007; Wang y col., 2007; Wu y col., 2008).

Otro papel de los anticuerpos monoclonales es su posible uso terapéutico para el
fratamiento de las microsporidiosis, por ejemplo, reduciendo la capacidad infectiva de las
esporas de Encephalitozoon sp. (Enriquez y col., 1998), aumentando la fagocitosis de las esporas
de E. cuniculi y reduciendo el numero de las mismas (Sak y col., 2006) o reduciendo la
germinaciéon y proliferacién de esporas de N. bombycis (Zhang y col., 2007) al tratar con este
fipo de anticuerpos las esporas o los cultivos celulares infectados in vitro. Otra estrategia
terapéutica consiste en la utilizacidén de citoquinas en combinacién con la terapia utilizada
frente a microsporidios. Por ejemplo, se han realizado estudios en los que se ha dado el

tratamiento combinado con IFN y anticuerpos especificos de E. cuniculi (Saldt y col., 2008).
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1.3.1. FASES EN LA OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

La produccién de anticuerpos implica la preparacién del antigeno y su inoculacion en
animales de laboratorio (inmunizaciéon) para estimular la produccién de anticuerpos especificos
frente a la molécula inoculada, los cuales pueden ser recuperados con posterioridad en el suero
del animal. Alternativamente, se pueden producir lineas de hibridomas que secreten un
anticuerpo monoclonal determinado, mediante la fusion de las células de bazo secretoras de
anticuerpos procedentes de animales inmunizados, con lineas celulares inmortales de mieloma.
Como la produccidén de anticuerpos depende del sistema inmune del animal, que es un sistema
bioldgico complejo, los resultados no son predecibles. Cada animal inmunizado, incluso cuando
comparta una misma identidad genética, responderd de manera Unica a un mismo protocolo
de inmunizacién, pudiendo generar distintos isotipos de anticuerpos frente a distintos epitopos

de la molécula inoculada.

Utilizando un medio de seleccién adecuado, se pueden eliminar del producto de fusion
aquellas células no fusionadas, para posteriormente seleccionar una linea celular de células
hibridas (hibridoma) que secrete anticuerpos especificos frente al antigeno utilizado. Las células
del hibridoma crecerdn y se multiplicardn formando un clon que producird las inmunoglobulinas
deseadas. Posteriormente, dichas células se someterdn a multiples fases de clonaciéon para

asegurar la monoespecificidad del anticuerpo y la estabilidad del hibrido.

Los hibridomas seleccionados pueden conservarse congelados y cultivarse mds tarde
para producir el anticuerpo monoclonal especifico cuando sea necesario. Los anticuerpos
monoclonales son especialmente Utiles como anticuerpos primarios en aquellas aplicaciones
que requieran especificidad frente a un antigeno Unico y un suministro constante durante

tiempos prolongados de uso.

Los hibridomas pueden crecer en cultivo (in vifro) para la recogida de anticuerpos en el
sobrenadante, o en la cavidad peritoneal de un ratén (in vivo) para su recogida en altas

concentraciones en el liquido ascitico.

Una vez seleccionados los anticuerpos monoclonales, se procede a su caracterizacion,
en la que se evalla la concentracién de los mismos y el titulo (dilucion de la muestra necesaria
para la deteccién al utilizar una técnica determinada). Asi mismo, se determina el isotipo del
anticuerpo para poder elegir las técnicas adecuadas para su posible purificacion vy

modificacién posteriores.
En la Figura 1.9. se muestra un esquema general que resume las distintas etapas en el

proceso de obtencidén de anticuerpos monoclonales. Es una metodologia compleja que

requiere la utilizacién de distintos tipos de técnicas, las cuales se describirdn a continuacion.
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1.3.1.1. Inmunizacién.

En el proceso de inmunizacidon para la produccién de anficuerpos monoclonales
pueden utilizarse gran variedad de antigenos. En muchas ocasiones se inmuniza con antigenos
impuros o multiples, y posteriormente se redliza un cribado para seleccionar el anticuerpo
monoclonal que identifique un antigeno especifico. Esto supone una desventaja ya que se
producen anticuerpos para muchos antigenos distintos, generalmente los mds comunes, que no
tienen por qué ser los requeridos. Para evitar esto, se pueden utilizar antigenos purificados o
sintéticos, de manera que se aumentan las probabilidades de producir anticuerpos
monoclonales especificos del antigeno deseado. El proceso de purificacion de los antigenos
suele implicar la desnaturalizacion de las moléculas, por lo que estos anticuerpos reconocerdn
esa forma desnaturalizada y no la nativa, como ocurre con aquellos anticuerpos producidos

frente al antigeno impuro.

Aunqgue se han descrito numerosos protocolos de inmunizacion para la produccion de
anticuerpos monoclonales (Stahli y col., 1980), en general los cronogramas suelen coincidir en
una preinmunizacién con adyuvante completo de Freund (ACF). Al inocular el antigeno
comienza la activacién de los Le de los animales inmunizados, que se transformardn en células
plasmdticas productoras de anticuerpos. Los clones de dichas células proliferan in vivo

aumentando la probabilidad de obtener los hibridos que secreten el anticuerpo deseado.

Otro paso en el que coinciden los protocolos es en la administracién de una dosis de
recuerdo de antigeno sin adyuvante 3 ¢ 4 dias antes de la fusidn (Andersson y Melchers, 1978;
Stahli y col., 1980). Este recuerdo, al inducir el proceso de division de las células B, logra que la
mayoria de estas células se encuentre en estado de diferenciacion éptimo para la fusién celular,
dado que las células tumorales del mieloma fusionan preferentemente con Ls recientemente
activados (Kéhler y Milstein, 1975). En general, los indculos suelen inyectarse via intraperitoneal,

aungue en ocasiones el recuerdo se administra por via intravenosa.

Resulta conveniente hacer un estudio del titulo sérico de los animales inmunizados, si no
a lo largo del protocolo de inmunizacion para estudiar la evolucién en la produccidon de
anticuerpos, por lo menos antes del Ultimo recuerdo previo a la fusion, para asegurar que existe

una respuesta inmune.

En el caso de requerir linfocitos humanos, éstos se obtienen tanto de la sangre periférica
de donantes voluntarios previomente inmunizados, como de ganglios linfaticos eliminados
quirirgicamente para el tfratamiento de tumores. Para aislar los monocitos y los linfocitos de los
hematies y los polimorfonucleares se realiza una centrifugacion con Ficoll Hypaque®. Ademds, se
utilizan agentes mitogénicos para estimular a los linfocitos de sangre periférica los cinco dias
previos a la fusidbn celular, ya que se obtienen mejores rendimientos produciendo un mayor
numero de hibridos secretores de IgG e IgM frente a los antigenos deseados (Olsson y Kaplan,
1980).
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Figura 1.9. Desarrollo y obtencidén de anticuerpos monoclonales. Modificado de (CMPMA, 1999).
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1.3.1.2. Lineas de mieloma vutilizadas en la produccién de hibridomas.

El mieloma o plasmacitoma es un neoplasma de células formadoras de anticuerpos
(plasmdticas) (Yelton y Scharff, 1981). Cada tumor de mieloma proviene de la proliferacién de
un solo clon de células plasmdticas secretoras de un solo isofipo de inmunoglobulina
(anticuerpos monoclonales), frente a antigenos normalmente desconocidos. Estos anticuerpos
pueden detectarse facilmente en el suero de quién padece dicho tumor (Raschke, 1980). Los
plasmacitomas suelen inducirse en ratones BALB/c o NZB (cepas mds susceptibles a la induccidn
de tumores) mediante la inoculacion via infraperitoneal de ceras, pldsticos o aceites minerales
(Raschke, 1980; Yelton y Scharff, 1981).

Las principales caracteristicas que hacen a las lineas de mieloma idéneas para la
produccién de anficuerpos monoclonales son su capacidad de dividirse in vitro de manera
indefinida y el hecho de que puedan crioconservarse y descongelarse sin perder sus
caracteristicas. AUn asi, es preferible el uso de lineas que hayan perdido la capacidad de
producir inmunoglobulinas o asecretoras, para evitar la produccién de hibridos que sinteticen
“mezclas de anficuerpos”, lo que deriva en una disminucidn de la concentracion del
monoclonal deseado y en alteraciones de la especificidad antigénica (Kohler y Milstein, 1976;
Yelton y Scharff, 1981).

Asi mismo, para poder readlizar la seleccién de los hibridos tras la fusién celular, se
seleccionardn aquellas lineas de mieloma que hayan perdido la enzima hipoxantina guanina
fosforribosil fransferasa (HGPRT) o la timidina quinasa (TK), ambas necesarias para la ruta
exdgena (ruta de rescate o salvamento) de sintesis de precursores del ADN. Por otro lado, la
sintesis de purinas “de novo” (ruta enddgena) puede inhibirse con fdrmacos antifolato como la
aminopterina, de manera que, en presencia de ésta, las células deben utilizar la ruta exdégena
(de salvamento) en la que la HGPRT y la TK sintetizan la purina, a partir del aporte externo de
hipoxantina y timidina respectivamente. Por lo tanto, después de la fusién, las células carentes
de estas dos enzimas (HGPRT- y TK) no podrdn utilizar la via de salvamento y morirdn en un
medio de cullivo selectivo suplementado (HAT: hipoxantina, aminopterina, fimidina). Sin
embargo, aquellas células de mieloma que se hayan fusionado con las células esplénicas
recibirdn por parte de éstas las enzimas necesarias, de forma que dichos hibridos serdn capaces

de sintetizar ADN por la via de salvamento y sobrevivirdn en el medio selectivo.

A continuacién en la Tabla 1.2. se resumen las principales lineas de mielomas utilizadas

para la obtencion de anticuerpos monoclonales.
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Tabla 1.2. Lineas tumorales mds utilizadas en la produccién de anticuerpos monoclonales.

DENOMINACION ORIGEN SECRECION REFERENCIA
P3/X63-Ag8 Sublinea de . .
(= P3) MOPC-21 Secreta yl k (Kohler y Milstein, 1975)
P3/NS-1/1Ag4-1 (= Sublinea de Secreta k tras la
NS-1) MOPC-21 fusién Iruelem, 190
(] Hibrido
) :
5 Sp(QZ/g /T%l 4 P3/X63-Ag8 y célula No secreta (Schulmany col., 1978)
= P linfoide BALB/c
P3/X63-Ag8.653 (= Deriva de la linea
653) P3/X63-Ag8 No secreta (Kearney y col., 1979)
= -
i F(0) Producto de fusidnentre 1, o retq (Fazeker de St. Groth, 1980)
g células Sp-2
S SKO-007 MUTU“;;‘Z de secreta IgE (Olsson y Kaplan, 1980)
o RPMI 8226 ND Secreta A (Matsuoka y col., 1967)
c
g GM-1500 ND Secreta IgM (Croce y col., 1980)
=]
I
HMy-2 ND Secreta IgG (k) (Edwards y col., 1982)
Karpas (707) ND Secreta A (Karpas y col., 1982)

ND = No descrito en el esudio; y1 =; k = cadena ligera k; A = Cadena ligera A.

1.3.1.3. Fusion celular.

Generalmente, en una fusidén celular se espera la obtencién de un hibrido por cada 2
x105 células de bazo (Coll Morales, 1982). Por esta razdn, tras la fusion deberia encontrarse un
clon por cada pocillo de cultivo y asi poder aislar los hibridos productores de la inmunoglobulina
deseada (especifica) de aquellos no productores. La proporcién de células mieloma:bazo
(normalmente 1:5) es importante, ya que se ha demostrado que la formacién de los hibridos es
dependiente de la cantidad de estas Ultimas (Westerwoudt y col., 1984), y se indica cémo el
exceso de células esplénicas puede aumentar la probabilidad de obtener hibridos debido a la

diferencia de tamaro de ambos lineas celulares (Kohler y Milstein, 1976).

La fusidn entre las células de mieloma y los esplenocitos de los animales inmunizados con
el antigeno deseado se redliza en presencia de un agente fusionante. En primer lugar se utilizé el
virus Sendai (Kéhler y Milstein, 1975), pero el hecho de que sea necesario su cultivo in vifro y su
preparacién en el laboratorio ha hecho que se descarte en favor de otros agentes.
Actualmente su utilizacion se restringe a la obtencién de hibridos productores de IgM (Fazekas y
Groth, 1980 ).

En la actualidad el polietilen-glicol (PEG) es el agente mds utilizado para las fusiones
celulares de mieloma y esplenocitos desde que se describiera su utilidad para este fin
(Pontecorvo, 1975). Es un compuesto quimico de alto peso molecular derivado del etilen-glicol
por polimerizacién. La administraciéon de este polimero en la fusidn celular disminuiria la cantidad
de agua libre (por su gran afinidad hacia ésta) lo que produciria la desorganizacién de la

membrana celular (Lucy, 1978). A 37°C las membranas celulares se agruparian y las bicapas
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lipidicas se harian mds fluidas, por lo que los grupos polares perderian su orientacion (Figura
1.10.). A medida que se diluye el PEG las células tenderian a tomar una forma esférica mds
estable, rompiendo las membranas en la zona de contacto donde los fosfolipidos se

encontrarian desorientados, dando lugar a la célula hibrida.
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Figura 1.10. Mecanismo de accion del PEG como agente fusionante. Modificado de Nature Reviews.
Molecular Cell Biology. Nature Publishing Group, 2005.

Para llevar a cabo las fusiones con PEG hay que guardar una serie de precauciones. En
general, se prefieren aquellos polimeros con un peso molecular (Pm) entre 1000 y 4000 g/mol, ya
que por debajo de este rango son demasiado tdxicos para las células y por encima resultan
excesivamente viscosos para su manipulacion. Se ha demostrado que utilizando PEG de 4000
g/mol al 50% (lo que supone una cantidad de agua libre igual a cero) se produce un mayor
numero de fusiones celulares, y cdmo la presencia de Ca?* en el medio es necesaria para que
dicho proceso se lleve a cabo, al menos en concentraciones que no resulten téxicas para las
células (Blow y col., 1978; Goding, 1980). Con respecto a la temperatura, los mejores resultados
se han obtenido al realizar las fusiones entre 30 y 37°C (Fazekas y Groth, 1980 ) y el rango de pH

6ptimo ha resultado ser de 7,4 a 8 (Norwood y Zeigler, 1982).

Como se puede deducir por todo lo expuesto anteriormente, una de las caracteristicas
que limitan el uso del PEG como fusionante de membranas es su foxicidad. Por ello, se han
realizado estudios orientados a la reduccién de dicha toxicidad como fusiones libres de Ca?
(Schneiderman y col., 1979), utilizacion de fitohemaglutinina (Mercer y Schlegel, 1979) o dimetil-

sulféxido (Lovborg, 1982; Norwood y Zeigler, 1982).

1.3.1.4. Mantenimiento y seleccién de los productos de fusion.

Como resultado de la fusion celular aparecerdn distintas poblaciones celulares, linfocitos
y células de mieloma no fusionados e hibridos, los cuales podrdn ser de fres tipos: mieloma-

mieloma, mieloma-linfocito y linfocito-linfocito. Todas ellas serdn viables a largo plazo excepto los
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linfocitos no fusionados y los hibridos linfocito-linfocito. Las células de mieloma sin fusionar y los
hibridos mieloma-mieloma derivan de un mutante HGPRT-, por lo que serdn no sobrevivirdn en el
medio selectivo HAT, permaneciendo viables sélo los hibridos mieloma-linfocito capaces de
llevar a cabo la ruta metabdlica exdgena o de salvamento gracias a las enzimas aportadas por

los linfocitos.

La seleccion de los hibridos mieloma-linfocito se basa en la capacidad de éstos de
mantenerse viables en medios selectivos especiales, generalmente el medio HAT. Este método
de seleccién (Littlefeld, 1964) se basa en la biosintesis de nucledtidos necesarios para la sintesis
del ADN en las células. Existen dos rutas de biosintesis de nucledtidos, la de novo y la de

salvamento o rescate (Figura 1.11.).

La Aminopterina (dcido 4-aminofdlico) presente en el medio selectivo HAT es un
andlogo del Acido félico capaz de unirse fuertemente a la enzima félico reductasa bloqueando
asi la ruta de novo para la sintesis de nucledtidos (Hudson y Hay, 1980). La Aminopterina también
bloguea la sintesis de de Glicina por lo que para la preparacién del medio HAT se recomienda la

utilizacién de medio RPMI-1640 que pueda compensar esa falta (Fazekas y Groth, 1980 ).

SINTESIS “de novo"
(RUTA ENDOGENA]

. Aminopterina
AMP 1\

IMP TMP
GMP&—

HGPRT TK

Hipoxantina Timidina

SINTESIS de SALVAMENTO
[RUTA EXOGENA)

Figura 1.11. Esquema de la actividad de la Aminopterina en la ruta de novo para la sintesis de
nucledtidos. IMP: Inosina-5'-monofosfato; TMP: Timidin-5'-monofosfato; AMP: Adenosin-5'-monofosfato;
GMP: Guanosin-monofosfato; HGPRT: Hipoxantina guanina fosforribosil transferasa; TK: Timidina quinasa.

En lo que se refiere a la ruta de salvamento para la sintesis de nucledtidos, la enzima
HGPRT se encarga de incorporar la hipoxantina suplementada en el medio HAT. Como las
células de mieloma utilizadas para las fusiones carecen de esta enzima (apartado 1.3.1.1.) ni

éstas ni los hibridos formados entre ellas (hibridos mieloma-mieloma) pueden llevar a cabo
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ninguna de las dos rutas, por lo que acabardn muriendo (Choy y col., 1982). Por otfro lado, los
linfocitos al expresar la enzima HGPRT, la aportardn a los hibridos mieloma-linfocito, permitiendo
la incorporacion de la hipoxantina y la timidina presentes en el medio y, por tanto, la formacién
de los nucledtidos necesarios para su supervivencia, que serd indefinida gracias al cardcter

tumoral aportado por las células de mieloma (Schulman y col., 1978; Hudson y Hay, 1980).

Aunque la utilizacién del medio HAT es la mds generalizada, existen otros métodos para
la seleccidén de productos de fusion celular basados en la misma ruta bioquimica. La Azaserina
es un agente anticitostdtico, inhibidor de actividades enzimdticas en las que interviene la
glutammina. Al igual que la Aminopterina, interfiere en la sintesis de novo de las purinas,
actuando sobre la enzima amino-fosforribosil-transferasa (Figura 1.12.), por lo que en su
presencia sélo sobrevivirdn los hibridos que posean la HGPRT aportada por el linfocito, gracias a

la cual podrdn incorporar la hipoxantina del medio (Choy y col., 1982).

SINTESIS “de novo"
(RUTA ENDOGENA))
Azaserina

AMP

GMP—

IMP

HGPRT

Hipoxantina

SINTESIS de SALVAMENTO
(RUTA EXOGENA)

Figura 1.12. Esquema de la actividad de la Azaserina en la ruta de novo para la sintesis de nucledtidos.
IMP:  Inosina-5'-monofosfato; AMP: Adenosin-5'-monofosfato; GMP: Guanosin-monofosfato; HGPRT:
Hipoxantina guanina fosforribosil transferasa; TK: Timidina quinasa.

Con respecto a los hibridos viables, solamente se seleccionan aquellos que son
secretores de inmunoglobulinas. Existe el problema de que los hibridos no secretores, al presentar
una menor carga cromosémica, crecen mucho mds rdpidamente (Goding, 1980), con el
problema anadido de la utilizacion de elevados porcentajes de suero bovino fetal como
suplemento de los medios de cultivo. Como ya se ha mencionado anteriormente, un modo de
evitar que los hibridos no secretores dominen numéricamente el cullivo seria sembrar el

producto de la fusidn celular a una concentracién que estadisticamente sélo permita el
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crecimiento de un hibrido por cada pocillo, pero habria que tener en cuenta que el crecimiento
de los hibridomas en las primeras fases del cultivo celular es muy sensible a las diluciones.
Ademds, los hibridos secretores son inestables en los primeros momentos de la fusidon celular en
los que podria producirse una pérdida de cromosomas que les hiciera perder la capacidad de
produccién de anticuerpos. La Unica opcién para evitar el sobrecrecimiento de los hibridos no
secretores en el cultivo es realizar la seleccidn rdpidamente clonando lo antes posible, para
evitar la presencia de hibridomas no deseadas que crezcan a mayor velocidad que los hibridos

buscados.

1.3.1.5. Cribado de los hibridos secretores.

Como ya se ha mencionado anteriormente, una vez distribuido el producto de la fusién
en las placas de cultivo, la seleccidn de los hibridos secretores de inmunoglobulinas especificas
del anfigeno deseado debe realizarse de forma rdpida, para evitar un sobrecrecimiento de
clones no secretores o productores de ofro tipo de anticuerpos no especificos. En general, los
métodos mds utilizados para el cribado de los hibridos son el ELISA (Enzime-linked immunosorbent
assay) o la IF (Inmunofluorescencia), técnicas que permiten el procesado de una gran cantidad

de muestras (sobrenadantes de cultivos) de forma rdpida y reproducible (Goding, 1980).

1.3.1.6. Clonaje de los hibridos especificos.

La finalidad del proceso de clonaje es que las distintas poblaciones de células del
hibrido secretor de la inmunoglobulina especifica provengan de un solo heterocarion, para que
los anticuerpos monoclonales que produzcan sean homogéneos y monoespecificos,
garantizando su monoclonalidad (Coll Morales, 1982). Asi mismo, las distintas etapas de clonaje
servirdn para evitar el sobrecrecimiento de poblaciones de células no secretoras o secretoras de
inmunoglobulinas no especificas, que pueden aparecer principalmente en las primeras etapas
del cultivo después de la fusién celular. Los clones obtenidos después de todos los clonajes
deberian asegurar *monoclonalidad” asi como estabilidad en su crecimiento y en la produccion

de anticuerpos.

Inmediatamente después de la fusion, en el primer clonaje, los hibridos productores
suelen encontrarse en baja proporciéon debido a la pérdida de cromosomas que tiene lugar
(Goding, 1980). Después, los subclones positivos se deben volver a clonar para ir
selecciondndolos. A lo largo de los distintos subclonagjes, un gran nimero de clones positivos que
se detectan se pierden (sobrecrecen no secretores, pierden la capacidad de producir, etc.),
por lo que conviene hacerlo lo mds rdpido y frecuentemente posible una vez se hayan

detectado.
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Se han descrito distintos métodos de clonaje. El mds comun es el método de clonaje por
dilucién limite en medio liquido, en el que los hibridos positivos para la secrecidon del anticuerpo
especifico deseado se diluyen para obtener 10, 5, 1 y 0,5 células por pocillo, asumiendo que
alguno de los pocillos sembrados contendrd clones originados a partir de una sola célula. Para
aumentar la eficiencia de los clongjes se utiliza un sustrato de alimentacion (feeder layer), cuyas
células liberan determinados factores de crecimiento que estimulan la division celular de los
hibridos (Lernhardt y col., 1978). Se suelen utilizar como sustrato timocitos (Lernhardt y col., 1978),

células esplénicas (Levy y col., 1978) o células peritoneales (Hengartner y col., 1978).

Otro método de clongje es en medio semisdlido o agar blando, que utiliza dos capas de
agar. La capa superior, de 0,3% (peso/volumen) contiene las células que se desean clonar, y se
coloca sobre otra inferior, de 0,5% (peso/volumen). En algunos casos se anade una capa de
sustrato de alimentacién (macréfagos, fibroblastos o células 3T3 confluentes) entre las dos capas
de agar. De una a dos semanas después del inicio del clonaje las colonias de células son visibles

y pueden recuperarse para continuar su cultivo en medio liquido.

Otro método de clonaje que cabe mencionar es el realizado con citbmetro de flujo
equipado con un separador celular activado por fluorescencia o FACS® (fluorescence-activated
cell sorter). Con esta técnica, mediante el empleo de anticuerpos monoclonales especificos de
las distintfas poblaciones celulares conjugados con distinfos fluorocromos, o bien utilizando
esferas de Idtex fluorescentes que pueden unirse a antigenos celulares, se pueden aislar células
de una suspensidon heterogénea al inyectarla en el citémetro. Este someterd célula a célula a
una luz ldser y las separard automdticamente en funcién de la fluorescencia emitida (Parks y
col., 1979).

1.3.1.7. Produccion de anticuerpos monoclonales en elevadas concentraciones.

Para la obtencidn de concentraciones elevadas de anticuerpos monoclonales el
fratamiento al que serdn sometidos los hibridomas serd distinto dependiendo de si estos son de

origen murido o humano.

Los hibridomas de ratén clonados se pueden expandir en cultivos en masa. Esta
expansién debe realizarse de manera gradual mediante diluciones sucesivas y comprobando
periédicamente la produccién y la concentraciéon de anticuerpo en los sobrenadantes de los
cultivos, para controlar una posible pérdida de la capacidad de secrecién. Como algunos
hibridos son muy sensibles a las diluciones, puede resultar conveniente utilizar un sustrato de
alimentacion (feeder layer). Las concentraciones de anticuerpos secretados en los
sobrenadantes de los cultivos oscilan entre los 5 y los 50 ug/ml (Goding, 1996). Si las necesidades
de anticuerpos monoclonales son superiores a éstas, puede optarse por otros métodos in vitro o

la produccién de los mismos in vivo.
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En cuanto a las alternativas in vitro (CMPMA, 1999) existen, por ejemplo, los métodos de
cultivo en lotes, los cuales consisten en cultivar el hibridoma en grandes lotes y purificar los
anticuerpos producidos en el sobrenadante del medio de cultivo. Estos métodos hacen
necesarios volimenes muy elevados de medio, que utiliza suero bovino fetal. Este puede ser
retrado cuando la linea es estable, aunque en muchos casos esto no llega a ocurrir. Las
concentraciones de anticuerpos que se obtienen estdn por debajo de los 20 ug/ml cuando la

mayoria de las aplicaciones en la investigacién requieren concentraciones de 0.1-10 mg/ml.

Existen métodos que incrementan la concentracion de oxigeno disuelto en el medio, y
por tanto la viabilidad y densidad de las células, que producirdn mayor cantidad de anticuerpos
aungue nunca pasardn de unos pocos ug/ml. Se han descrito métodos de purificacion vy
concentracién de anticuerpos, pero algunos de ellos producen la desnaturalizacién de los

anticuerpos reduciendo su actividad hasta en un 42% (CMPMA, 1999).

En los sistemas basados en membranas permeables, las células y los anticuerpos
producidos se aislan en una cdmara separada por una membrana de otro compartimento que
contiene el medio de cultivo. Dicha membrana sélo deja pasar los nutrientes y los productos de
excrecién, por lo que los anticuerpos quedan concentrados en la cdmara obteniendo
rendimientos de 10-160 mg. En cuanto a las dificultades técnicas, no son mucho mayores que

con los cultivos por lotes; sin embargo resultan mds caras.

En el caso de los biorreactores se obtienen rendimientos de 500 mg o superiores, pero
suponen el método mds caro y que implica un mayor grado de dificultad técnica, por lo que

sélo se utiliza para producir grandes cantidades de anticuerpos monoclonales.

Para algunos usos, aparte de grandes concentraciones de anficuerpos monoclonales,
también puede requerirse la purificacion de los mismos. Existen varios métodos descritos con este
fin, como son la didlisis del liquido ascitico o los sobrenadantes de cultivos y de biorreactores,
frente a agua destilada para precipitar las inmunoglobulinas o la precipitaciéon de las mismas
con Sulfato de Amonio y posterior didlisis. En ambos protocolos se puede continuar con la
técnica de cromatografia para obtener un producto de elevada pureza (Andrew y col., 2009).
Se emplean mucho las cromatografias de afinidad en columnas de Sepharosa, las de
intercambio idnico en columnas de DEAE (Biogel, Sepharosa y Sephacel) y las de afinidad con
columnas anti-lg-Agarosa. Dado que existen protocolos de purificacion especialmente
indicados para cada molécula de inmunoglobulina, resulta muy Util conocer el isotipo de los

anticuerpos que se pretende purificar.

En referencia a la produccion de anticuerpos monoclonales in vivo, como los
hibridomas, se pueden inyectar en ratones, que desarrollardn un tumor con produccién de
liquido ascitico (Goding, 1996). Cuando se inoculan via intraperitoneal en un raton, las células
del hibridoma se multiplican y producen liguido ascitico en su abdomen. Dicha ascitis se
caracteriza por poseer un gran contenido proteico (de 2 a 10 mg/ml), principalmente debido a

la albumina, pero también a una alta concentracion de anticuerpos. Su concentracion de
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glucosa, sodio y potasio es la misma que la de la sangre. También puede contener células
mesoteliales y linfocitos. El liquido ascitico se encuentra en equilibrio dindmico con la sangre y

presenta un ritmo de infercambio del 80%/hora.

Normalmente se utilizan ratones histocompatibles con los hibridos que se inoculan, de 10
a 12 semanas de edad, ya que ratones mayores producen menores cantidades de anficuerpos
(Tung, 1983). El uso de Pristane (2, 6, 10 14-tetrametil-pentadecano) previo al indculo aumenta la
frecuencia de implantacion de tumor ascitico (Oi y Herzenberg, 1980). Una vez producida la
ascitis, el liquido ascitico se extrae periddicamente por puncidn intraperitoneal, hasta un mdaximo
de fres punciones. Después de cada puncion, este liquido se vuelve a acumular rdpidamente,
con la consiguiente distensién del abdomen. La produccién de ascitis por ratén es de 2 a 10 ml
con una concentracién de anticuerpos de 1 al0 mg/ml aproximadamente (Galfre y Milstein,
1981).

1.3.1.8. Conservacién de hibridomas y de anticuerpos monoclonales.

Durante el proceso de obtencién y clonaje de hibridos productores de anticuerpos
monoclonales, pueden perderse muchas lineas por distintos factores, como el sobrecrecimiento
de hibridos no secretores, contaminacién de los cultivos, etc. Por eso se recomienda la
crioconservacién en nitrégeno liquido de alicuotas de los hibridos en cada una de las distintas
etapas del proceso. Uno de los medios de congelacidon mds empleados es el Dimetil Sulféxido
(DMSQ) diluido al 10% en suero fetal bovino.

Asi mismo, una vez obtenidos los anticuerpos monoclonales, estos pueden conservarse
en distintas medios y distintas condiciones de temperatura dependiendo del caso. En general
son muy sensibles a los ciclos de congelacion-descongelacion, por lo que dicha prdctica
deberd restringirse en la medida de lo posible. Los sobrenadantes de cultivos que contienen
anticuerpos monoclonales pueden almacenarse a 4°C en presencia de 0,1% de azida sédica
(NaNs), que mantiene su estabilidad. Los sueros policlonales de animales inmunizados y los
liquidos asciticos se pueden congelar a -70°C en pequefas alicuotas. Aquellos anticuerpos
monoclonales purificados por el método de precipitaciéon en Sulfato Amdnico se conservan a
4°C en soluciones salinas tamponadas (PBS por ejemplo) entre 1 y 10 mg/ml en presencia de
0.1% de NaNs.

1.3.2. TECNOLOGIAS APLICADAS EN LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Como ya se ha comentado en esta infroduccién, el primer paso necesario para la
generacion de hibridomas consiste en la inmunizacion de un ratén con el antigeno de interés,

del que después se extraerdn los linfocitos B activados. Estas células plasmdticas productoras de
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anticuerpos frente al antigeno inoculado se fusionan con células inmortales de mieloma (células
tumorales inmortales de la médula dsea). Tras seleccionar (en distintos medios selectivos de
cultivo celular) los hibridomas productores de los anticuerpos especificos frente al antigeno
deseado, se cultivardn para producir el anticuerpo monoclonal en elevadas concentfraciones.
Después de una serie de clonagjes, dado que las células que derivan de los hibridomas
seleccionados proceden de una misma célula y por tanto son clones, los antficuerpos que se

recuperan de estos cultivos son monoclonales, lo que garantiza su monoespecificidad.

El uso terapéutico de los anticuerpos de origen murido presenta importantes limitaciones
derivadas de su origen no humano, como por ejemplo una corta vida media en sangre, un
reclutamiento ineficiente de funciones efectoras y ciertos problemas inmunolégicos. En una
proporcién importante de pacientes se desarrolla una respuesta de anticuerpos humanos anti-
inmunoglobulinas murinas (HAMA, del inglés Human Anti Murine Antibodies), provocando en
algunos casos la pérdida de eficacia, y en otros dicha reaccion inmune generalizada (rechazo),

circunstancia ha limitado las aplicaciones terapéuticas de estos anticuerpos.

1.3.2.1. Quimerizacién y humanizacién de anticuerpos monoclonales.

El problema comentado anteriormente ha dado lugar al desarrollo de nuevas
tecnologias de produccidon de anticuerpos monoclonales en las que, utilizando secuencias
génicas hibridas obtenidas gracias a la Ingenieria Genética, es posible sintetizar anticuerpos
monoclonales quiméricos, humanizados o completamente humanos (Kim y col., 2005). Los
procesos de quimerizacién y humanizacién permiten disminuir el rechazo por parte de los
pacientes y el desarrollo de anficuerpos frente a los anticuerpos monoclonales administrados,

garantizando la afinidad y especificidad de unidn de estos Ultimos.

En los anticuerpos quiméricos, las regiones variables e hipervariables (CDR) proceden de
ratén (30 %) y las regiones constantes son humanas (70 %), estructura con la cual se consigue
reducir la respuesta inmune que se produce frente a los anticuerpos muridos. En los antficuerpos
humanizados solamente las regiones CDR de las regiones variables proceden de raton (10 %),
siendo el resto del anticuerpo de origen humano (90 %), y por Ultimo, los humanos son en su

totalidad de origen humano, reduciendo asi el riesgo de producir una respuesta inmune.

A mediados de los anos noventa, con el desarrollo de la Biologia Molecular, se
obtuvieron distintos modelos de ratones transgénicos portadores de genes para la producciéon
de inmunoglobulinas humanas. Dichos genes (fransgenes) posibilitaron el desarrollo de una
extensa bateria de Ls productores de un amplio repertorio de anticuerpos humanos. Estos
modelos animales pueden ser inmunizados con cualquier antigeno vy sus bazos se pueden utilizar
para la obtencién de hibridomas mediante protocolos convencionales, aunque con mayores

dificultades debido a su baja productividad.
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1.3.2.2. Presentacion de anticuerpos en superficie de fagos (Phage-Display).

Dada la dificultad para obtener hibridomas de anticuerpos humanos, se desarrollaron
otras tecnologias alternativas para la produccion de los mismos, incluyendo la produccién de
fragmentos de anticuerpos mediante la tecnologia Phage-Display y su expresidn en Escherichia

coli u otfras células (Figura 1.13.).

El fago M13 es un tipo de bacteridfago ampliamente empleado para la produccion de
anticuerpos monoclonales. Mediante técnicas de Ingenieria Genética, se producen fagos
recombinantes que expresan en su cubierta la proteina codificada por el ADN insertado (ADN
codificante para un anticuerpo). Cuando un fago recombinante infecta a una bacteria, se
producen nuevos fagos que expresan en su superficie los anticuerpos de interés. Al ponerse en
contacto con el antigeno conocido, los fagos portadores de anticuerpos en su cubierta son
capaces de unirse al mismo, y asi son seleccionados y empleados nuevamente para infectar

nuevas bacterias con el fin de producir nuevos virus portadores de anficuerpos.

Normalmente, sélo se inserta el ADN correspondiente a los segmentos de los dominios
variables de los anticuerpos que son los Ultimos responsables de la unidn con su antigeno
especifico. Estos pequenos fragmentos de anticuerpos se denominan fragmentos variables de

cadena Unica o scFv (single-chain Fv) (Smith, 2005).

A
Etapa 1: Generaciéon de 4 ' Etapa 2: Seleccion de
fagos recombinantes. & fagos que expresan el
. anticuerpo de interés
y 2
Antigeno -
Coleccion de fagos
recombinantes
\ 4
Etapa 3: Replicacion |
enE. coli >
Etapa 4:

Produccién de
anticuerpos

Figura 1.13. Tecnologia de produccién de anticuerpos mediante Phage Display. Modificado de (Brekke y

Sandlie, 2003).
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En la actudlidad, para el empleo de esta tecnologia, se utilizan fagdmidos, es decir,
vectores plasmidicos pequenos formados por una construccion genética artificial diseshada con
el gen lll del fago M13, secuencias necesarias para la infeccidn correcta de E. coli, y un lugar
concreto de insercién para la secuencia de ADN del anticuerpo de interés (Hoogenboom y col.,
1991). Mediante esta tecnologia, se han creado amplias colecciones de fragmentos de
anticuerpos variables para numerosos antigenos (drogas, tdxicos, moléculas implicadas en el
desarrollo del cdncer, enfermedades autoinmunes..)] que se denominan bibliotecas de
fragmentos de anticuerpos o genotecas de expresion de fagos (Janeway y col., 2000). Con
estas bibliotecas de anticuerpos es posible generar anticuerpos completamente humanos para

sU uso terapéutico.

1.3.2.3. Tecnologia del Ribosoma Display (Ribosome Display).

Ribosome Display es una tecnologia de produccién de fragmentos de anticuerpos
monoclonales basada en su sintesis in vitro a través de los ribosomas, sin emplear células como

“factorias” de produccién de estas glicoproteinas (Figura 1.14.).

Etapa 5: Etapa 1:
RTPCR m Transcripcién .
ARNM Etapa 2:
ADN fragmento de anticuerpo Traduccion

ARNm

. A An’rlgeno
Q . Etapa 4

Etapa 3:

Seleccion Ribosoma

Disociacion

Fragmento anticuerpo
emergente

Complejo
estabilizado

Figura 1.14. Generacion de fragmentos de anticuerpos y bibliotecas mediante la tecnologia Ribosoma
Display. Modificado de http://www.cambridgeantibody.com/ home/ drug_development /core_technologies
/ribosome_display.

Primero se aislan los genes que codifican para los anticuerpos a partir de células
humanas. Mediante la técnica de la PCR estos genes se copian, obteniendo gran canfidad de
material genético de dichos anticuerpos. Posteriormente se procede a la transcripcion del ADN
obtenido, y las moléculas de ARN mensajero (ARNm) que se producen se incuban junto con
ribosomas aislados (Ruiz y col., 2007). Gracias a la lectura que realizan los ribosomas del ARNm,
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los fragmentos de los anficuerpos son sinfetfizados, formando un complejo ribosoma-ARNmM-
anficuerpo que se estabiliza in vitro. Al poner en contacto el complejo con la diana
seleccionada, se aisla el anticuerpo que la reconoce especificamente. A partir del complejo y
mediante la técnica RT-PCR (reaccidén en cadena de la polimerasa reversa), es posible obtener

sU secuencia génica para sucesivos clonajes.

El empleo de esta tecnologia ofrece como ventaja que el sistema de produccién de
anticuerpos no depende del uso de células o fagos ni de las limitaciones que pudiesen surgir al
emplear organismos vivos. Ademds, mediante este procedimiento es posible desarrollar multitud
de complejos ribosoma-ARNm-anticuerpo, generando grandes colecciones o bibliofecas de

anticuerpos al igual que se expone en la tecnologia Phage-Display

1.3.2.4. Nuevas estrategias para la producciéon de anticuerpos monoclonales.

Una nueva via en fase de investigacion es la alternativa que ofrecen las plantas para la
produccién de anticuerpos monoclonales. La produccion de anticuerpos, tanto en cultivos de
células vegetales como en plantas, ofreceria ciertas ventajas como el aumento de

productividad y la reduccién de costes.

Actualmente existen varios esfudios que utilizan diversas especies de plantas como
“factorias” de produccién de anticuerpos. Entre las especies empleadas se encuentran la
planta del maiz, el arroz, la planta del tabaco, Arabidopsis thaliana y Lemna minor. A través de
esta estrategia de produccién se han conseguido producir diferentes proteinas terapéuticas,
incluidos los anticuerpos (Fox, 2006) y fragmentos de anficuerpos recombinantes, que se
encuentran en diferentes fases de desarrollo, algunos de ellos en la fase de ensayo clinico. Entre
sus aplicaciones terapéuticas se pueden resaltar el tfratamiento de algunos tipos de cdncer,

infeccién por herpes y vacunacién de animales (Ruiz Galdn y col., 2005).

Investigaciones recientes han demostrado que el desarrollo de antficuerpos en la
peguena planta acudtica Lemna minor ofreceria ciertas ventajas de produccién, derivadas del
bajo coste que ello supondria, asi como una mejora en ciertas propiedades de los anticuerpos
(Cox y col., 2006). Asi mismo, ha sido posible producir en Arabidopsis thaliana (una especie de
crucifera nativa de Europa y Asia) anticuerpos frente al virus de la hepatitis A tan efectivos como

los obtenidos por ofras técnicas (Van Droogenbroeck y col., 2007).

1.3.2.5. Bibliotecas de anticuerpos.

Gracias a la generacién de grandes bibliotecas de anticuerpos, que contienen las
secuencias de billones de fragmentos de anticuerpos humanos diferentes, se garantiza el

aislamiento y la produccién de los mismos para casi cualquier molécula diana (Ruiz y col., 2007).
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La base del procedimiento de obtenciéon de estas bibliotecas es la generacién de
multiples fagos recombinantes que contengan una gran variabilidad en los genes de las
inmunoglobulinas, mds concretamente en las regiones variables, responsables del

reconocimiento de epitopos de antigenos.

Las bibliotecas de fragmentos de anficuerpos pueden generarse de diversas formas,
dando lugar a diferentes tipos de ellas, que se distinguen entre si por la manera de obtener la

secuencia génica, asi como por su procedencia:

- En una biblioteca inmune, los genes de los anficuerpos deseados corresponden a
anticuerpos generados en linfocitos B maduros que han sido expuestos al antigeno

en un individuo inmunizado.

- Las bibliotecas naive contienen los genes de los anticuerpos deseados los cuales
corresponden a linfocitos B que no han sido expuestos a antigeno, es decir, de un

individuo no inmunizado.

- Por otro lado, en las bibliotecas sintéticas se encuentran genes con secuencias
construidas  artificialmente  mediante ingenieria genética con oligonucledtidos
sintéticos y que codifican para las regiones variables de los anticuerpos. En el caso
de las bibliotecas semisintéticas los genes de los anticuerpos deseados
corresponden a construcciones de secuencias de oligonucledtidos artificiales que
codifican para regiones CDR (Ultimas responsables de la unién con el antigeno) y
gue mediante técnicas de ingenieria genética se han insertado en genes de las

regiones variables de los anticuerpos.

1.3.3. TECNOLOGIAS PARA LA MEJORA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Un nimero considerable de péptidos y proteinas con actividad terapéutica presentan
limitaciones en su uso debido a su alta toxicidad cuando se administran por via sistémica, o bien
a causa de la inactivacién o degradacién que experimentan una vez inoculados al paciente.
Mediante técnicas de Biologia Molecular, se puede lograr la conjugacion de estas moléculas
con anticuerpos, pudiéndose asi paliar estos problemas al dirigirlas especificamente a su diana
terapéutica, optimizando su efecto y su actividad (Mc Carron, 2005). En general, los anticuerpos
monoclonales conjugados con ofras moléculas resultan mds efectivos como agentes
terapéuticos, teniendo en cuenta que no todos los pacientes responden igual a este tipo de

terapia (Sharkey y Goldenberg, 2006).

Una estrategia para aumentar la eficacia terapéutica de los anticuerpos monoclonales
consiste en su unién con agentes tdxicos (que asi disminuyen su toxicidad), formando las
denominadas inmunotoxinas. El mecanismo de accién de las inmunotoxinas es debido a la
localizacidon que redliza el anticuerpo de su diana especifica, su internalizacién y la posterior

destruccion celular por accién de la toxina. El mayor efecto terapéutico para estas moléculas se
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ha observado en el fratamiento de tumores hematoldgicos, aunque también se han detectado
diversas limitaciones, como su elevado coste de produccién y la respuesta inmune que se
puede desencadenar en el organismo hacia las toxinas (Kreitman, 2006). No obstante las
inmunotfoxinas han logrado resultados prometedores en estudios realizados en laboratorio (Ruiz y
col, 2007).

Mediante la estrategia denominada ADEPT (Anfibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy)
se reduce el riesgo de toxicidad sistémica. Esta se basa en el uso de anticuerpos monoclonales
conjugados con enzimas activadoras de determinadas toxinas o fdrmacos. A través de esta
aproximacién, los anticuerpos con especificidad para reconocer células tumorales se unen a
ellas. Posteriormente se administra una pretoxina o un farmaco inactivo (profdrmaco) que se
activa solamente en aquellas células cancerosas donde previamente se ha unido el anticuerpo-

enzima (Sharkey y Goldenberg, 2006).

Otra nueva estrategia terapéutica consiste en la conjugacion de anticuerpos
monoclonales con isdtopos radiactivos o radioisétopos. La aplicacidén mds clara para este tipo
de conjugados es el fratamiento del cdncer: mediante el reconocimiento que readliza el
anticuerpo especifico sobre las células tumorales, se intenta hacer llegar de forma selectiva la
dosis de radiacién terapéutica adecuada para su destruccién. Ademds se reduce el tiempo de
circulacion y la toxicidad sobre las células sanas del organismo. Para lograr la mayor eficiencia,
se ufilizan fragmentos de anticuerpos tales como los scFv o los Fab, que muestran menor tiempo
de permanencia en sangre y, por tanto, evitan la contfinua exposicion al radioisdtopo por parte
del resto de los érganos del cuerpo, aungue la actividad terapéutica en este sentido es menor

que la que muestran los anficuerpos completos (Sharkey y Goldenberg, 2006).

Por otra parte, existen anticuerpos biespecificos, que son inmunoglobulinas construidas
artificialmente, en las cuales los dos sitios de unidn que presenta el anticuerpo frente al antigeno
poseen especificidades diferentes. Se han disefado anticuerpos biespecificos destinados a
dirigir toxinas, radiocisétopos, enzimas, antigenos, citoquinas y drogas citotdxicas. Este tipo de
anticuerpos son prometedores en el campo de la oncologia en combinacién con la
administracién de radioisdtopos. El anticuerpo reconoce por una parte la célula tumoral y por
otra el isétopo radioactivo suministrado posteriormente. Ensayos preclinicos muestran que esta

estrategia fiene un alto rendimiento (Sharkey y Goldenberg, 2006).

Asi mismo, también existe un gran interés en el empleo de citoquinas conjugadas con

anticuerpos (inmunocitoquinas) como agentes terapéuticos para el fratamiento de tumores.

1.3.4. ANTICUERPOS MONOCLONALES TERAPEUTICOS.

Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales hacen de ellos unos agentes

terapéuticos prometedores ahora que, gracias a los avances experimentados en la Protedmica
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y la Gendmica, ha sido posible identificar y caracterizar nuevas moléculas diana que
desempenan funciones importantes en el desarrollo de ciertas enfermedades autoinmunes,
viricas e incluso oncoldgicas. Asi mismo, la mejora de las tecnologias de produccién de
anticuerpos monoclonales y fragmentos de dichos anticuerpos que permiten su produccién a

gran escala, hacen viable su utilizacién como productos farmacéuticos (Prete y col., 2005).

Hasta el desarrollo de los anticuerpos monoclonales en el ano 1975, el uso de los
anticuerpos en diagndstico y/o terapia se centraba Unicamente en la utilizacidon de sueros
inmunes convencionales. Como ya se ha mencionado con anterioridad, estos sueros
policlonales obtenidos a partir de distintas especies animales contienen, entre otros muchos
compuestos, una mezcla de anticuerpos producidos por distintos clones de linfocitos B activados
(células plasmaticas). Estos anticuerpos reconocen en mayor o menor medida el antigeno, pero
cada uno de ellos con distinta especificidad y afinidad cada uno de ellos. En cambio, los
anticuerpos monoclonales los produce una Unica célula plasmdtica y sus clones son especificos

de un solo epitopo (son monoespecificos).

Debido a la especificidad de unidén que poseen estos anticuerpos, se emplean en la
localizaciéon y eliminacidn de patdgenos infecciosos. También se utilizan como terapia en la
deteccién de células concretas del organismo, como por ejemplo células tumorales, incluso en
la inhibicién de procesos inflamatorios. El efecto terapéutico de los anticuerpos monoclonales se
debe por una parte a sus propiedades naturales como efectores de la respuesta inmune y por
ofra a que pueden tener efectos derivados de la naturaleza de la diana, bloqueando la
actividad de moléculas como las citoquinas o factores de crecimiento, o como ya se ha
comentado anteriormente, empledndose como transportadores de fadrmacos, toxinas, enzimas

0 isdtopos.

Desde que en Estados Unidos la FDA (Food and Drug Administration) aprobd en 1986 el
primer anticuerpo monoclonal para el fratamiento del rechazo del transplante de rindn (Colvin y
Preffer, 1991), estos han sido empleados en terapia para el fratomiento de otras diversas
enfermedades. Los anficuerpos monoclonales aprobados hasta la fecha tienen aplicaciones en
dreas diversas como el cdancer, las enfermedades autoinmunes e inflamatorias crénicas vy el
fratamiento del rechazo en los transplantes. Actualmente, existe un elevado niumero de
anticuerpos monoclonales terapéuticos en diferentes fases de desarrollo e investigacion. En
general, las dianas terapéuticas reconocidas por estos anticuerpos son virus, células tumorales,
cifoquinas, factores de crecimiento u otros anficuerpos responsables de enfermedades

autoinmunes.

Las enfermedades autoinmunes son consecuencia de una respuesta incorrecta del
sistema inmune hacia los propios tejidos. Existen diferentes patologias autoinmunes que son
susceptibles de tratamiento con anficuerpos monoclonales como la artritis reumatoide, la

psoriasis, la enfermedad de Crohn o la esclerosis multiple.
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Los anticuerpos monoclonales también se utilizan en el fratamiento de enfermedades
pulmonares como el asma alérgica persistente y en la profilaxis de la enfermedad infecciosa
causada por el virus respiratorio sincitial (SRV) en nifos. También se estdn desarrollando
antficuerpos monoclonales para el fratamiento de ofras infecciones por virus como el de la
hepatitis B, la infeccién respiratoria por el metapneumovirus, la hepatits C, el virus de la
inmunodeficiencia humana adquirida (VIH) y el virus del papiloma humano, asi como para el

fratamiento y la prevencién del dntrax.

El mayor nUmero de anticuerpos monoclonales comercializados actualmente se utilizan
en la terapia contra el cdncer gracias a la identificacién de numerosos antigenos que se
sobreexpresan en las células tumorales y que sirven como diana terapéuticas. Los anticuerpos
monoclonales se ufilizan combinados con quimioterapia y radioterapia para aumentar su efecto
antitumoral. Actualmente existe terapia con anticuerpos monoclonales para el tratamiento de

enfermedades malignas de tipo hematoldgico y tumores sdlidos como los de colon y mama.

En el frasplante de érganos es necesario regular el sistema inmune del receptor con la
finalidad de prevenir y tratar el rechazo del érgano donado y detectado como “extrano™. Para
evitar esta respuesta la estrategia terapéutica mds comin consiste en inmunodeprimir al
receptor mediante fdrmacos inmunodepresores y mediante anticuerpos que reconocen
especificamente los distintos receptores en la membrana de los linfocitos implicados en la
respuesta inmune, atenuando su accidén en el rechazo. Existen en el mercado anticuerpos

monoclonales para la inmunomodulacién en el trasplante de rindn, higado y corazén.

Finalmente, también se utilizan anticuerpos monoclonales para la prevencion de la
isqguemia cardiaca debida a la formacién de tfrombos en intervenciones coronarias, para el
fratamiento de la degeneracién macular y enfermedades neurodegenerativas como el

Alzheimer o la distrofia muscular.
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2. OBJETIVOS.

La nosemosis es una enfermedad comuUn que afecta a las abejas de todo el mundo y
que estd causada por los microsporidios Nosema apis y Nosema ceranae. En Espaia, esta Ultima
especie resulta mds patogénica que N. apis cuando parasita a Apis mellifera (la abeja de la miel
europeaq), con el agravante de que las abejas infectadas con N. ceranae no presentan signos
clinicos externos de enfermedad. La presencia de N. ceranae se ha relacionado con los
colapsos de colmenas sucedidos en Europa y se considera a esta especie como uno de los
posibles agentes causantes del Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas. Estos
antecedentes ponen de manifiesto la importancia del desarrollo de técnicas de deteccidn que
permitan el diagndstico diferencial de las dos especies de N. apis y N. ceranae de una manera

efectiva y répida.

La morfologia de las esporas de N. apis y N. ceranae es muy similar, y su diferenciaciéon
resulta dificil incluso para el personal experimentado. Habitualmente su diagndstico se realiza
mediante técnicas moleculares como la PCR mudltiple, que permiten su diferenciacién. Sin
embargo, esta técnica resulta cara y poco accesible para muchos laboratorios, por lo que el
objetivo principal de este trabagjo se basa en la obtencidn y caracterizacion de anticuerpos
monoclonales frente a N. ceranae y N. apis, que permitan el desarrollo de técnicas de
diagndstico répidas, especificas y sensibles que sirvan para identificar la presencia de sus
esporas en muestras de colmenas mediante IFl. Ademds de su aplicacién diagndstica, dichos
anticuerpos monoclonales, mediante su utilizacién en técnicas como ELISA, Western Blot y MET,
podrdn servir como herramientas para la caracterizacién de antigenos destinados a la
bUsqueda de dianas terapéuticas que permitan instaurar estrategias farmacoldgicas mds

adecuadas para el tratamiento de estos pardsitos.
Por tanto, se proponen los siguientes objetivos concretos:

e Obtencién y caracterizacién de anticuerpos monoclonales muridos frente a N. apis y N.
ceranae, especificos de género y de especie, aplicables para el diagndstico de las

nosemosis en las abejas de la miel (Apis mellifera).

e Desarrollo de una técnica de IFl para la deteccion y el diagnéstico diferencial de los
microsporidios N. apis y N. ceranae, Ufiizando los anficuerpos monoclonales

previamente obtenidos y caracterizados en el laboratorio.

e Validacion de la técnica de IFl mediante un estudio comparativo con otras técnicas de
diagndstico utilizadas actualmente (microscopio de contraste de fases y PCR Multiplex)
en el Centro Apicola Regional de Marchamalo (Castilla La Mancha), laboratorio de

referencia para la identificacién de estas especies de microsporidio en Espaia.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A N. ceranae Y N. apis.

3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Para la realizacién de los distintos estudios llevados a cabo en este frabajo se utilizd el

siguiente material biolégico:

3.1.1.1. Esporas.

Se utilizaron esporas de Nosema ceranae y Nosema apis suministradas por el Cenfro
Apicola Regional de Castilla La Mancha, Espaia (CAR). Estas esporas se aislaron en dicho centro
a partir de colmenas de abejas (Apis mellifera) infectadas por estos dos pardsitos, tanto de
forma natural como experimental. Para su obtencidon se disecciond el tracto intestinal de las
abejas infectadas, que se triturd y se macerd en agua destilada. La identificacion de ambas
especies se realizé utilizando microscopia en confraste de fases y/o PCR multiple (Martin-
Hernandez y col., 2007). Dichas esporas se purificaron y trataron (apartado 3.1.2.1.) para la

posterior inmunizacién del modelo animal.

Para el estudio de reacciones cruzadas se utilizaron ademds ofras esporas de distintas
procedencias: las esporas de Enterocytozoon bieneusi se aislaron en las muestras fecales de un
paciente inmunocomprometido (del Aguila y col., 1997). Las de Encephalitozoon cuniculi
pertenecen a la cepa USP Al aislada en el laboratorio de parasitologia de la Universidad San
Pablo-CEU. Asi mismo se utilizaron la cepa CDCV297 de Encephalitozoon intestinalis y la cepa
CDCV257 de Encephadalitozoon hellem. Las de Ancadaliia algerae fueron suministradas por la Dra.
Elizabeth S. Didier, del Tulane National Primate Research de Nueva Orleans. Por Ultimo, las
esporas de Vittaforma corneae fueron cedidas por el Dr. Visvesvara, Centers for Disease Conftrol
and Prevention (CDC, Atlanta, EE.UU.).

3.1.1.2. Modelo animal.

Para la obtencién de anticuerpos policlonales se utilizaron como modelo animal
hembras de conejo de la raza Nueva Zelanda de 2 - 2,25 kg de peso, mantenidas en animalario

en condiciones de aislamiento.
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3.1.1.3. Muestras de colmenas.

Con el objetivo de validar el método de IFl para el diagndstico de N. ceranae
empleando el anticuerpo policlonal obtenido frente a N. ceranae, se realizd un estudio ciego
sobre un total de 180 muestras procedentes del Centro Apicola Regional (CAR). Cada muestra
estaba constituida por un homogenizado de abejas de la colmena correspondiente. Se
utilizaron colmenas infectadas con N. ceranae, con N. apis, coinfectadas con las dos especies
simultdneamente v libres de infeccidn, las cuales sirvieron como control negativo del estudio. En
todas las muestras se habia estudiado previamente la presencia o ausencia de N. ceranae y N.
apis mediante microscopia éptica con contraste de fases y mediante técnicas moleculares
(PCR multiple).

3.1.2. METODOS.

3.1.2.1. Purificacién y tratamiento de las esporas.

Para la seleccion de las esporas de entre el resto de los componentes presentes en los
macerados de abejas infectadas que se recibieron en el laboratorio (apartado 3.1.1.1.), éstos se
sometieron a un proceso de purificacion en Percoll (Sigma Cat. n° P4937). Para ello, cada

macerado se lavd en PBS 1x centrifugando a 2500 rpm durante 15 minutos.

a) Tamizado.

En los casos en los que fue necesario, el macerado se pasd por un tamiz con una luz de
malla de 10 um y con ayuda de PBS 1x, para refirar la mayor canfidad de residuos posible. Se
realizbé un recuento de las esporas del tamizado en cdmara de Neubauer. Las diluciones para el
recuento se redlizaron en Azul Tripdn al 0,4 % (Sigma Cat. n° T8154). El resto de macerado
retenido por el tamiz se recogié en tubos aparte y se almacend a 4 °C por contener algunas

esporas.

b) Purificacion.

El macerado (tamizado o no), se concentrd en 2 ml de PBS 1x mediante su
centrifugacién (2500 rpm, 15 minutos) y posterior resuspension. A continuacién se dispuso sobre
una fase de 40 ml de Percoll isoténico al 95 % en PBS 1x con cuidado de no romper la interfase.

Se centrifugd a 15000 g (11000 rpm) durante 45 minutos sin freno. Una vez centrifugadas, las
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esporas en una banda préoxima al fondo del tubo, se recogieron con una pipeta Pasteur. Para
refirar el Percoll que hubiera podido quedar entre ellas, se lavaron fres veces en PBS 1x. En
algunos casos parte de las esporas pueden quedar en la fase superior de Percoll, por lo que ésta

fase no se elimind sino que se separd en otro tubo que se aimacend a 4°C para su examen.

c) Tratamiento.

Las esporas limpias se resuspendieron en un tampdn de fratamiento (1000 Ul/ml de
Penicilina/Estreptomicina; 100 ug/ml de Gentamicina y 12,5 uyg/ml de Anfotericina B diluidos en
PBS 1x) en el que se mantuvieron a 37 °C durante 48 horas, cambiando el tampdn a las 24 horas
y agitando con vortex dos veces al dia. Pasados los dos dias las esporas se pasaron a un tampon
de mantenimiento (100 Ul/ml de Penicilina/Estreptomicina; 5 ug/ml de Gentamicina y 1 ug/ml de
Anfotericina B diluidos en PBS 1x) y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Se realizdé un nuevo
recuento de las esporas en la muestra resultante, para calcular su concentracion final y el

rendimiento de la purificacion.

Una vez purificadas y fratadas, las esporas se utilizaron en los distintos protocolos llevados
a cabo en este estudio: inmunizacién del modelo animal (apartado 3.1.2.2.) y fitulacién de

sueros policlonales (apartado 3.1.2.4.).

3.1.2.2. Protocolos de inmunizacion y sangrado del modelo animal.

Las esporas purificadas y tratadas se inocularon en la vena marginal de la oreja de los
conejos Nueva Zelanda. La dosis inicial fue de 107 esporas suspendidas en 1 ml de PBS
estéril/conejo, realizando en los dias sucesivos dosis de recuerdo de la misma concentraciéon

(Tablas 3.1.y 3.2.).

Asi mismo, las pautas de sangrado para la obtencién de suero policlonal se realizaron el
dia 0 (el del primer indéculo) y en los dias sucesivos durante los que se llevd a cabo la
inmunizacion, obteniendo en cada uno de 20 a 30 ml de sangre (Tablas 3.1. y 3.2.). La Ultima
sangria consisti® en un sangrado a muerte del animal via cardiaca, previa administracién de
anestesia (dosis intravenosa de 3 mg/kg de xilacina y 10 mg/kg de ketamina), obteniendo unos

40 ml de sangre por conejo.

Se utilizaron dos lotes distintos de animales inmunizados con N. apis y N. ceranae,

siguiendo el calendario de inmunizacién y sangrado que se muestra en las Tablas 3.1.y 3.2.

En el caso de los conejos inoculados con esporas de N. apis (Lote n°2, Tabla 3.2.), se
suspendid la inmunizacién en el segundo indculo, ya que estudios simultdneos mostraron

reaccion cruzada con N. ceranae (apartado 4.1.1.3.a., Tablas 4.4.y 4.5.).
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Tabla 3.1.1. Protocolo de inmunizacién de los conejos inoculados con esporas de N.
ceranae (Lote n° 1:).

INOCULACION/SANGRIA

n°o0 n°1 n°2 n°3 n°4 n°5s n°é

. Dia postinéculo 0 29 44 71 116 161 203
Conejo 1 , p

Dia Sangria 0 21 63 153 181 223 NR

. Dia postinéculo 0 18 63 105 148 237 NR
Conejo 2 ; B

Dia Sangria 0 55 83 124 259 286 NR

NR = No realizado.

Tabla 3.1.2. Protocolo de inmunizacién de los conejos inoculados con esporas de N. apis

(Lote n° 2).
INOCULACION/SANGRIA
n°0 n°1 n°2 n°3 n°4 n°5 n°é
Conejo 3 Dia,posﬁnécfulo 0 25 NR NR NR NR NR
Dia Sangria 0 48 NR NR NR NR NR
Conejo 4 Dia ,posﬁnécfulo 0 25 NR NR NR NR NR
Dia Sangria 0 48 NR NR NR NR NR

NR = No realizado.

Todos los protocolos de inmunizacion y sangrado se llevaron a cabo en el Servicio de
animalario y Cirugia Experimental de la facultad de Farmacia de la Universidad San Pablo-CEU
(SVA-USP-CEU n° de Registro Europeo: ES 280220000015) y siguiendo las normas establecidas por
el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre que transcribe la Directiva europea 86/609/CEE.

3.1.2.3. Procesado de la sangre para la obtencién del suero policlonal.

Para la obtencién de los sueros policlonales la sangre extraida al lote de animales
inmunizados se dejo reposar unas horas a 4 °C vy, una vez formado el codgulo, se centrifugd a
2500 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El suero se separd con micropipeta y se fracciond,

almacendndose a -20 °C para su posterior andlisis.

3.1.2.4. Titulacién de los sueros policlonales.

Con el fin de observar la evolucién en la produccién de anticuerpos, después de cada

sangria y antes de la siguiente inmunizacién (Tablas 3.1. y 3.2.), los sueros policlonales obtenidos
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se fueron titulando mediante la técnica de IFl. Todos los sueros se titularon tanto frente a N. apis

como a N. ceranae para detectar posibles reacciones cruzadas entre ambas especies.

a) IFl para la titulacién de los sueros policlonales.

La técnica de IFl se redlizé siguiendo el método descrito por Visvesvara y col. en 1995,

con algunas modificaciones (Visvesvara y col., 1995).

Se tapizaron portaobjetos de 10 pocillos (Biomérieux Cat. n°® 75 751) con 5 pl/pocillo de
una suspensidn de esporas control de N. ceranae para las titulaciones, o de N. apis para el
conftrol de las posibles reacciones cruzadas, a una concentracion de 107 esporas/ml. Los portas,
una vez secos a temperatura ambiente, se fijaron en metanol-acetona (1:1) durante un tiempo
minimo de 10 minutos. Pasado este tiempo se dejaron secar de nuevo a temperatura ambiente

y se conservaron a -20 °C.

Sobre los portaobjetos previamente tapizados, se anadieron 20 pl/pocillo de distintas
diluciones de los sueros policlonales obtenidos en las sangrias. Estas diluciones se realizaron por
duplicado, partiendo de la dilucién 1/100 hasta la 1/12800 y utilizando PBS 1x como diluyente. Se
incubaron en una cdmara hiumeda a 37 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo se retird el
suero de los portaobjetos mediante tres lavados de 10 minutos, con agua destilada y agitacion

suave.

Una vez que los portas se secaron a femperatura ambiente, se anadieron 20 pl/pocillo
del anticuerpo secundario anti-conejo marcado con isocianato de fluoresceina (Sigma Cat. n°
F-9887) diluido 1/800 con Azul de Evans al 0,2 % en PBS 1x. La incubacion del conjugado, asi
como los lavados de los portas, se realizaron en las mismas condiciones que el anficuerpo
primario (los sueros policlonales), aunque en éste caso todos los pasos se redlizaron en

oscuridad.

Los portaobjetos se montaron con PVA (Alcohol Polivinilico) y se leyeron en oscuridad en
el microscopio de fluorescencia con luz UV (excitacién a 490 nm y emisién a 514 nm de longitud

de onda).

3.1.2.5. Estudio de reacciones cruzadas de los sueros policlonales.

a) IFl para el estudio de reacciones cruzadas frente a la especie heteréloga de Nosema.

De manera simultdnea a las titulaciones de los sueros obtenidos, se realizé un estudio de
reacciones cruzadas frente a los dos pardsitos de Nosema que se encuentran en las abejas. Asi,
los sueros de los conejos inoculados con N. apis se probaron frente a N. ceranae vy los de los

conejos inmunizados con N. ceranae, frente a N. apis.
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El procedimiento llevado a cabo fue el mismo que se ha descrito para la fitulacion de

los sueros policlonales (apartado 3.1.2.4.a.).

b) IFl para el estudio de reacciones cruzadas frente a otros géneros de microsporidios.

Una vez determinado el fitulo de los sueros policlonales, se realizé un estudio de

reacciones cruzadas frente a otfras especies de microsporidios mediante IFl.

Los portaobjetos se tapizaron con 5 ul/pocillo de una suspensidbn de esporas de
Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem, Enterocytozoon
bieneusi, Vittaforma corneae o Ancaliia algerae. La concentracion de tapizado fue de 107

esporas/ml. Los métodos de fijacién y almacenaje de los portaobjetos tapizados fueron los

mismos que se han descrito en el apartado 3.1.2.4.0.

Como anticuerpo primario se anadieron las diluciones del suero policlonal obtenido. En
este caso se utilizd el suero procedente de la Ultima sangria del Conejo 1. Se emplearon las
diluciones 1/800, 1/1600, 1/2000 y 1/2400 previamente elegidas en la titulacién del mismo
(apartado 4.1.1.2., Tabla 4.2.).

Salvo estas excepciones, la metodologia llevada a cabo para la redlizacién de la

inmunofluorescencia fue la misma que la descrita con anterioridad en el apartado 3.1.2.4.a.

3.1.2.6. Diagnéstico de N. ceranae utilizando los anticuerpos policlonales.

Con el fin de validar el método de IFl para el diagndstico de N. ceranae empleando el
anticuerpo policlonal frente a N. ceranae, ésta técnica se utilizd sobre un total de 180 muestras
procedentes del Centro Apicola Regional (CAR). En todas las muestras se habia estudiado
previamente la presencia o ausencia de N. ceranae y N. apis mediante microscopia éptica con
confraste de fases y mediante técnicas moleculares (PCR multiple) como se ha indicado en el

apartado 3.1.1.3.

a) Tratamiento de las muestras de colmenas.

Con el fin de garantizar muestras con una concentracion de esporas adecuada para el
tfapizado de los portaobjetos vy libres de residuos y artefactos que pudieran interferir la lectura de
la IFl, las partes alicuotas de los homogeneizados se observaron en el microscopio éptico para
determinar la cantidad de esporas que contenian, asi como para detectar la presencia o
ausencia y la cantfidad de residuos tales como polen, restos de abeja, etc. Las esporas con

muchos residuos y una elevada carga de esporas se diluyeron 1/2 con formalina. En las muestras
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con una baja carga de esporas, se procedid a la separacién de los residuos por sedimentacion
de los mismos. Las muestras que no presentaron apenas residuos se utilizaron directamente (sin
diluir) para el tapizado de los portaobjetos. Las partes alicuotas procesadas para su utilizacién en
los tapizados se almacenaron a 4 °C mientfras que las directamente procedentes de los

homogeneizados se mantuvieron congeladas a -20 °C.

b) IFl para el diagndstico de N. ceranae utilizando los anticuerpos policlonales.

Para llevar a cabo este estudio, los portaobjetos se tapizaron con las 180 muestras de
colmenas previamente procesadas (apartado 3.1.1.3.). En cada uno de los portaobjetos
ademds se tapizaron pocillos con esporas purificadas de N. ceranae y N. apis que sirvieron
como control positivo y negativo. Para la fijacién y la conservacién de los portaobjetos
tapizados se emplearon los métodos descritos anteriormente (apartado 3.1.2.4.a.). Para la
realizacién de la técnica de inmunofluorescencia indirecta se siguié la misma metodologia
descrita en dicho apartado utilizando como primario 20 ul/pocillo del antficuerpo policlonal anti-

N. ceranae (Ultima sangria del Conejo 1) diluido en PBS 1x ala 1/1600.

3.1.2.7. Andlisis estadistico de los resultados.

Se compararon los resultados obtenidos de las 180 colmenas mediante la técnica de IFI
desarrollada con el anticuerpo policlonal anti-N. ceranae, con los resultados obtenidos vy
facilitados por el CAR, mediante microscopia de contraste de fases, asi como con la técnica de

biologia molecular de la PCR multiple (Martin-Hernandez y col., 2007).

Como base del andilisis estadistico se ufilizd el programa EPIDAT 3.1 (Vidal y col., 2004),
con el que se redlizé un Test Diagndstico para poder comparar la sensibilidad y la especificidad
de nuestra técnica de IFl con respecto a las otras dos técnicas. La técnica de PCR, utilizada
como técnica de rutina en el CAR (centro de referencia para el diagndstico de estos pardsitos

en Espana), se consideré como patrén de oro.

Como complemento al test diagndstico y para dar una mayor robustez al estudio
estadistico se realizd en paralelo un andlisis de concordancia de los resultados obtenidos por las
distintas técnicas, utilizando el método estadistico Kappa de Cohen, que fue interpretado segin
la escala elaborada por Altman (Altman, 1991). Asi mismo, se llevd a cabo una comparacion de
proporciones mediante el método de Chi cuadrado. Ambos andlisis se ejecutaron con el
programa estadistico PASW 18 (IBM SPSS).
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3.2. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A N. ceranae.

3.2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Para la obtencién de los anticuerpos monoclonales objeto de este estudio se utilizd el

siguiente material biolégico:

3.2.1.1. Esporas.

Se utilizaron las esporas de Nosema ceranae y Nosema apis provistas por el CAR (Centro
Apicola Regional de Castilla La Mancha, Espaia), que fueron obtenidas e identificadas segun la

metodologia descrita previamente en el apartado 3.1.1.1.

Una vez en el laboratorio, dichas esporas se purificaron y tfrataron (apartado 3.1.2.1.)
para su utilizacién en los distintos protocolos llevados a cabo en este estudio (obtencion de
antigeno soluble, inmunizacién del modelo animal, seleccidn de hibridos productores vy

fitulaciones de sueros, sobrenadantes saturados y ascitis).

3.2.1.2. Lineas celulares.

En la fusion celular (mieloma-linfocito) se utilizd la linea de mieloma P3X63-Ag8.653,
obtenida de plasmacitoma de ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c. Esta linea celular se
caracteriza por su sensibilidad al medio HAT y por no secretar inmunoglobulinas (Kearney y col.,
1979).

3.2.1.3. Modelo animal.

En todos los protocolos para la obtencién de anticuerpos monoclonales se utilizaron
como modelo animal hembras de ratdén de la cepa BALB/c (Harlan Interfauna lbérica, S.L.). Se
eligié esta cepa porque presenta una elevada histocompatibilidad con la linea de mieloma que
se utilizd tanto para las fusiones celulares (apartado 3.2.2.3.b.) como para la produccién de
ascitis (apartado 3.2.2.4.). Los animales se mantuvieron en condiciones de aislamiento en el
Servicio de animalario y Cirugia Experimental de la Facultad de Farmacia de la Universidad San
Pablo-CEU (SVA-USP-CEU n° de Registro Europeo: ES 280220000015) y siguiendo las normas
establecidas por el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre que ftranscribe la Directiva
europea 86/609/CEE.
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En primer lugar, para la obtencion de anticuerpos monoclonales in vitro (apartado
3.2.2.3.), se inmunizd un lote de animales formado por 10 hembras BALB/cOlaHsd de siete

semanas de edad.

En el caso de la obtencién de timocitos (apartado 3.2.2.3.b.2.) como medio de
expansiéon de clones (feeder layer), dado que el érgano del timo sufre una regresion a lo largo

de la vida del animal, se emplearon animales mds jévenes (3 semanas de edad).

Asi mismo, para la produccién de anticuerpos monoclonales in vivo (obtencién de
liquido ascitico) se emplearon hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad en lofes de 6

animales por cada hibridoma obtenido (apartado 3.2.2.4.).

3.2.2. METODOS.
3.2.2.1. Purificacién y tratamiento de las esporas.

Antes de su utilizacién, las muestras de esporas recibidas del CAR se sometieron a
procesos de tamizado, purificacién en percoll y tratamiento con antibidticos, siguiendo los

mismos profocolos descritos previamente en el apartado 3.1.2.1.

3.2.2.2. Obtencién de antigeno soluble de espora.

Se intentd poner a punto una prueba de ELISA para la seleccidon de los hibridos
secretores producidos en la fusion (apartado 3.2.2.3.b.4.1.1.). Para ello, se obtuvo antigeno
soluble de espora siguiendo el método descrito por del Aguila (del Aguila y col., 2001a). Después
de una centrifugacién a 13000 rom durante 1 minuto, al sedimento de esporas obtenido se le
anadieron 0,5 g de perlas de vidrio de 425-600 micras (Sigma Cat. n® G-8772) suspendidas en un
solucion de lisis compuesta por SDS al 2,5 % (Bio-Rad Cat. n® 161-0302), 2-mercaptoetanol al 10 %
(Bio-Rad Cat. n® 161-0710) y agua Mili-Q (c.s.p. 600 pl). La suspensidn se agitd en un
homogeneizador FastPrep®-24 (MP Biomedicals Cat. n°® 6004500) durante 45 segundos a la
velocidad mdxima (6,5 m/s). Este proceso se repitié hasta cinco veces dejando enfriar en baio

de hielo durante diez minutos cada vez.

Para bajar la espuma producida por la agitacién, se centrifugd a 13000 rom durante
cinco minutos. El sobrenadante se pasd a un tubo limpio y se dializé frente a PBS 1x durante 48
horas a 4 °C y en agitacién, utilizando una membrana de didlisis VISKING® dialysis tubing 27/32
(Serva Cat. n° 44114). Durante la didlisis se fue afadiendo nuevo tampdn para evitar que la
membrana de didlisis se deshidratara y éste se renovd por completo a las 24 horas. Finalizada la

didlisis se hicieron alicuotas del antigeno soluble y se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.
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a) Valoracioén de la concentracion de proteinas.

La determinacién de la concentracidén de proteinas en el antigeno soluble se realizd
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para constituir la curva patrén se utilizaron
distintas concentraciones (1, 5, 10, 15, 20 y 25 ug/ml) de AlbUmina Sérica Bovina (BSA), obtenidas
al diluir un estdndar de concentracién conocida en PBS 1x. Ademds se incluyd un blanco que
solo contenia el diluyente. A confinuacién, a cada concentracion se le anadid el reactivo
colorante comercial (Sigma Cat. n° B-6916) y se midieron las distintas Densidades Opticas (DO) a
595 nm de longitud de onda (L), de menor a mayor concentracion. Al realizar el mismo ensayo
con distintas diluciones de antigeno soluble se obtuvieron las DO que se interpolaron en la curva

patrdén previamente calculada.

3.2.2.3. Obtencidén de anticuerpos monoclonales in vifro.
a) Protocolos de inmunizacién y sangrado del modelo animal.

Los protocolos de inmunizacién y sangrado se llevaron a cabo en el Servicio de
animalario y Cirugia Experimental de la facultad de Farmacia de la Universidad San Pablo-CEU
(SVA-USP-CEU n° de Registro Europeo: ES 280220000015) y siguiendo las normas establecidas por
el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre que transcribe la Directiva europea 86/609/CEE.

Los indculos se prepararon con esporas de N. ceranae purificadas, tratadas y contadas
(apartado 3.1.2.1.), que se sometieron a 2 lavados sucesivos por centrifugacién a 2500 rpm

durante 15 minutos a 4 °C, y posterior resuspensiéon en PBS 1x.

La suspensidn de esporas se inoculd via intraperitoneal utilizando agujas 23G en un lote
de diez ratones hembra de BALB/c. Dado que no pudieron establecerse cultivos de las esporas
de N. ceranae, la cantidad de esporas inoculadas fue variable en funcién de la disponibilidad
de las mismas. Los inéculos administrados para la inmunizacion de los ratones que se emplearon

en la fusion celular se muestran a confinuacién en la Tabla 3.3.

Tabla 3.2.1. In6culos de esporas de N. ceranae administrados al lote de ratones.

INOCULO 1 4,5 x 108 esporas totales 4,5 x 107 esporas/raton
INOCULO 2 5,8 x 107 esporas totales 5.8 x 10¢ esporas/ratén
INOCULO 3 6,6 x 107 esporas totales 6,6 x 108 esporas/ratén
INOCULO 4 2,5 x 108 esporas totales 2.5 x 107 esporas/ratén
INOCULO 5 2,5 x 108 esporas totales 2.5 x 107 esporas/ratén
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Una vez finalizado el protocolo de inmunizacién, con el fin de mantener elevado el titulo
de anticuerpos, se administraron dosis sucesivas de recuerdo de 2.107 esporas/ratdn a distintos
tiempos (en funcién de la disponibilidad de esporas). Ademds 3 6 4 dias antes de la fusion se

inoculd una Ultima dosis como recuerdo.

Previa al protocolo de inmunizacion, se realizd una sangria a dia 0 con el fin de obtener
suero negativo que sirviera como control en estudios posteriores. Asi mismo, durante los dias
sucesivos en los que se llevd a cabo la inmunizacién, se realizaron sangrias obteniendo en cada
una de 150 a 400 ul de sangre para todo el lote de ratones. En todos los casos las sangrias se

realizaron via safena utilizando viales capilares Microvette® CB 300 (Sarstedt Cat. n° 16.440).

El cronograma de las inoculaciones y sangrias realizadas se muestra en la Figura 3.1

Figura 3.1. Cronograma de inmunizacién y sangrado.
INOCULOS
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SANGRIAS

a.1) Procesado de la sangre para la obtencién del suero policlonal.

Para la obtencién de los sueros policlonales, la sangre extraida al lote de animales
inmunizados se dejo reposar unas horas a 4 °C, y una vez formado el codgulo, se centrifugd a
2500 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El suero se separd con micropipeta y se fracciond en

distintas alicuotas que se almacenaron a -20 °C para su posterior andlisis.

a.2) Titulacion de los sueros policlonales.

A lo largo del protocolo de inmunizaciéon se estudid la evolucion de los titulos de los

anticuerpos en cada uno de los dias de sangria. Para ello se utilizd la técnica de
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inmunofluorescencia indirecta (IFl). Todos los sueros se titularon tanto frente a N. apis como a N.

ceranae, para detectar posibles reacciones cruzadas entre ambas especies.

a.2.1) IFl para la fitulacién de los sueros policlonales.

El protocolo de IFl que se utilizé fue la modificacién de Visvesvara (1995) que se ha
descrito con anterioridad en el apartado 3.1.2.4.a., con la salvedad de que, en este caso, se
realizaron diluciones dobles seriadas de los sueros policlonales, que partieron de la 1/25 hasta la
1/3200, y como anticuerpo secundario se utilizé un conjugado anti ratén marcado con
isocianato de fluoresceina (Sigma Cat. n° F2012) diluido 1/300 con Azul de Evans al 0,2 % en PBS

1x.

b) Protocolo de fusion celular.

b.1) Crecimiento y mantenimiento del mieloma.

La linea de mieloma P3X63-Ag8.653 se mantuvo en fase de crecimiento exponencial
constante en frascos de cultivo de 25 cm? (Corning Cat. n® 3056) en estufa a 37 °C y 5 % de COq,
con medio completo: RPMI 1640 (Sigma Cat. n® R-0883) suplementado con L-Glutamina (Sigma
Cat. n° 68540) 2 mM y un 18 % de suero bovino fetal (SBF) (Linus Cat. n® SO1805) previaomente

inactivado (96 °C durante 45 - 60 minutos).

b.2) Obtencién de timocitos como medio de expansién de clones.

La capa de alimentacién (feeder layer) para los hibridomas producidos en las fusiones
celulares se consiguié mediante el cultivo previo de timocitos en las placas en las que estos se

cultivaron.

Para ello, tras el sacrificio con éter dietilico y dislocacién cervical, se extrajo el timo de
ratones de la cepa BALB/c de 3 semanas de edad, en condiciones de esterilidad en campana
de flujo laminar de nivel de seguridad P-2 y con material quirdrgico autoclavado. En una placa
petriy con ayuda de espdtulas el timo se disgregd en un volumen de 5 ml de medio completo:
RPMI-1640 con SBF al 18 % y L-Glutamina 2 mM. La suspensidn celular resultante se pasd a un
tubo estéril y se dejaron sedimentar los fragmentos macroscédpicos. El sobrenadante se pasé a
otro tubo dénde se cambié el medio centrifugando a 1100 rom durante diez minutos y
anadiendo 5ml de medio completo. El nUmero de timocitos obtenidos se contd en cdmara de
Neubauer con Azul Tripdn al 0,4 % (Sigma Cat. n° T8154) y se ajustd la concentracion de la

suspension a 7x10¢ cel/ml. A continuacién se dispensaron 0,1 ml/pocillo (7x10° células por pocillo)
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de dicha suspension en placas de 96 pocillos (Costar Cat. n° 3596), que se utilizaron

posteriormente en las fusiones celulares y en los primeros clonagjes.

b.3) Fusién celular (mieloma-linfocito).

La fusién celular se realizd en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar de

nivel de seguridad P-2 y con material quirdrgico autoclavado.

En primer lugar se prepard el mieloma reagrupando en tubos de 50 ml el contenido de
varios frascos de cultivo de la linea P3X63-Ag8.653, que se encontraba en fase de crecimiento
exponencial. Estos tubos se cenfrifugaron a 1100 rom durante diez minutos a 20 °C. Todos los
sedimentos celulares resultantes se unificaron en 40 ml de medio completo, de los que se extrajo
una pequena alicuota para redlizar un recuento de las células utilizando una cdmara de

Neubauer con Azul Tripdn al 0,4 %.

Para la obtenciéon de los esplenocitos, el raton para la fusion se sacrificd con éter
dietilico y dislocacién cervical. Se sumergié en un vaso con etanol antes de introducirlo en la
campana de flujo y una vez dentro, con tijeras y pinzas de diseccién estériles y previamente
flameadas se extrajo el bazo, que se transfirid a una placa petri estéril con 5 ml de medio

completo, donde se disgregd suavemente con ayuda de unas espdtulas estériles.

El contenido de la placa se fransfirid a un tubo de centrifuga, resuspendiendo
fuertemente y varias veces con la pipeta para disgregar los grupos de células. Se dejaron
sedimentar los fragmentos macroscopicos y se recogid el sobrenadante, que se centrifugd a
1000 rom durante diez minutos. El sedimento celular se resuspendié en 2 ml de CINH4 al 0,85 %
(Sigma Cat. n°® A-0171) varias veces para lisar los gldbulos rojos. La suspension se dejd en un bano
a 37 °C durante 5 minutos y después se diluyd anadiendo de 10 a 20 ml de medio completo y
resuspendiendo suavemente. El CINH4 diluido se retird después de centrifugar a 1100 rpm
durante 10 minutos a 20 °C vy se sustituyd por 10 ml de medio completo nuevo. Para determinar
la viabilidad celular de los esplenocitos, éstos se contaron en cdmara de Neubauer con Azul

Tripdn al 0,4 %.

Una vez realizado el recuento celular de mieloma y de esplenocitos se calculd y ajustd el
volumen de suspensidon celular de mieloma necesario para anadir a las de bazo manteniendo
una relacion 1:5 (mieloma-bazo). Asi mismo, se guardaron alicuotas de ambas lineas celulares
para redalizar los controles de crecimiento y seleccién de hibridomas, los cuales se ajustaron a
una concentracién final de 1,5x10¢ células/ml y se dispensaron en una placa de 96 pocillos a
razén de 3x105 células/pocillo en medio selectivo: medio completo con HAT Hybri-max® (Sigma

Cat. n® H-0262), que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina.
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La mezcla mieloma-bazo se lavd hasta tres veces en medio incompleto (RPMI-1640 no
suplementado con SBF), centfrifugando a 1100 rpom diez minutos a 20 °C y resuspendiendo el
sedimento en 20 ml del mismo. Después de refirar el sobrenadante del Ultimo lavado, el
sedimento se separd del fondo del tubo golpeando suavemente la base y se anadié 1 ml de
Polietilenglicol (PEG) al 50 % (Sigma Cat. n°® 7181), a razén de Iml/min y agitando muy
suavemente. Con la punta de la pipeta se agitdé la mezcla de 15 a 30 segundos e
inmediatamente después se anadieron 20 ml de medio incompleto, a razdén de 1 ml por minuto
para diluir el PEG muy lentamente. Se sustituyd el medio incompleto con el PEG centrifugando a
1100 rpm durante diez minutos a 20 °C, retirando el sobrenadante y anadiendo 20 ml de medio
completo de 10 en 10 ml y resuspendiendo con suavidad. El producto de la fusién se contd en
cdmara de Neubauer con Azul Tripdn al 0,4 %, diferenciando entre células vivas, muertas y
totales para calcular la viabilidad celular después de la fusién. Teniendo en cuenta esa
viabilidad, se ajustd la concentracién a 2x10¢ células vivas/ml y el volumen resultante se fransfirid
a un frasco de 75 cm? (Corning Cat. n® 3376) mantenido en estufa a 37 °C y 5 % de CO2 durante

toda la noche junto con los controles de bazo y mieloma.

Al dia siguiente, resuspendiendo con cuidado, se recogid el producto de la fusion del
frasco de 75 cm?y se centrifugd en un tubo de 50 ml a 1100 rpm durante diez minutos a 20 °C. Se
retird el sobrenadante y se anadieron 20 ml de medio selectivo HAT, anadiéndolos de 10 en 10
ml y resuspendiendo con suavidad. De nuevo se realizd un recuento para calcular la viabilidad a
las 24 horas después de la fusion, y se djustd la concentracidén a 3x105 células vivas/pocillo. El
producto de la fusidn se distribuyd en placas de 96 pocillos, previomente preparadas con
fimocitos (apartado 3.2.2.3.b.2.) a un volumen de 0,1 ml por pocillo, y s&e mantuvieron en estufa a
37°Cy5%de COa.

b.4) Mantenimiento y seleccidon de los productos de fusion.

Una vez distribuido el producto de la fusidén en las placas de cultivo celular se observé la
evolucion de las distintas poblaciones celulares obtenidas. Los linfocitos sin fusionar y los hibridos
linfocito-linfocito murieron pasados unos dias. En cuanto a las células de mieloma vy los hibridos
mieloma-mieloma, éstos no pudieron sobrevivir en presencia del medio selectivo HAT Hybri-max®
(Sigma Cat. n® H-0262) con hipoxantina, aminopterina y timidina, por ser poblaciones deficientes
de la enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa (HGPRT). Sin embargo, los hibridos
mieloma-linfocito viables resistieron al medio selectivo gracias a una ruta metabdlica de rescate

para la sintesis de nucledtidos puricos y pirimidinicos aportada por los linfocitos.

Pasados 15-20 dias después de la fusidon, se dejaron de observar células viables en la
placa control de mieloma y bazo con medio selectivo con HAT (apartado 3.2.2.3.b.3.). Por tanto,
en las placas con la fusidon celular, todas las células en crecimiento eran hibridos mieloma-

linfocito. EIl medio HAT se sustituyd por medio HT Hybri-max® (Sigma Catf. n° H-0137) con
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hipoxantina y fimidina, con el que se mantuvieron durante una semana antes de pasar al medio

completo.

b.4.1) Seleccidn de los hibridos secretores.

Con el objetivo de identificar los hibridos productores de inmunoglobulinas especificas
frente a antigenos de N. ceranae se emplearon las técnicas de ELISA e IFI, utilizando en el primer
caso el antfigeno soluble (apartado 3.2.2.2.) de esporas purificadas de esta especie, y esporas
completas en la técnica de IFl. Los hibridomas seleccionados se expandieron en placa de 24
pocillos (Nunc Cat. n® 143982).

b.4.1.1) ELISA para la seleccidn de hibridos secretores.

Se intentd poner a punto una prueba de ELISA que permitiera estudiar los sobrenadantes
de los pocillos que presentaron crecimiento de hibridomas en las placas de la fusidn celular (96

pocillos), para el cribado de aquellos que produjeran anticuerpos especificos.

Para el tapizado de las placas de ELISA (96 pocillos, Nunc-Immuno Module Cat. n°
444865) se utilizd antigeno soluble de esporas de N. ceranae (apartado 3.2.2.2.) empleando 100
pl/pocillo de distintas concentraciones (0.4; 0,6; 0,8; 1; 1,5y 2,5 ug) del mismo, diluido en tampén
carbonato 0,1 M a pH 9,6. Estas se incubaron toda la noche a 4 °C vy, franscurrido este tiempo,

las placas sensibilizadas se lavaron fres veces con PBS-Tween 20 al 0,05 %.

En el postapizado, los pocillos se bloquearon mediante la adicién de 200 ul/pocillo de
AlbUmina Sérica Bovina (BSA) al 0,1 % en PBS 1x, durante una hora a 37 °C, lavéndose de nuevo

las placas igual que en el paso anterior.

Posteriormente, se afadieron 100 pl/pocillo de los sobrenadantes sin diluir. Asi mismo, en
cada placa se anadié un pocillo con medio completo como control negativo, que también

sirvid como blanco. Se incubd durante una hora y media a 37 °C y se lavo.

Después del lavado se anadieron 100 ul/pocillo de un anticuerpo anti-lg totales de
ratén, conjugado con peroxidasa (Dako Cat. n® P-0161) que se diluyd en PBS-Tween 20 segun las
instrucciones del fabricante y se incubd una hora y media a 37 °C. Tras los lavados
correspondientes se anadié el sustrato, orto-fenilenodiamina (OPD) al 0,04 % en tampdn citrato-
fosfato a pH 5, al que se anadieron 4 ul de perdxido de hidrégeno (H202) por cada 10 ml de
solucion en el momento de su uso. Se anadieron 100 pl/pocillo y se dejé incubar a temperatura
ambiente y en oscuridad, hasta que los blancos comenzaron a adquirir color. La reaccidén se

frené mediante la adicién de 50 pl/pocillo de dcido sulfdrico (H2SO4) 3 N.
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La lectura de las placas se realizé en espectrofotédmetro a una longitud de onda (1) de

490 nm, obteniéndose las densidades dpticas (DO) del producto final coloreado.

b.4.1.2) IFl para la seleccién de hibridos secretores.

El protocolo de inmunofluorescencia se realizé en las mismas condiciones descritas
anteriormente (apartado 3.2.2.3.0.2.1.) con ciertas modificaciones. En este caso se dispensaron
20 ul por pocillo de cada sobrenadante sin diluir. Ademds, en cada porta se dejé un pocillo
confrol negativo en el que se sélo se anadid PBS 1%, y ofro en el que se dispensdé como control
positivo suero policlonal anti- N. ceranae proveniente de los ratones de fusién, diluido 1/1600 en
PBS 1x.

b.5) Clonaje por dilucién limite de los hibridos seleccionados.

Los hibridos positivos (productores de anticuerpos especificos), expandidos en placa de
24 pocillos, se clonaron por dilucion limite para garantizar su monoespecificidad asegurando,
que todas las células procedieran de una misma célula progenitora. Para ello, los hibridos
productores seleccionados se diluyeron y se dispensaron a las concentraciones de 5, 1 y 0,5
células por pocillo, en placas de 96 pocillos previamente tapizadas con timocitos (apartado
3.2.2.3.b.2.). Se redlizaron varios clonajes (al menos tres) de cada hibrido seleccionado hasta
garantizar su “monoclonalidad” con una positividad del 100 % en las placas de 1 y 0,5

células/pocillo, mediante la técnica de IFl.

b.4) Expansion de clones y congelacion de células.

Tanto los hibridos positivos procedentes de las placas de fusion como los clones
seleccionados de cada hibrido (por su titulacion, su estabilidad y ritmo de crecimiento) se
congelaron en varias alicuotas. Asi mismo se expandieron en placas de 24 pocillos y en frascos

de cultivo de 25 cm?, de los que también se congelaron alicuotas como medida de seguridad.

La crioconservacion se realizé centrifugando la suspensidon celular a 1100 rom durante 10
minutos a temperatura ambiente, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento
con1-1,5mlde medio de congelacién por vial (Nunc Cat. n° 340711). El medio de congelacion
se prepard con SBF al 90 % y DMSO al 10 % (Sigma Cat. n° D-2650). Inmediatamente después de
anadir el medio de congelacion, los criotubos se almacenaron a -80 °C en un contenedor para
congelacién NALGENE™ Cryo 1°C Freezing container (Nalgene Cat. n° 5100-001) con
isopropanol (2-propanol, Applichem Cat. n° A3928), donde se mantuvieron durante veinticuatro

horas antes de trasladarlos definitivamente al tanque de nitrégeno liquido.
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b.7) Obtencién de sobrenadantes saturados de anticuerpos monoclonales.

Una vez que se congelaron al menos 4 alicuotas de cada hibrido o clon seleccionado y
expandido a placa de 24 pocillos, estos se dejaron crecer hasta lograr la saturacion del medio,
(hasta garantizar la muerte celular del hibrido). Posteriormente se recogieron los sobrenadantes y
se centrifugaron a 1100 rpm durante diez minutos para separar el sobrenadante del sedimento
celular vy, tras confirmar por IFl que seguian produciendo anticuerpos especificos, almacenarlos

a -80 °C en pequeias alicuotas con el fin de minimizar los ciclos de congelado y descongelado.

3.2.2.4. Produccién de anticuerpos monoclonales in vivo.

Para la produccién de liquido ascitico con anticuerpos monoclonales se emplearon
lotes de ratones de la cepa BALB/c (apartado 3.2.1.3), que se inocularon por via intraperitoneal
con 0,5 ml de pristano (2, 6, 10, 14 - tetrametilpentadecano, Sigma Cat. n° T-7640) por ratdn, con
agujas de 21 G. Después de 7-10 dias, a cada lote se le administrd intraperitonealmente un
in6bculo de 1,5-2x10¢ células de de uno de los hibridos seleccionados por ratén (en 1 ml de PBS), y

se esperd a que se produjera la ascitis.

Después del desarrollo de ascitis visible, los ratones se evaluaron a diario (al menos una
vez al dia) y cuidadosamente, en busca de sintomas externos de dolor o distrés: pelo dspero,
postura encorvada, distensién abdominal progresiva, disminucién de la actividad, tumores
sélidos, apariencia delgada y deshidratacion. La obtencion del liquido ascitico se llevd a cabo
tan pronto como estos sintomas aparecieron, no sobrepasando nunca un mdximo de tres

punciones, después de las cuales el animal fue sacrificado por dislocacién cervical.

El liguido ascitico se extrajo periddicamente por puncién infraperitoneal en los cuadrantes
inferiores de la cavidad abdominal con aguja 18 G. Este se dejé gotear en un fubo que
posteriormente se centrifugd a 2700 rpm durante 10 minutos a 4 °C, descartando el sedimento
celular y congelando el sobrenadante (liquido ascitico) en alicuotas a - 80 °C para su posterior

titulacién (apartado 3.3.2.3).

3.3. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES OBTENIDOS FRENTE A Nosema
spp.

3.3.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Para la caracterizacién de los anticuerpos monoclonales objeto de este estudio se utilizé

el siguiente material bioldgico:
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3.3.1.1. Esporas.

Se emplearon esporas de Nosema ceranae y Nosema apis procedentes del CAR

(apartado 3.1.1.1.) para la realizacion de las técnicas de ELISA, Western Blot e IFI.

Para el estudio de reacciones cruzadas se utilizaron ademds esporas de ofras especies
distintas de microsporidio: Enterocytozoon bieneusi [Dra. Aguila, USP-CEU, Espafia (del Aguila y
col., 1997)], Encephalitozoon cuniculi, cepa USP-A1 [Dra. Aguila, USP-CEU, Espafa (del Aguila y
col.,, 2001a)], Encephalitozoon intestinalis, cepa CDCV297 (Dr. Visvesvara, CDC, EEUU),
Encephalitozoon hellem, cepa CDCV257 (Dr. Visvesvara, CDC, EEUU), Ancaliia algerae (Dra.
Didier, Tulane National Primate Research, EEUU) y Vittaforma corneae (Dr. Visvesvara, CDC,
EEUU).

3.3.2. METODOS.

3.3.2.1. Isotipado de los anticuerpos monoclonales.

Los sobrenadantes de los anficuerpos monoclonales seleccionados celulares se
estudiaron con el fin de determinar el isotipo de inmunoglobulina secretada. Se empled el kit
Pierce® Rapid Isotyping Kit with Kappa and Lambda-Mouse (Termo Scientific Cat. n® 26179) segin

las especificaciones del fabricante para la realizacién e interpretacién de los resultados.

3.3.2.2. Purificacién y tfratamiento de las esporas.

Tanto la purificacion como el tratamiento de las esporas se realizaron siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 3.1.2.1. Estas esporas se emplearon mds tarde en las técnicas
de IFl y Western Blot, asi como para la extraccion de antigeno soluble que se utilizd también en

Western Blot.

3.3.2.3. Titulacién de sobrenadantes saturados y ascitis de los anticuerpos monoclonales.

La titulacién de los sobrenadantes saturados y de los liquidos asciticos se realizd

mediante la técnica de IFl siguiendo la metodologia empleada en el apartado 3.1.2.4.a.
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Tanto los sobrenadantes como las ascitis se tfitularon frente a su especie homdloga: F1.
7D2 vy F4. 1B11 frente a N. ceranae; F4. 9G2 frente a N. apis y finalmente F1. 6F10 frente a ambas

especies.

Se dispensaron 20 ul de los sobrenadantes saturados de cada anticuerpo monoclonal a
las diluciones: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400 y 1/800 en cada pocillo y por duplicado. En el caso
del liguido ascitico producido por los hibridos F1.6F10, F1.7D2 y F4.9G2, las diluciones ensayadas
fueron: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800, 1/25600 y 1/51200.
En cada porta ademds habia un pocillo en el que se dispensd el diluyente, PBS 1x como control
negativo y otro con suero policlonal frente a la especie en estudio (N. apis o N.ceranae) como

control positivo.

3.3.2.4. Estudio de reacciones cruzadas de los anticuerpos monoclonales.

Para evaluar la posible presencia de reacciones cruzadas, tanfo los sobrenadantes
saturados como las ascitis de los anficuerpos monoclonales se estudiaron frente a las esporas de
distintas especies de microsporidios: N. apis, N. cerane, Enterocytozoon bieneusi,
Encephalitozoon cuniculi, E. intestinalis, E. hellem, Ancaliia algerae y Vittaforma corneae
(apartado 3.3.1.1.), mediante la técnica de IFl ya descrita en el apartado 3.1.2.4.a., pero con

ciertas modificaciones que se describen a confinuacién.

a) IFl para el estudio de reacciones cruzadas frente a la especie heteréloga de Nosema.

De manera simultdnea a las titulaciones de los sobrenadantes saturados vy las ascitis, se
llevé a cabo un estudio de reacciones cruzadas frente a las dos especies de Nosema que se
encuentran en las abejas. Asi, los anticuerpos monoclonales F1.7D2 y F4.1B11, anti N. ceranae, se

titularon también frente a N. apis y el F4.9G2, anti N. apis, frente a N. ceranae.

Las diluciones que se utilizaron en este estudio de reacciones cruzadas fueron las mismas

que las descritas para las titulaciones (apartado 3.3.2.3.) y asi como las condiciones de la IFl.

b) IFl para el estudio de reacciones cruzadas frente a otros géneros de microsporidios.

Una vez determinado el titulo de los antficuerpos monoclonales tanto en los
sobrenadantes saturados como en las ascitis, se realizdé un estudio de reacciones cruzadas frente

a otros géneros de microsporidios mediante la técnica de IFI.

Se tapizaron portaobjetos de 10 pocillos (Biomérieux Cat. n°. 75 751), con 5 ul/pocillo de

una suspensién de esporas de Encephalitozoon intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, Enterocytozoon
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bieneusi, Ancaliia algerae o Vittaforma corneae. La concentracion de tapizado fue de 107
esporas/ml. Las condiciones de fijacién y conservacion de los portaobjetos tapizados fueron las

descritas en el apartado 3.1.2.4.a.

Las condiciones de la IFl, asi como las diluciones escogidas, fueron las mismas que en el

estudio de las titulaciones (apartado 3.3.2.3.).

3.3.2.5. Obtencién de antigeno soluble de espora.

Para la caracterizacion de los perfiles de inmunorreconocimiento de los anticuerpos
monoclonales se procedidé a obtener antigeno soluble de las esporas de N. apis y N. ceranae.
Con el objetivo de opftimizar el rendimiento de dicha obtencion, se probaron distintas
modificaciones del método descrito previamente en el apartado 3.2.2.2. La suspensidn de
esporas (108 esporas totales) previomente tratada con SDS y 2-marcaptoetanol en el
homogeneizador FastPrep®-24 (MP Biomedicals Cat. n° 6004500) se sometid a distintos protocolos

de agitacién, que se muestran en la Tabla 3.4.:

Tabla 3.3.1. Protocolos de obtencidn de antigeno soluble.

METODO TIEMPO N° BATIDAS CICLOS
Aguila y col., 2001a 45 5 1
Modificacion 1 45 3 4
Modificacion 2 60 10 1

La velocidad de las batidas fue en todos los casos de 6,5 m/s (velocidad mdxima
permitida por la mdqguina). Ademds, entre batida y batida se dejé enfriar en bano de hielo

durante diez minutos.

a) Valoracién de la concentracién de proteinas.

La determinacién de la concentracién de proteinas en el antigeno soluble obtenido se
realizé mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), siguiendo el protocolo descrito en el

apartado 3.2.2.2.a.
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3.3.2.6. Caracterizacion antigénica de N. ceranae y N. apis mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida 12 - 15 %, SDS-PAGE.

a) Tratamiento de la muestra.

Con el fin de determinar las condiciones éptimas para la electroforesis, se utilizaron
distintas concentraciones de antigeno soluble de N. ceranae por calle: 0,6;0,8; 1; 5y 10 ug. Con
el fin de alcanzar las concentraciones mds altas, en algunos casos se realizd un paso previo de
liofilizacién para concentrar mds el antigeno soluble (apartado 3.3.2.5.). Paralelamente también
se dispensaron distintas cantidades de espora completa por calle: 105 10¢, 0,25x107, 0,5x107 y
1x107 esporas totales. Se probaron distintos tratamientos quimicos, los cuales se detallan a

continuacién (Tabla 3.5.):

Tabla 3.3.2. Tratamientos quimicos para las muestras de electroforesis

ANTIGENO PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO INCUBACION
>~ Espora Completa Lavado con Tris-HCI
22 P P 0,05M pH 8
2 Tris-HCI 0,1 M pH 8 SDS .
{e)] o ’ p 0,
<_tN 10%yUrea9 M 65°C 15 min.
ﬁ S Antigeno Soluble
)
N
z Tris-HCI 0,5M pH 6,8,
= Espora completa Glicerol, SDS 10 % .
£ Anti erZéOSoluble ______ 2-Mercaptoetanoly 7% 4m
g 9 Azul Bromofenol 1%.
Nupage LDS Sample
& Espora completa Buffer 4x (Invitrogen
o P P Cat. n® NPO007) . .
< ylo . 70°C 10 min.
E} Antigeno Soluble Nupage Reducing
2 Agent 10x (Invitrogen

Cat. n° NPO009)

b) Electroforesis.

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato sdédico (SDS-
PAGE) siguiendo el método descrito por Laemmli (1970) y revisado por Hames (Hames, 1986),
utilizando el equipo Mini-PROTEAN® 3 Cell (Biorad Cat. n°® 165-3301). Los geles se constituyeron
con un gel concentrador al 4 % y un gel de separacion del 12 %, o del 15 % para una mejor
separacion de las bandas de bajo peso molecular. El tampdn de electrodos Tris-Glicina a pH 8,3

se prepard en cuatro litros de agua destilada con 54,4 g de Glicina, 12 g de Tris y 4g de SDS.
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En cada calle del gel de electroforesis se cargaron 20 ul que contenian 1x107 esporas
totales (de N. ceranae o N. apis) por calle, tratadas con NUPAGE® de Invitrogen (apartado
3.3.2.6.a.). Como marcador de peso molecular se utilizdé el marcador pretenido Prestained SDS-
PAGE Standards Broad Range (Biorad Cat. n° 161- 0318), tratado segun las indicaciones del

fabricante.

Las electroforesis se realizaron a 60 mA y 200 V vy se finalizaron cuando la banda de
menor peso molecular llegd al final del gel. Finalizadas las electroforesis los geles destinados a la
finciéon de plata se mantuvieron en metanol al 30 % a 4 °C hasta su posterior utilizacion
(apartado 3.3.2.6.c.), y los destinados al Western Blot se mantuvieron en el tampdn de

fransferencia (apartado 3.3.2.7.).

c) Tincién de plata para geles de poliacrilamida.

Antes de redlizar la tincién, los geles de electroforesis conservados en metanol al 30 % y
a 4°C, se fijaron durante una hora en una solucién de Acido Acético (10 %), Metanol (50 %) vy
agua Mili-Q (40 %). La solucion fijadora se retird y se reservd para su posterior utilizacién. Los geles

se lavaron fres veces en metanol al 50 % en agua Mili-Q durante veinte minutos cada vez.

Seguidamente, se sumergieron 2-3 minutos en Tiosulfato de Sodio pentahidratado
(Sigma Cat. n° S-6672) a una concentracion de 0,6 mg/ml. Se elimind el Tiosulfato y el exceso se

retird con tres lavados en agua Mili-Q y agitando manualmente.

A continuacién los geles se trataron con 50 ml de una solucién de Nitrato de Plata
(Panreac Cat. n° 131459) a una concentracién de 3 mg/mly 0,375 ml de Formaldehido (Panreac
Cat. n° 141328), en la que se mantuvo durante diez minutos en agitacion constante.

Posteriormente el gel se lavd de igual manera que en el paso anterior.

Para el revelado de los perfiles proteicos se anadieron 50 ml de una solucién de
Carbonato de Sodio (Sigma Cat. n° S-2127) a una concentracién de 60 mg/ml, 0,3 ml de
Formaldehido y 0,5 ml de la solucién de Tiosulfato de Sodio utilizada anteriormente. Se agitd

manualmente y se observé la reaccion hasta que la coloracién alcanzé la intensidad deseada.

La reaccién se frend retirando el Carbonato y lavando, primero con la solucién en la
que se habia fijado (Acido Acético, Metanol y agua Mili-Q) y después solamente con agua Mili-
Q. Antes de secar los geles para su conservacion, estos se mantuvieron previamente en metanol

al 30 % para que recuperaran su tamano original.
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d) Determinacion de perfiles proteicos.

La determinacioén de los pesos moleculares de las fracciones proteicas obtenidas en las
electroforesis se redalizé siguiendo el método de Weber y Osborn (1969), mediante extrapolaciéon
en una curva de calibrado elaborada a partir de los marcadores de peso molecular empleados

en cada una de ellas (log Pm vs. Rf).

3.3.2.7. Determinacién de perfiles de inmunorreconocimiento de los anticuerpos monoclonales

mediante inmunoelectrotransferencia (Western Blot).

a) Electroforesis.

Se redlizd la electroforesis en geles SDS-PAGE, empleando el doble de esporas
completas por calle (N. ceranae o N. apis) que las utilizadas para los geles tenidos con plata
(apartado 3.3.2.6.a.). Los perfiles antigénicos se transfiieron a membranas de PVDF (Polivinilideno
Difluoro) de 0,22 ym de poro (Biorad Cat. n® 162-0184) en una cubeta MINI Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Biorad Cat. n® 165-3302), utilizando un tampdn de fransferencia con
Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol al 20 % a pH 8,3. La fransferencia se realizd a un voltaje
constante de 100 V durante dos horas. Las membranas se frataron previamente con metanol

absoluto y se equilibraron en el tampdn de transferencia.

b) Bloqueo de la membrana.

Para minimizar las uniones inespecificas de los anticuerpos, las membranas de PVDF se
bloguearon en una solucién de Albumina Sérica Bovina (BSA) en PBS-Tween 20 al 1 %, en la que

se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.

c) Inmunorreconocimiento de perfiles antigénicos.

Tras redlizar la transferencia y el bloqueo de las membranas se procedid a la tincién de
las mismas con Rojo Ponceau (Sigma Cat. n® 78376) al 2 % durante 5 minutos. Las partes de las
membranas en las que pudieron observarse proteinas transferidas se cortaron en tiras que se
lavaron en PBS-Tween 20 al 0,3 % durante unos minutos para retirar la tincidén. Posteriormente se

almacenaron a 4 °C en PBS-Tween 20 limpio.

Antes del revelado de los tiras, éstas se sometieron a cuatro lavados de 5 minutos en
PBS-Tween 20 al 0,3 %. Posteriormente se incubaron con los sobrenadantes saturados de los

anficuerpos monoclonales en estudio (apartado 3.2.2.3.b.7.). Cada sobrenadante se enfrentd
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con ambas especies de Nosema (N. apis y N. ceranae). Asi mismo, como control se ufilizaron un
suero policlonal de ratén frente a N. ceranae diluido 1/200 y un suero policlonal de conejo frente

a N. apis a la dilucion 1/500. Estas incubaciones tuvieron una duracion de dos horas.

Tras la incubacién, las tiras se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 al 0,3 % y una vez con
PBS 1x (10 minutos cada lavado), y se incubaron con el anticuerpo secundario. Para las tiras
incubadas con los anticuerpos monoclonales o con el policlonal de ratén se utilizaron
anticuerpos de conejo anti inmunoglobulinas totales de ratdn marcados con peroxidasa (Dako
Cytomation Cat. n° P 0161). Asi mismo las tiras tratadas con el policlonal de conejo se incubaron
con anticuerpos anti inmunoglobulina de conejo conjugados con peroxidasa (Dako Cytomation
Cat. n® A 9169). Ambos conjugados se utilizaron a las diluciones indicadas por la casa comercial
en PBS-Tween 20 al 0,3 %.

Para el revelado vy la visualizacién de las bandas antigénicas, las membranas se lavaron
de nuevo con PBS-Tween 20 al 0,3 % y se hicieron reaccionar con el sustrato [0,035 g de
diaminobenzidina (DAB, Sigma Cat. n°® D-5637) y 7 yl de perdxido de hidrégeno (H202, Sigma
Cat. n° H-1009) en 70 ml de PBS 1x], con el que se incubaron en oscuridad y agitaciéon constante
hasta el desarrollo de las bandas. La reaccion se frend con varios lavados en agua destilada,

después de los cuales las tiras se dejaron secar en oscuridad sobre una placa de vidrio.

3.4. EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE

N. ceranae y N. apis.

3.4.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Para la consecucidén de los objetivos indicados previamente se utilizd el material

bioldgico que se describe a continuacion:

3.4.1.1. Muestras de colmenas.

Con el objetivo de validar el método de IFl para el diagndstico diferencial de N. apis y N.
ceranae empleando los anticuerpos monoclonales seleccionados, se realizd un estudio similar al
llevado a cabo con los anficuerpos policlonales. Se utilizaron las mismas muestras (apartado
3.1.1.3.): 180 colmenas infectadas por N. ceranae y/o N. apis, o libres de infeccién en las que
previamente se habia estudiado la presencia de estas especies mediante microscopia éptica
con contraste de fases y mediante técnicas moleculares (PCR multiple) en el Centro Apicola
Regional (CAR).
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3.4.1.2. Anticuerpo policlonal.

Se Uutilizé el anticuerpo policlonal anti N. ceranae procedente del suero de conejos

Nueva Zelanda inoculados con esporas de esta especie (apartado 3.1.).

3.4.1.3. Anticuerpos monoclonales.

Se Utfilizaron los sobrenadantes saturados de los anticuerpos monoclonales
seleccionados y caracterizados en los apartados 3.2. y 3.3 respectivamente: F1. 6F10 frente a N.

ceranae y N. apis, F1.7D2 y F4. 1B11 frente a N. ceranae y F4. 9G2 frente a N. apis.

3.4.2. METODOS.
3.4.2.1. Tratamiento de las muestras de colmenas.

Al igual que en el apartado 3.1.2.6.a., las partes alicuotas de los homogeneizados de las
colmenas se observaron en el microscopio éptico para determinar la cantidad de esporas y/o
residuos que contenian. En funcién de esto, las muestras se utilizaron diluidas con formalina,
sedimentadas o directamente sin procesar, para garantizar una concentracién de esporas
adecuada para el tapizado de los portaobjetos, asi como la ausencia de residuos y artefactos

que pudieran interferir la lectura de la IFl.

3.4.2.2. IFl para el diagnéstico diferencial entre N. ceranae y N. apis.

Los portaobjetos se tapizaron con las 180 muestras de colmenas previomente
procesadas y con esporas purificadas de N. ceranae y N. apis que sirvieron como control, de
igual manera a la descrita en el apartado 3.2.2.6.b. Posteriormente se adicionaron 20 ul/pocillo
de los sobrenadantes saturados de los diferentes anficuerpos monoclonales seleccionados a las
diluciones 1/25 para los anticuerpos F1. 6F10y F4. 1B11, 1/50 para el F1. 7D2 y 1/5 para el F4. 9G2.
Debido a que todos los anticuerpos monoclonales seleccionados presentaban un isofipo IgM
(apartado 4.3.1.), se decidié utilizar un conjugado anti IgM (cadena especifica p) de ratén
marcado con cianina (Jackson Cat. n° 115-096-075) con longitudes de onda (L) de excitacién a

489 nm y de emisidén a 506 nm.

Aparte de estos cambios, para la realizacién de la técnica de inmunofluorescencia

indirecta se siguié la misma metodologia descrita en el apartado 3.1.2.4.a.
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3.4.2.3. Andlisis estadistico de los resultados.

Se compararon los resultados obtenidos de las 180 colmenas mediante la técnica de IFI
desarrollada en el presente estudio utilizando los anticuerpos monoclonales seleccionados, con
los resultados obtenidos anteriormente utilizando los anticuerpos policlonales (apartado 4.1.1.4.).
Asi mismo se compararon con los resultados facilitados por el CAR y obtenidos mediante
microscopia de contraste de fases, asi como con la técnica de biologia molecular de la PCR

multiple (Martin-Hernandez y col., 2007).

Al igual que en el apartado 3.1.2.7, se realiz6 un Test Diagndstico (EPIDAT 3.1) (Vidal y
col., 2004) para comparar la sensibilidad y la especificidad de las distintas técnicas,
considerando como patrén de oro la técnica de PCR utilizada en el CAR. Paralelamente se
realizaron un andlisis de concordancia (Kappa de Cohen, interpretado segin la escala
elaborada por Altman, 1991) y una comparacion de proporciones (Chi cuadrado). Ambos

andlisis se ejecutaron con el programa estadistico PASW 18 (IBM SPSS).
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4. RESULTADOS.

4.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A N. ceranae Y N. apis.

4.1.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES.

4.1.1.1. Purificacién y tratamiento de las esporas.

Como las esporas suministradas por el CAR procedian de un macerado del aparato
digestivo de abejas infectadas (apartado 3.1.1.1.), éstas se sometieron a un proceso de
purificacién para asegurar la pureza de los indculos. En la Tabla 4.1.1. se muestran los recuentos

antes y después de dicho tratamiento.

Una vez findlizada la purificacion de las esporas siguiendo el método descrito en el
apartado 3.1.2.1., se obtuvo un rendimiento del 50 % aproximadamente. Se observé que el 50 %
de esporas restante quedaba disperso en la fase de Percoll sin llegar a separarse del resto de los
residuos del macerado. AUn asi, dicha fase se conservd también a 4 °C y fue destinada a usos

que no requirieran esporas muy purificadas, como el tapizado de portaobjetos para IFl.

Tabla 4.1.1. Lotes de esporas recibidas y recuentos antes y después de la purificacion.
ESPORAS TOTALES ESPORAS TOTALES

COLMENAS DE ORIGEN ESPECIE INICIALES (x107)* FINALES (x107)*
B9 N. ceranae 82 4,1
BN-9 N. ceranae 17.2 3
BN-10 N. ceranae 16,5 9,2
BN-11 N. ceranae 8.4 2,6
BN9 y B9 N. ceranae 41,6 35,9
BN-10y B-9 N. ceranae 9,6 4,9
BN-3,7y 11 N. ceranae 29 7.7
BN-2, 9, 10y B? N. ceranae 24,1 18.2
BN-3,4,7y 11 N. ceranae 86.6 35.4
BN-3,4,7,11y 12 N. ceranae 45,5 22,6
A+C Sucias N. apis+N. ceranae 115,5 75
BN-12 N. apis+N. ceranae 47,4 44,5
BN-2, 5y B2 N. apis+N. ceranae 24,9 15,5
BN-5, 8, 12y B2 N. apis+N. ceranae 28,7 16,5
BN-2,5,6,8y 10 N. apis+N. ceranae 52 44,2

*Tras el tamizado. **Tras la purificacion y el tratamiento.
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4.1.1.2. Titulaciéon de los sueros policlonales.

Los sueros policlonales obtenidos en cada una de las sangrias realizadas a los cuatro
conejos inmunizados con N. apis y N. ceranae se titularon utilizando la técnica de IFl. Se utilizaron

diluciones dobles seriadas desde la 1/100 hasta la 1/12800, cuyos resultados se muestran en las

tablas 4.1.2.,4.1.3.,4.1.4.y 4.1.5.

Tabla 4.1.2. Resultados de la titulacion de los sueros obtenidos del Conejo 1 inmunizado con

N. ceranae.
DILUCIONES
Sangria  Antigeno 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800
50 N. ceranae +/- +/- - - - NR NR NR
N. apis +/- - - - = NR NR NR
$1 N. ceranae ++ + +/- - - NR NR NR
N. apis +/- - - - = NR NR NR
N. ceranae +++ +++ +++ +++ ++ NR NR NR
32 N. apis +/- +/- - - - NR NR NR
N. ceranae +++ +++ +++ +4++ ++ + + NR
53 N. apis +/- +/- +/- +/- +/- +/- _ NR
N. ceranae +++ +++ +4++ +++ ++ + +/- NR
> N. apis +/- +/- +/- +/- +/- +/- _ NR
N. ceranae +++ +++ +++ +++ ++ + + +/-
M N. apis +/- +/- +/- - - : _ }

SM = Sangria a muerte; NR= No realizado; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia
moderada; + = Fluorescencia débil; +/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin
fluorescencia.

Tabla 4.1.3. Resultados de la fitulacidn de los sueros obtenidos del Conejo 2 inmunizado con

N. ceranae.
DILUCIONES
Sangria  Antigeno  1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800
50 N. ceranae +/- - - - - NR NR NR
N. apis +/- - - - - NR NR NR
N. ceranae ++ + +/- +/- - NR NR NR
S1 N. apis +/- +/- - - - NR NR NR
$2 N. ceranae  +++ ++ + + +/- NR NR NR
N. apis +/- +/- - - - NR NR NR
N. ceranae  +++ +++ ++ + + NR NR NR
$3 N. apis +/- +/- +/- - - NR NR NR
s N. ceranae  +++ +++ ++ + + +/- NR NR
N. apis +/- +/- - - - - NR NR

NR = No readlizado; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + =
Fluorescencia débil; +/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.
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Los sueros policlonales anti-N. ceranae obtenidos del Conejo 1 (Tabla 4.1.2.) son los que
alcanzaron un titulo mayor, hasta 6400 en la tercera sangria y la sangria a muerte. En el caso del
Conejo 2 (Tabla 4.1.3.) no se alcanzaron titulos tan elevados (1600 es el mdximo, en S3 y S4). No
se muestran datos de la sangria a muerte de éste animal ya que muri¢ antes de poder llevarla a

cabo.

Tabla 4.1.4. Resultados de la titulacién de los sueros obtenidos del Conejo 3 inmunizado con
N. apis.

DILUCIONES
Sangria Antigeno 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800
50 N. ceranae +/- +/- +/- - - NR NR NR
N. apis +/- +/- = - - NR NR NR
$1 N. ceranae + +/- +/- +/- +/- NR NR NR
N. apis + +/- - - - NR NR NR

NR = No readlizado. +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + =
Fluorescencia débil; +/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

Tabla 4.1.5. Resultados de la titulacion de los sueros obtenidos del Conejo 4 inmunizado con
N. apis.

DILUCIONES
Sangria Antigeno 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800
50 N. ceranae + + +/- +/- - NR NR NR
N. apis +/- +/- - - - NR NR NR
$1 N. ceranae ++ + + +/- +/- NR NR NR
N. apis 4 4 +/- +/- +/- NR NR NR

NR = No readlizado. +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + =
Fluorescencia débil; +/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

En cuanto a los conejos inoculados con esporas de N. apis (Tablas 4.1.4.y 4.1.5.) sélo se
muestran los resultados de las dos primeras sangrias ya que se suspendié el protocolo de
inmunizacién debido a una minima respuesta frente a N. apis en el caso del Conejo 3 vy la
presencia de reacciones cruzadas frente a N. ceranae en ambos conejos, detectadas en un

estudio que se realizd de forma simultdnea a las fitulaciones (apartado 4.1.1.3.).

4.1.1.3. Estudio de reacciones cruzadas.

a) IFl para el estudio de reacciones cruzadas frente a la especie heteréloga de Nosema.

En paralelo a la titulacidén de los sueros obtenidos, se hizo un estudio de reacciones

cruzadas enfre N. ceranae y N. apis. Asi, los sueros de los conejos inoculados con N. apis se
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ensayaron frente a N. ceranae, y los de los conejos inmunizados con N. ceranae frente a N. apis,

obteniendo los resultados mostrados en las tablas 4.1.2., 4.1.3., 4.1.4.y 4.1.5.

Con los sueros policlonales anti-N. ceranae, en todas las sangrias se observé una muy
débil reaccidon cruzada con N. apis, aunque ésta desaparecid en las diluciones mds altas de
cada una de ellas. En el caso del Conejo 1(Tabla 4.1.2.), la reaccién cruzada con N. apis
desaparecid a la dilucidon 1/200 en la sangria 1, y a la 1/400 en la sangria 2. Aumentd hasta la
1/3200 en las sangrias 3 y 4 y volvié a disminuir en la 5, desapareciendo en la 1/1600. Con el
Conejo 2 (Tabla 4.1.3.), esta reaccidén cruzada desaparecid en las diluciones 1/400 en las
sangrias 1y 2, enla 1/800 de la sangria 3y en la 1/400 de la sangria 4. En todo caso, ninguna de

estas reacciones fue lo suficientemente intensa para considerar un titulo.

En cuanto a los sueros policlonales anti-N. apis (Tablas 4.1.4. y 4.1.5.), se observd en
ambos conejos y desde la primera sangria reaccién cruzada con N. ceranae, de fluorescencia
mds intensa incluso que la observada para el antigeno inoculado, lo que llevd a la suspension

de dicho protocolo.

b) IFl para el estudio de reacciones cruzadas frente a otros géneros de microsporidios.

Para una caracterizacion mds completa, se realizd un estudio de reacciones cruzadas
del antisuero obtenido en la Ultima sangria del Conejo 1, el cual se utilizd posteriormente para la
validacién del método de IFl para el diagndstico de N. ceranae en muestras de colmenas
(apartado 3.1.2.6).

Para realizar la técnica de IFl se utilizaron diluciones de la 1/800 a la 1/2400 de este
suero. No se observaron reacciones cruzadas con ninguna de las especies de microsporidios
utilizadas: E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, E. bieneusi, V. corneae y A. algerae (apartado
3.1.1.1.).

4.1.1.4. Diagnéstico de N. ceranae utilizando los anticuerpos policlonales.

Se llevd a cabo un estudio para detectar mediante IFl la presencia de N. ceranae en
180 colmenas, utilizando el anticuerpo policlonal obtenido frente a N. ceranae (sangria a muerte
del Conejo 1). En la Tabla 4.1.6. se muestran los resulfados obtenidos en las 180 colmenas
mediante la técnica de IFl asi como los obtenidos previamente en el CAR utilizando microscopia

o6ptica con contraste de fases (MO) y PCR multiple (Martin-Hernandez y col., 2007).
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Tabla 4.1.6. Deteccién de N. ceranae en 180 colmenas
mediante  PCR,  inmunofluorescencia indirecta (IFl)
utilizando el anticuerpo policlonal (Pc) de conejo frente a
N. ceranae y microscopia éptica (MO).

N°REGISTRO PCR IFI (Pc) MO

PA 169 /06 a+c cer + apis

PA 347 /06 a+c cer - apis

PA 689 /06 a+c cer+ apis

PA 1413 /06 a+c cer+ apis

PA 1446 /06 a+c cer+ apis

PA 1473 /06 a+c cer+ apis

PA 1568 /06 a+c cer+ apis

PA 1604 /06 a+c cer+ apis

PA 406 /06 a+c cer+ cer

PA 1003 /06 a+c cer+ cer

PA 524 /06 a+c cer+ a+c

PA 538 /06 a+c cer+ a+c

_| PAS583 /06 a+c cer+ a+c
? PA 645 /06 a+c cer + a+c
S| PA&92 /06 a+c cer + a+c
36) PA 787 /06 a+c cer+ a+c
:I}I: PA 839 /06 a+c cer+ a+c
Q| PA895 /06 a+c cer+ a+c
PA 1002 /06 a+c cer+ a+c

PA 1030 /06 a+c cer+ a+c

PA 1063 /06 a+c cer+ a+c

PA 1159 /06 a+c cer+ a+c

PA 1171 /06 a+c cer+ a+c

PA 1225 /06 a+c cer+ a+c

PA 1314 /06 a+c cer+ a+c

PA 1345 /06 a+c cer+ a+c

PA 1431 /06 a+c cer+ a+c

PA 1433 /06 a+c cer + a+c

PA 1471 /06 a+c cer - a+c

PA 1484 /06 a+c cer+ a+c

| | PA191 /07 a+c cer + a+c
PA 695 /06 cer cer + apis

PA 209 /06 cer cer+ cer

PA 215 /06 cer cer+ cer

PA 216 /06 cer cer+ cer

PA 218 /06 cer cer+ cer

PA 296 /06 cer cer+ cer

PA 300 /06 cer cer+ cer

PA 301 /06 cer cer+ cer

PA 320 /06 cer cer+ cer

PA 358 /06 cer cer+ cer

PA 367 /06 cer cer+ cer

PA 393 /06 cer cer+ cer

PA 417 /06 cer cer+ cer

PA 444 /06 cer cer + cer

a+c = Presencia de N. apis y N. ceranae; cer = Presencia
de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

[ Falso negativo.
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Tabla 4.1.6. (Continuacién) Deteccién de N. ceranae en
inmunofluorescencia

180 colmenas

mediante

indirecta (IFl) ufilizando el anticuerpo policlonal (Pc) de
conejo frente a N. ceranae y microscopia éptica (MO).

N°REGISTRO PCR IFI (Pc) MO

PA 445 /06 cer cer + cer

PA 452 /06 cer cer + cer

PA 465 /06 cer cer+ cer

PA 466 /06 cer cer + cer

PA 999 /04 cer cer + cer

PA 1000 /06 cer cer - cer

PA 1001 /06 cer cer - cer

PA 1010 /06 cer cer+ cer

PA 1011 /06 cer cer + cer

PA 1015 /06 cer cer + cer

PA 1019 /06 cer cer+ cer

PA 1025 /06 cer cer + cer

PA 1026 /06 cer cer + cer

PA 1027 /06 cer cer+ cer

PA 1029 /06 cer cer + cer

PA 1032 /06 cer cer+ cer

PA 1033 /06 cer cer+ cer

PA 1034 /06 cer cer + cer

PA 1036 /06 cer cer+ cer

- PA 1038 /06 cer cer + cer
| PA 1040 /06 cer cer+ cer
S| PA 1041 /06 cer cer + cer
g PA 1046 /06 cer cer + cer
& PA 1048 /06 cer cer+ cer
Q1 PA1049 /06 cer cer + cer
PA 1051 /06 cer cer + cer

PA 1053 /06 cer cer + cer

PA 1054 /06 cer cer + cer

PA 1055 /06 cer cer + cer

PA 357 /06 cer cer + a+c

PA 434 /06 cer cer + a+c

PA 447 /06 cer cer + a+c

PA 532 /06 cer cer + a+c

PA 533 /06 cer cer + a+c

PA 543 /06 cer cer + a+c

PA 544 /06 cer cer+ a+c

PA 764 /0é cer cer + a+c

PA 1091 /06 cer cer + a+c

PA 1100 /06 cer cer+ a+c

PA 1175 /06 cer cer+ a+c

PA 1179 /06 cer cer+ a+c

PA 1255 /06 cer cer+ a+c

PA 1268 /06 cer cer+ a+c

PA 1490 /06 cer cer+ a+c

PA 116 /07 cer cer + a+c

a+c = Presencia de N. apis y N. ceranae;
de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

[ Falso negativo.

cer = Presencia
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Tabla 4.1.6. (Continuacion) Deteccion de N. ceranae en
mediante PCR, inmunofluorescencia

180 colmenas

indirecta (IFl) utilizando el anficuerpo policlonal (Pc) de
conejo frente a N. ceranae y microscopia dptica (MO).

N°REGISTRO PCR IFI (Pc) MO
PA 144 /07 cer cer+ a+c
PA 145 /07 cer cer+ a+c

PA 198 /06 cer cer + =

| | PA351 /06 cer CElf = =
PA 166 /06 apis cer - apis
PA 170 /06 apis cer - apis
PA 176 /06 apis cer - apis
PA 394 /06 apis cer - apis
PA 418 /06 apis cer - apis
PA 464 /06 apis cer - apis
PA 535 /06 apis cer - apis
PA 694 /06 apis cer - apis
PA 703 /06 apis cer - apis
PA 780 /06 apis cer - apis
PA 823 /06 apis cer - apis
PA 837 /06 apis cer - apis
PA 838 /06 apis cer - apis
PA 841 /04 apis cer - apis
PA 853 /06 apis cer - apis
PA 864 /06 apis cer - apis
PA 874 /06 apis cer - apis
~| PA923 /06 apis cer - apis
<”r PA 926 /06 apis cer - apis
; PA 1117 /06 apis cer- apis
2/ PATI9 /06 apis cer - apis
& PA 1177 /04 apis cer - apis
Q| PA1182 /06 apis cer- apis
PA 1313 /06 apis cer + apis
PA 1320 /04 apis cer - apis
PA 1423 /06 apis cer - apis
PA 1442 /04 apis cer - apis
PA 1463 /06 apis cer - apis
PA 1598 /06 apis cer - apis
PA 1605 /06 apis cer - apis
PA 1642 /06 apis cer - apis
PA 1654 /06 apis cer + apis
PA 1747 /04 apis cer - apis
PA 1769 /06 apis cer - apis
PA 1770 /06 apis cer - apis
PA 348 /06 apis cer - cer
PA 364 /06 apis cer - a+c
PA 398 /06 apis cer - a+c
PA 556 /06 apis cer + a+c
PA 693 /06 apis cer - a+c
PA 755 /06 apis cer - a+c

a+c = Presencia de N. apis y N. ceranae; cer = Presencia

de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

|:| Falso negativo.

|:| Falso positivo.
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Tabla 4.1.6. (Continuacién) Deteccidon de N. ceranae en
mediante PCR, inmunofluorescencia

180 colmenas

indirecta (IFl) utilizando el anticuerpo policlonal (Pc) de
conegjo frente a N. ceranae y microscopia éptica (MO).

N°REGISTRO PCR IFI (Pc) MO
PA 167 /06 apis cer - -
PA 1178 /06 - cer - apis
PA 1176 /06 - cer - a+c
PA 165 /06 - cer - -
PA 171 /06 - cer - -
PA 172 /06 - cer - -
PA 173 /06 - cer - -
PA 174 /06 - cer - -
PA 177 /06 - cer - -
PA 178 /06 - cer - -
PA 189 /06 - cer - -
PA 190 /06 - cer - -
PA 191 /06 - cer - -
PA 192 /06 - cer - -
PA 193 /06 - cer - -
PA 194 /06 - cer - -
PA 195 /06 - cer - -
PA 196 /06 - cer - -
PA 197 /06 - cer - -
3 PA 199 /06 - cer - -
I PA 200 /06 - cer - -
; PA 202 /06 - cer - -
Z| PA203 /06 - cer - -
3| PA204 /06 - cer - -
=1 Pa205 /06 - cer- -
G| pa208 /08 . cer- -
- PA 210 /06 - cer - -
PA 211 /04 - cer - -
PA 213 /06 - cer - -
PA 214 /04 - cer - -
PA 217 /06 - cer - -
PA 293 /06 - cer - -
PA 294 /06 - cer - -
PA 298 /06 - cer - -
PA 299 /06 - cer + -
PA 303 /06 - cer - -
PA 304 /06 - cer - -
PA 307 /06 - cer - -
PA 346 /06 - cer - -
PA 350 /06 - cer - -
PA 352 /06 - cer - -
PA 353 /06 - cer - -
PA 354 /06 - cer - -
PA 355 /06 - cer - -
PA 1008 /06 - cer - -

a+c = Presencia de N. apis y N. ceranae; cer = Presencia

de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

] Falso negativo.

[1 Falso positivo.
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Dichos resulfados mostraron que, con la IFl, 93 colmenas (51,6 %) fueron positivas y 87
(48,3 %) negativas para la presencia de esta especie (Tabla 4.1.6.). En cuanfo a los resultados
obtenidos con la PCR multiple, estos revelaron 94 colmenas (52,2 %) positivas para la infeccion

por N. ceranae, sola o junto a N. apis, frente a 86 colmenas (47,8 %) negativas (Tabla 4.1.7.).

Estos porcentajes se corresponden con unos resultados en los que la IFl utilizando el
anticuerpo policlonal reveld 5 falsos negativos (2,7%) y 4 falsos positivos (2,2 %) con respecto a la

técnica de PCR (Tabla 4.1.6.y 4.1.8.).

Tabla 4.1.7. Resultados de la deteccidn de N. ceranae en 180 colmenas mediante PCR,
mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando el anficuerpo policlonal (Pc) y mediante
microscopia éptica (MO).

PCR IFI (Pc) MO
N° positivos (%) 94 (52,2) 93 (51,6) 90 (50)
N° negativos (%) 86 (47.8) 87 (48,3) 90 (50)

Teniendo en cuenta la presencia de N. ceranae como resultado positivo, los resultados
obtenidos por la MO revelaron la infeccidon por esta especie en 90 colmenas, el 50% de las
totales (Tabla 4.1.7.). En este caso, la MO mostrd 11 falsos negativos (6,1%) y 7 falsos positivos (3,8

%) con respecto ala PCR multiple (Tabla 4.1.8.).

Tabla 4.1.8. Resumen de los falsos positivos y negativos obtenidos por la inmunofluorescencia
indirecta (IFl) utilizando el anticuerpo policlonal asi como por microscopia éptica (MO).

TECNICA DIAGNOSTICA

ANTICUERPO RESULTADO IFI MO
Policlonal FN (%) 5(2.7) 11 (6.1)
FP (%) 4(22) 7 (3.8)

FN = Falsos negativos; FP = Falsos positivos.
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Figura 4.1. Reaccién del suero policlonal C1SM (dilucién 1/1600) frente a A: Control positivo con
esporas de N. ceranae; B: Esporas de N. ceranae detectadas en la colmena PA 1026/06.

4.1.1.5. Andlisis estadistico de los resultados.

Se realiz6 un estudio comparativo de la técnica de IFl desarrollada utilizando el suero
policlonal de conejo frente a N. ceranae (apartado 3.1.2.6.), con las técnicas de microscopia
optica (MO) y la PCR multiple (Martin-Hernandez y col., 2007). Cabe destacar que dicho estudio
comparativo reveldé diferencias entre las distintas técnicas diagndsticas. Para determinar la
significacién de esas diferencias, se realizé un andlisis de concordancia (Kappa de Cohen) y una

comparacién de proporciones mediante Chi cuadrado.

En primer lugar se compararon los resultados de la IFl con el suero policlonal frente a N.
ceranae con los obtenidos en el CAR utilizando la PCR multiple para el diagnédstico de las 180
colmenas estudiadas. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla de
contingencia (Tabla 4.1.9.) teniendo en cuenta que las muestras positivas se corresponden con

colmenas infectadas sélo por N. ceranae o coinfectando con N. apis:

Tabla 4.1.9. Tabla de contingencia: PCR frente a IFI
con anticuerpo policlonal (Pc).

IFl (Pc) TOTAL
- | +
- 82 4 86
PCR + 5 89 94
TOTAL 87 93 180

+ = Presencia de N. ceranae.

La comparacién de las dos técnicas arrojd resultados similares coincidiendo en el
diagndstico de 171 colmenas: 82 negativas y 89 positivas. El andlisis estadistico mediante Chi

cuadrado mostrd una correlacion muy elevada (valor de Chi = 145,77 con p < 0,05). Asi mismo,
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la fuerza de la concordancia (indice de Concordancia [k = 0,9]) presentd una valoracidon muy

buena segun la escala de valoracién de éste indice (Tabla 4.1.10.) elaborada por Altman (1991).

Tabla 4.1.10. Escala de valoraciéon del indice de
Kappa (Altman, 1991).

Valor de k Fuerza de la concordancia
<0.20 Pobre
0.21-0.40 Débil
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Buena
0.81-1.00 Muy buena

Al comparar los resultados de la microscopia dptica con los de la técnica de la PCR

multiple realizando el mismo andilisis, se obtuvo la siguiente tabla de contingencia (Tabla 4.1.11.):

Tabla 4.1.11. Tabla de contingencia: PCR frente a

MO.
Mo TOTAL
. | +
- 79 7 86
PCR ; i 83 94
TOTAL 90 90 180
+ = Presencia de N. ceranae.
En la comparacion del microscopio dptico con la PCR (Tabla 4.1.11.), el nUmero de

colmenas en el que ambas técnicas coincidieron es menor: 162 (79 positivas y 83 negativas). Se
observd una correlacion significativa al analizar los resultados utilizando la prueba de Chi
cuadrado (valor de Chi = 115,428, p < 0,05) y un indice de Concordancia « = 0,8, lo que en la

escala de Altman (1991) se relaciona con una concordancia buena (Tabla 4.1.10.).

a) Especificidad y sensibilidad de la técnica de IFl con los anticuerpos policlonales frente a N.

ceranae.

Una vez comparados los resultados de las técnicas de diagndstico, se valord la eficacia
de la técnica de IFl desarrollada en la presente Tesis Doctoral. Para ello se determinaron sus
pardmetros de sensibilidad y especificidad. Se entendié por sensibilidad la proporciéon de

verdaderos positivos identificados por la IFl frente al total de colmenas infectadas, y por

141



Carmen Ferndndez Vadillo Resultados

especificidad la proporcion de verdaderos negativos del total colmenas sin infectar (Molinero,

2002). Para el estudio se tomd como patrén de oro la técnica de referencia: PCR multiple.

Para el estudio comparativo mediante el Test Diagndstico se analizaron los resultados
obtenidos en las tablas de contingencia (Tablas 4.1.9. y 4.1.11.) de los estudios comparativos
entre las distintas técnicas: la IFl utilizando el suero policlonal, la PCR multiple descrita por el CAR

y la MO con conftraste de fases.

Al calcular la sensibilidad y la especificidad de la técnica de IFl utilizando el suero
policlonal frente a N. ceranae con respecto a la sensibilidad y especificidad de la PCR multiple,

se observaron elevados porcentajes de similitud entre ambas técnicas (Tabla 4.1.12.).

Tabla 4.1.12. Porcentajes de sensibilidad y especificidad (Intervalo de Confianza) del Test Diagndstico
comparando la PCR frente a la MO vy la IFl con el anticuerpo policlonal frente a N. ceranae (Nivel de
confianza del 95%).

PCR IFl Policlonal Mo
- 94,68 88,30

% Sensibilidad 100 (89,61-99,75) (81,27-95,33)
S 95,35 91,86

% Especificidad 100 (90,32-100) (85,50-98,22)

Asi mismo, se realizé un andilisis similar para calcular la sensibilidad y la especificidad de
la microscopia dptica con contraste de fases (MO), y asi poder compara éstas con las de la IFl.
Los porcentajes de sensibilidad y especificidad del microscopio con confraste de fases con
respecto a la PCR multiple resultaron mds bajos que los obtenidos por la IFl (Tabla 4.1.12.), dato
que cabia esperar a la vista de los resultados obtenidos en los estudios comparativos con las

tablas de contfingencia (Tablas 4.1.9.y 4.1.11.).

4.2. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A N. ceranae.

4.2.1. OBTENCION DE ANTIGENO SOLUBLE DE ESPORA. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
DE PROTEINAS.

Siguiendo el método para la obtencién de antigeno soluble de espora desarrollado por
del Aguila y col. (2001) y descrito previamente en el apartado 3.2.2.2., a partir de una cantidad
inicial de 108 esporas totales de N. ceranae se obtuvieron 93,39 ug de proteina total,

determinada mediante el método de Bradford.
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Debido al elevado gasto de esporas que requeria la obtencidén de antigeno soluble y a
la escasa utilidad de éste para su utilizacién en el ELISA (apartado 4.2.3.1.), no se realizaron mds

lotes de extraccion.

4.2.2. INMUNIZACION Y SANGRADO DEL MODELO ANIMAL.

4.2.2.1. Titulacién de sueros policlonales.

Para estudiar la evolucidn de los titulos de anticuerpos durante el protocolo de
inmunizacién, se realizaron estudios mediante IFl de los sueros obtenidos en las sangrias del lote
de ratones destinados a las fusiones (apartado 3.2.2.3.a.2.). Todos los sueros se fitularon frente a

N. apis y N. ceranae, para detectar posibles reacciones cruzadas entre ambas especies.

a) IFl para la titulacién de los sueros policlonales.

Los antisueros policlonales obtenidos en cada una de las sangrias realizadas se titularon
utilizando la técnica de IFl descrita en el apartado 3.2.2.3.a.2.1. Se utilizaron diluciones dobles

seriadas de los mismos, parfiendo de la 1/25 hasta la 1/3200.

En la Tabla 4.2.1. y en la Figura 4.2 se muestran los titulos de los antisueros obtenidos de
los ratones inmunizados frente a N. ceranae, y cédmo éstos fueron aumentando a lo largo del

periodo de inmunizacién hasta llegar a un mdéximo de 3200 en la cuarta sangria (S4).

Tabla 4.2.1. Resultados de la fitulacion de los sueros obtenidos del lote de ratones inmunizados con N. ceranae.

DILUCIONES
Sangria Antigeno 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400
N. ceranae - - - - - N.R. N.R. N.R. N.R.
30 N. apis - - - - - N.R. N.R. N.R. N.R.
N. ceranae ++ ++ ++ + + - N.R. N.R. N.R.
31 N. apis - - - - - - N.R. N.R. N.R.
$2 N. ceranae N.R. N.R. +++ +++ ++ + +/- - N.R.
N. apis N.R. N.R. - - - - - - N.R.
N. ceranae N.R. N.R. N.R. ++ ++ +/- +/- - N.R.
53 N. apis N.R. N.R. N.R. + + + + + -
N. ceranae N.R. N.R. N.R. ++ ++ ++ ++ + -
34 N. apis N.R. N.R. N.R. +/- +/- +/- +/- +/- -

+++=Fluorescencia fuerte; ++=Fluorescencia moderada; +=Fluorescencia débil; +/-=Fluorescencia débil, no en todas las
esporas; N.R.= No realizado.

Hay que mencionar la presencia de reaccién cruzada frente a N. apis a partir de la

tercera sangria (S3), reaccion que, a pesar de no ser intensa, dio lugar a un fitulo de 3200 por
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encima del presentado frente a N. ceranae (400). Sin embargo, en la Ultima sangria (S4) la
intensidad de esta reaccién frente a N. apis disminuyd hasta el punto de no afectar a todas las

esporas del tapizado, por lo que no se considerd un titulo.

Figura 4.2. Evolucidn del fitulo de anticuerpos frente al tiempo.

3500 -
3000 -
2500 1
2000 1
1500 -
1000 -

S I B
S2 S

SO S1

ON. ceranae

ON. apis

3 S4

Una vez finalizado el protocolo de inoculacién, y para mantener elevado el titulo de
anticuerpos antes de la fusidn, se administraron dosis de recuerdo. Dada la dificultad en la
obtencién de esporas, estas dosis sélo se pudieron inocular a la mitad de los ratones del lote de
inmunizacién. En la Tabla 4.2.2. se muestra la distinta evolucion de los titulos séricos en los ratones

con y sin dosis de recuerdo.

Tabla 4.2.2. Resultados de la titulacién de los sueros obtenidos tras la administracion de la dosis de recuerdo

o sin ella.
DILUCIONES
Sangria Recuerdo Antigeno 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400
N. ceranae +++ +++ ++ + +/- -
Con X

$5 N. apis + + + + &= -
Si N. ceranae + + +/- +/- - -

in
N. apis + + +/- +/- +/- _

+++=Fluorescencia fuerte; ++=Fluorescencia moderada; +=Fluorescencia débil; +/-=Fluorescencia débil, no
en todas las esporas; N.R.= No realizado.

En el caso de los ratones con recuerdo se alcanzd un fitulo de 1600 frente a N. ceranae,
obteniendo una buena fluorescencia hasta la dilucion 1/800. En contfraste con estos resultados,
el grupo de ratones sin dosis de recuerdo sélo alcanzé un titulo de 400 y con una fluorescencia

débil en todas las diluciones probadas.
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En cuanto a la presencia de reacciones cruzadas frente a N. apis, los ratones con dosis
de recuerdo mostraron una fluorescencia débil, que alcanzd un titulo de 1600. La fluorescencia

que presentd el grupo sin recuerdo frente a N. apis, también débil, alcanzd un titulo de 400.

4.2.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES in vitro.

4.2.3.1. Fusiones celulares.

La semana antes de cada fusién celular, el cultivo de mieloma se mantenia en
crecimiento exponencial, y el dia en el que se redlizaba dicha fusion se calculaba su
concentracion. En cada fusién, la obtencidn de esplenocitos se realizé a partir del bazo de un
ratén procedente del lote de ratones inmunizados con esporas de N. ceranae, a los que
ademds se les habia inoculado una dosis de recuerdo. Una vez findlizada la fusién celular
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.2.3.b.3. se calculd la viabilidad celular, se

ajustd la concentracién y se mantuvo en la estufa hasta el dia siguiente.

A las 24 horas se volvié a realizar un recuento celular para calcular la viabilidad y ajustar
la concentracion. Posteriormente, el producto de la fusion se distribuyd en placas de cultivo de
96 pocillos, preparadas previaomente con timocitos (apartado 3.2.2.3.b.2.) en medio completo

con HAT para la seleccion de hibridomas.

Los hibridomas se mantuvieron en medio selectivo (RPMI-HAT) aproximadamente
durante quince dias, a partir de los cuales no se observaban células vivas en los controles de
mieloma y de bazo. Como paso previo al mantenimiento de los hibridomas en medio completo,

éstos se mantuvieron en medio RPMI con HT.

Dado que la prueba de ELISA llevada a cabo no ofrecid unos resultados que permitieran
el cribado de los hibridos productores, los sobrenadantes se estudiaron mediante IFl, empleando
como antigeno espora completa de N. ceranae y N. apis, de modo que los hibridos positivos
(oroductores de anticuerpos especificos) se seleccionaron para su clongje (apartado

3.2.2.3.b.5.) y posterior caracterizacién (apartado 3.3.).

En la Tabla 4.2.3. estdn recogidos los resultados de las seis fusiones celulares realizadas.
Los porcentajes de viabilidad a las 24 horas de fusién se mantuvieron entre el 33,3 % y el 57,1 %,
con un porcentaje de crecimiento minimo del 72 % y hasta un mdximo del 99,3 %. De las seis
fusiones se obtuvo un numero total de 3050 hibridos, de los cuales 442 (el 14,5 %) resultaron
positivos en el estudio mediante IFl. De todos ellos se seleccionaron cuatro para su posterior
clonacion y caracterizacion: dos productores de anticuerpos especificos frente a N. ceranae
(F1. 7D2 y F4. 1B11), uno frente a N. apis (F4. 9G2) y ofro que reconoce las dos especies

simultdneamente (F1. 6F10) (Figuras 4.3.y 4.4.).
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Figura 4.3. Reaccion de los sobrenadantes (sin diluir) de los hibridomas A: F1. 6F10, B: F1. 7D2 y C:

F4. 1B11 frente a esporas purificadas de N. ceranae mediante IFI.

Figura 4.4. Reaccion de los sobrenadantes (sin diluir) de los hibridomas A: F1. 6F10 y B: F4. 9G2

frente a esporas purificadas de N. apis mediante IFl.
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Resultados

Tabla 4.2.3. Resultados obtenidos en las Fusiones Celulares.

FUSION 1

FUSION 2

FUSION 3

FUSION 4

FUSION 5

FUSION &

Concentraciéon de mieloma
Células totales de mieloma

Células totales de bazo

Relacién mieloma-bazo (1:5)

Células totales de hibrido

Viabilidad

Concentracién de hibrido (24h)

Viabilidad (24h)

Total de hibridos obtenidos

Porcentaje de crecimiento

NUmero de hibridos positivos (IFl)

Hibridos seleccionados

1,8x10¢ céls./ml
7.2x107 céls.

1,7x108 céls.

19mI:10ml

5,6x107 céls.

51.8%

2,20x106 céls./ml

33.3%

505

84,1 %

71
(11.8%)

F1.6F10y F1.7D2

9x105 céls./mll

3,6x107 céls.

1,27x108 céls.

30mI:10ml

2,20x106 céls.

34,4 %

1,2x10¢ céls./ml

57.1 %

559

93.2%

1,8x10¢ céls./ml
7.2x107 céls.

1,79x108 céls.

20ml:10ml

5,6x107 céls.

43 %

2,35x106 céls./ml

46,5 %

599

99.83 %

133
(22,1 %)

1,7x10¢ céls./ml
6,8x107 céls.

1,5x108 céls.

18ml:10ml

9,6x107 céls.

52,8 %

2,7x10¢ céls./ml

45,7 %

501

83.5%

117
(23.2 %)

F4.1B11y F4.9G2

3,1x10¢ céls./ml

1,24x108 céls.

2,43x108 céls.

T6ml:10ml

6,3x10¢ céls.

52 %

3,3x10¢ céls./ml

55,9 %

497

82,8 %

1,7x10¢ céls./ml

6,8x107 céls.

3,9x107 céls.

S5ml:10ml

2,6x107 céls.

61.9%

1,3x10¢ céls./ml

433 %

389

72 %

céls.=Células vivas.
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4.2.3.2. Clongje de los hibridos seleccionados.

Los hibridos productores seleccionados se clonaron por dilucion limite, como minimo tres
veces para garantizar su “monoclonalidad”, asegurando que todas las células procedieran de
una misma célula progenitora. La seleccién de los clones se realizé mediante la técnica de IFI
(apartado 3.2.2.3.0.4.1.2.), y con preferencia por los hibridos procedentes de las placas con
menores concentraciones de células (0,5 y 1 células/pocillo). Se congelaron varias alicuotas de

cada clon.

En las tablas de la 4.2.4., 4.2.5., 4.2.6. y 4.2.7. se muestran los porcentajes de crecimiento
celular y de hibridos positivos obtenidos en cada una de las placas, asi como el nUmero de

clones congelados por cada hibrido y el seleccionado para el siguiente clonaje.

Hay que destacar que en el primer clonaje (Tabla 4.2.4.), los hibridos F4.1B11 y F4.9G2
presentaron un elevado porcentaje de positividad. Sin embargo estos hibridos se siguieron
clonando para garantfizar su “monoclonalidad”, ya que no todos los clones que se

seleccionaron procedian de las placas de menor concentracion celular.

En algunos casos se dejo de clonar con porcentajes de hibridos positivos por debajo del
100%; sin embargo, estos porcentajes se corresponden con un solo hibrido negativo por placa
(Tablas 4.2.4.y 4.2.6.).

Tabla 4.2.4. Resultados obtenidos en el 1er clongje.

CONCENTRACION PLACAS DE CLONAJE

o
5¢/p 1¢/p 0.5¢/p N° de Clones

Hibrido conservados Clon seleccionado
Jocrec. 7%pos. crec. %pos. %crec. %pos. 5c/p l1c/p 0,5¢c/p

F1.6F10 96,6 34,5 46,6 89,3 38,3 869 - 5 3E7

F1.7D2 80 62,5 25 53,3 21,6 69.2 2 8 3C4

F4.1B11 78.3 100 23,3 100 13,3 100 2 3 2D4

F4.9G2 93,3 98,21* 33,3 100 28,3 100 1 2 2 1F7

c/p = células por pocillo; %crec.= porcentaje de crecimiento en placa; % pos.= porcentaje de hibridos positivos.
* = Sélo uno de los pocillos con crecimiento resultd negativo.

Tabla 4.2.5. Resultados obtenidos en el 2° clongje.

CONCENTRACION PLACAS DE CLONAJE

o
5¢/p 1¢c/p 0.5¢c/p N° de Clones

Clon conservados Clon

seleccionado

Jcrec.  %pos. %crec. %pos. %crec. %pos. 5¢c/p 1c/p 0,5¢c/p

F1.6F10.3E7 63,3 89.5 33.3 85 18,3 54,5 4 2 1C3
F1.7D2.3C4 69.4 64 72,2 769 - 2 4 1D10
F4.1B11.2D4 51,6 87 16,6 70 11,6 100 - 3 3E8
F4.9G2.1F7 78,3 51,1 36,6 31.8 25 33.3 2 1 2 3B7

c/p = células por pocillo; %crec.= porcentaje de crecimiento en placa; % pos.= porcentaje de hibridos positivos.
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Tabla 4.2.6. Resultados obtenidos en el 3¢ clongje.

CONCENTRACION PLACAS DE CLONAJE

N° de Clones
Clon Sclp 1e/p 05¢/p conservados Clon
seleccionado

Jcrec.  %pos. %crec. %pos. %crec. %pos. 5c/p 1c/p 0,5¢c/p

F1.6F10.3E7.1C3 100 85 98,3 76,3 78.3 80,8 - 12 3G3
F1.7D2.3C4.1D10 73.3 97.7* 36,6 100 11,6 100  —- 3 2 Estable
F4.1B11.2D4.3E8 100 98,3* 55 96,9* 36,6 100 - 2 2 Estable
F4.9G2.1F7.3B7 98,3 96,6 30 77,7 23,3 100 T 3 3B9

c/p = células por pocillo; %crec.= porcentaje de crecimiento en placa; % pos.= porcentaje de hibridos positivos.
* = Sélo uno de los pocillos con crecimiento resulté negativo.

Tabla 4.2.7. Resultados obtenidos en el 4°clonaje.

CONCENTRACION PLACAS DE CLONAJE

Clon 5¢c/p 1c/p 05¢c/p N° de Clones conservados
J%crec.  %pos. %crec. %pos. %crec. %pos. 5¢c/p 1c/p 0,5¢c/p
F1.6F10.3E7.1C3.3G3 41 96 8.3 100 10 83,3 2 1 1
F4.9G2.1F7.3B7.3B9 95 98,2 36,6 95,4 11,66 100 - 4 Estable

c/p = células por pocillo; %crec.= porcentaje de crecimiento en placa; % pos.= porcentaje de hibridos positivos.

4.2.4. PRODUCCION DE LIQUIDO ASCITICO CON ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Los anticuerpos monoclonales se produjeron in vivo seguin el protocolo descrito en
(apartado 3.2.2.4.), inoculando a los distintos lotes de ratones con 1,5-2x10¢ células de hibrido por
ratén. El liquido ascitico extraido se congeld a -80 °C hasta su posterior titulacién mediante la
técnica de IFl, cuyos resultados se presentan en el apartado 4.3.2.2. En la Tabla 4.2.8. se
muestran las condiciones en las que se produjeron las ascitis, asi como los volumenes obtenidos

para cada uno de los hibridos.

Durante el proceso de produccidon de ascitis, algunos ratones produjeron liquido
ascitico, fumores sélidos o ambos a la vez, independientemente del hibrido con el que fueron

inoculados.

Cuando el clon del hibrido F4.9G2 no produjo liquido ascitico en ninguno de los ratones
del lote en el que se inoculd, dicho lote se volvié a inocular con otro clon del mismo hibrido. En
éste caso si que se pudo obtener ascitis de tres de los ratones del lote. En el caso del hibrido
F4.1B11, éste no produjo liquido ascitico en ninguno de los ratones del lote, a pesar de que se

probaron dos clones distintos de dicho hibrido.
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Tabla 4.2.8. Condiciones de la produccién de ascitis y volumenes obtenidos.

CONDICIONES DE OBTENCION DE LiQUIDO ASCITICO

Hibrido Clon Volumen Inéculo  Volumen A""':‘J:'es VOLUMEN
Pristane hibrido* hibrido q ASCITIS
producen
F1.6F10 3E7 0,5 ml/ratén 1,7x108 1 ml/ratén 6 7,25 ml
F1.7D2 3C4.D10 0,5 ml/ratén 2x108 1 ml/ratén 2 52 ml
F4.1B11 2D4 0.5 ml/ratén 2x106 1 ml/ratén 0o
) 1D7 0,5 mi/ratén 2x10¢ 1 ml/ratén 0
1F7 0,5 ml/ratén 1,5x10¢ 1 ml/raton o
F4.9G2 - -
3G3 0,5 ml/ratén 2x1068 1 ml/ratdn 3 9,45 ml

* = Células totales

4.3. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES OBTENIDOS FRENTE A Nosema
SPPp.

4.3.1. ISOTIPADO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Para determinar los isotipos de las inmunoglobulinas secretadas por los hibridos, se utilizd
el kit Pierce® Rapid Isotyping Kit with Kappa and Lambda-Mouse, seguin las especificaciones del
fabricante. Después de incubar las cassetes del kit con los sobrenadantes saturados de cada
hibrido, se observé que todos ellos producian anticuerpos del isofipo IgM de cadena ligera k. En

la Figura 5.1. se muestra un ejemplo.

Figura 4.5. Determinacién del isotipo del anticuerpo monoclonal F4. 1B11 mediante el Kit de

Isotipado Pierce® Rapid Isotyping Kit with Kappa and Lambda-Mouse. C: Confrol.
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43.2. TITULACION DE SOBRENADANTES SATURADOS Y ASCITIS DE

MONOCLONALES.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl), descrita en el apartado
3.2.2.3., se readlizaron estudios encaminados a conocer de manera detallada la reactividad y
especificidad de los anticuerpos monoclonales seleccionados: F1. 6F10, F1. 7D2, F4. 1B11 y F4.
9G2. Para ello se llevd a cabo la titulacion tanto de los sobrenadantes saturados como de los

liguidos asciticos frente a las especies de Nosema que reconocen especificamente cada uno

de ellos (Tabla 4.3.1.).

LOS ANTICUERPOS

Tabla 4.3.1. Reactividad de los anticuerpos monoclonales frente a N. apis y N.ceranae.

REACTIVIDAD
AcMc N. apis N. ceranae
F1. 6F10 Si Si
F1.7D2 No Si
F4. 1B11 No Si
F4. 9G2 Si No

AcMc = Anticuerpo Monoclonal.

4.3.2.1. Titulacién de los sobrenadantes saturados.

como a N. apis, se utilizaron ambas especies en la tfitulacién del mismo. De igual modo, F1.7D2y

F4. 1B11 se titularon frente a N. ceranae y F4. 9G2 frente a N. apis, sus respectivos antigenos

reconocidos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.3.2.

Dado que el anficuerpo monoclonal F1. é6F10 reaccionaba tanto frente a N. ceranae

Tabla 4.3.2. Titulos obtenidos mediante IFl de los sobrenadantes saturados frente a N. cerane y N. apis.

DILUCIONES
AcMc Especie SD /5 1/10 1/15 1/20 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
N. ceranae +++ +++ +++  +++ +++ ++ + + + +/- _
F1. 6F10
N. apis +++ +++ +++ +++ +++ ++ + aF +/- +/- -
F1.7D2 N. ceranae +++ +++  +++ +++ +++ ++ ++ ++ + +/- -
F4.1B11 N. ceranae +++ +++ +++ +++ +++ ++ + +/- +/- +/- -
F4.9G2 N. apis  ++ + +/- +/- +/- +/- - = - - -

AcMc = Anticuerpo monoclonal; SD = Sin diluir; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + =

Fluorescencia débil; +/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.
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El anticuerpo monoclonal F1. 6F10 presentd una reactividad similar frente a N. ceranae y
N. apis, con titulos de 200 y de 100 respectivamente, lo que hace de él un buen candidato
como anticuerpo monoclonal de género. A su vez, los anticuerpos monoclonales F1. 7D2 y F4.
1B11 alcanzaron titulos de 200 y 50 respectivamente frente a N. ceranae. Finalmente el
anticuerpo monoclonal F4. 9G2 presentd un titulo de 5 frente a N. apis, con ausencia de

reactividad frente a N. ceranae.

4.3.2.2. Titulacion de los liquidos asciticos.

Con la excepcidn del F1. 1B11, que no produjo ascitis, se fitularon los liquidos asciticos
frente a las especies reconocidas por cada anticuerpo monoclonal. De nuevo se utilizd la
técnica de IFl nombrada en el apartado anterior. Los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla (Tabla 4.3.3.):

Tabla 4.3.3. Titulos obtenidos mediante IFl de los liquidos asciticos frente a N. ceranae y N. apis.

DILUCIONES
AcMc Especie 25 50 100 200 400 800 1600 3200 46400 12800 25600 51200
N. ceranae  +++  +++ +++  ++ ++ ++ ++ + +/- - - -
F1.6F10
N. apis S +++  +++ A+t At At ++ + +/- +/- -
F1.7D2 N. ceranae +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ + +/- +/- - -
F4.9G2 N. apis St A 4 + + + + +/- +/- = - -

AcMc = Anticuerpo monoclonal; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil;
+/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

Los resultados obtenidos muestran que el anticuerpo monoclonal F1. 6F10 presentd una
mayor reactividad frente a N. apis (con un titulo de 6400) que frente a N. ceranae (fitulo de
3200). La ascitis del anticuerpo monoclonal F1. 7D2 alcanzd un titulo de 3200 frente a N.
ceranae, mientras que el antficuerpo monoclonal F4. 9G2 presentd un titulo de 1600 frente a N.

apis.

4.3.3. ESTUDIO DE REACCIONES CRUZADAS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES.

4.3.3.1. Reacciones cruzadas de los sobrenadantes saturados de los anticuerpos monoclonales.

En las Tablas 4.3.4., 4.3.5., 4.3.6. y 4.3.7. se muestra la reactividad que presentaron los

sobrenadantes saturados de los anticuerpos monoclonales frente a N. apis y N. ceranae, asi
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como frente a ofras especies de microsporidios tales como Enterocytozoon bieneusi,
Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem, Ancaliia algerae

y Vittaforma corneae.

Tabla 4.3.4. Reacciones cruzadas obtenidas mediante IFl del sobrenadante
saturado del anticuerpo monoclonal F1. 6F10.

DILUCIONES
AcMc Especie SD 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800

N. cerange  +++ ++ + + + +/- -
N. apis +++ ++ + + +/- +/- -

V. corneae  +/- +/- +/- - - - -
A. algerae - - - - - - -
F1. 6F10 . L
E. intestinalis - - - - - - -
E. cuniculi - - - - - - -

E. hellem - - - - - - -

E. bieneusi - - -

Fluorescencia fuerte; ++ =
Fluorescencia débil sélo en

AcMc = Anticuerpo monoclonal; SD = Sin diluir; +++
Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil; +/-
algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

El anticuerpo monoclonal F1. 6F10 solamente presentd reaccion cruzada débil frente a
V. corneae (Tabla 4.3.4.), reaccién que no permitié la determinacién de un ftitulo, ya que en

ninguna de las diluciones afectaba al total de las esporas (+/-).

Tabla 4.3.5. Reacciones cruzadas obtenidas mediante IFl del sobrenadante
saturado del anticuerpo monoclonal F1. 7D2.

DILUCIONES
AcMc Especie sD 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
N. ceranae ++ ++ ++ ++ + +/- -

N. apis - - - - - - -
V. corneae + - - - - _ -
A. algerae + - - - - - -
F1.7D2 . n
E. intestinalis - - - - - - -
E. cuniculi - - - - - - -
E. hellem +/- - - - - - -

E. bieneusi - - - - - - -

Fluorescencia fuerte; ++ =
Fluorescencia débil sélo en

AcMc = Anticuerpo monoclonal; SD = Sin diluir; +++
Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil; +/-
algunas esporas; - = Sin fluorescencia.
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Tabla 4.3.6. Reacciones cruzadas obtenidas mediante IFl del sobrenadante

saturado del anticuerpo monoclonal F4. 1B11.

DILUCIONES

AcMc Especie

SD

1/25

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

N. ceranae
N. apis
V. corneae
A. algerae
F4. 1B11 . L
E. intestinalis
E. cuniculi
E. hellem

E. bieneusi

+++

+/-

++

+/-

+

+/-

+/-

+/-

AcMc = Anticuerpo monoclonal; SD = Sin diluir; +++
Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil; +/- = Fluorescencia débil sdlo en

algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

= Fluorescencia

fuerte; ++ =

En cuanto a los antficuerpos monoclonales F1. 7D2 y F4. 1B11, habria que destacar la

ausencia de reacciones cruzadas frente a N. apis por parte de ambos (Tablas 4.3.5. y 4.3.6.).

También se observé reaccién cruzada débil frente a V. corneae, aungue no se pudo establecer

un titulo para la misma, ya que o bien no afectaba a todas las esporas (F4. 1B11, Tabla 4.3.6.) o

desaparecia en la primera dilucién (F1. 7D2, Tabla 4.3.5.). Por otra parte, el sobrenadante

saturado de F1. 7D2 reaccioné también frente a las esporas de A. algerae y E. hellem, pero en

ambos casos dicha reaccién fue de nuevo muy tenue, desapareciendo con la primera dilucién
(Tabla 4.3.5.).
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Tabla 4.3.7. Reacciones cruzadas obtenidas mediante IFl del sobrenadante

saturado del antficuerpo monoclonal F4. 9G2.

DILUCIONES
AcMc Especie SD 1/5 1/10 1/15 1/20 1/25 1/50
N. apis  ++ + +/- +/- +/- +/- -
N. ceranae + - - - - - -
V.corneae +/- +/- - - - - -
A. algerae  + - - - - - -
F4. 9G2 . L
E. intestinalis - - - - - - -
E. cuniculi - - - - - - -
E. hellem +/- - - - - - -
E. bieneusi - - - - - - -
AcMc = Anticuerpo monoclonal; SD = Sin diluir; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ =

Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia
algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

débil; +/- = Fluorescencia débil sélo en
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En Ultimo lugar, el sobrenadante del anticuerpo monoclonal F4. 9G2 si que presentd
reaccion cruzada frente a N. ceranae cuando se estudié sin diluir, pero dicha reaccién
desaparecié con la primera dilucién del mismo (Tabla 4.3.7.). La IFl mostré también reacciones
cruzadas con V. corneae, A. algerae y E. hellem, pero al igual que en los casos anteriores, no se
pudo establecer un ftitulo dado que estas eran débiles, y sélo se mantenian después de la

primera dilucién en el caso de V. corneae.

4.3.3.2. Reacciones cruzadas de los liquidos asciticos de los anticuerpos monoclonales.

Al igual que con los sobrenadantes saturados, se estudiaron las posibles reacciones
cruzadas de los liquidos asciticos obtenidos frente a esporas de otfras especies de microsporidios:
E. bieneusi, E. cuniculi, E. intestinalis, E. hellem, A. algerae y V. corneae, asi como N. apis y N.
ceranae. En las tablas 4.3.8., 4.3.9. y 4.3.10. se muestran las reacciones cruzadas obtenidas y

comparadas con la reactividad que presentaron frente N. apis y N. ceranae.

Tabla 4.3.8. Reacciones cruzadas obtenidas mediante IFl del liquido ascitico del AcMc F1.6F10.

DILUCIONES
AcMc Especie 25 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 51200
N.ceranage  +++  +++ 4+++  ++ 4+ ++ ++ + +/- - - -
N.apis  +++ +++  +++ -+ + +/- +/- -
V. corneae ++ ++ + + + + +/- +/- - - - -
A. algerae  ++ ++ 4+ + + +/- - - - - - -
F1.6F10
E. intestinalis ++ + + +/-  +/-  +/- - - - - - -
E. cuniculi  +/- +/- - - - - - - - - - -
E. hellem ++ ++ + + +/- /- - - - - - -
E. bieneusi - - - - - - - - - - - -

AcMc = Anticuerpo monoclonal; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil;
+/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

El liquido ascitico del anticuerpo monoclonal F1. 6F10 (Tabla 4.3.8.) no presentd reaccion
cruzada frente a E. bieneusi. Si que la presentd frente a E. cuniculi, pero ésta no pudo titularse
debido a que en ningun caso afectaba al total de las esporas. Frente al resto de las especies
utilizadas, la ascitis de F1. 6F10 presentd reacciones cruzadas de distinta intensidad: con E.

intestinallis se alcanzé un titulo de 100, 200 con E. hellem, 400 con A. algerae y 800 V. corneaqe.
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Tabla 4.3.9. Reacciones cruzadas obtenidas mediante IFl del liquido ascitico del AcMc F1.7D2.

DILUCIONES
AcMc Especie 25 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 51200
N. ceranae +++ +++  +++ A+ ++ ++ + +/- +/- - -
N. apis ++ ++ + +/- - - - - - - _ _
V. corneae + +/-  +/- - - - - - - - - -
F1.7D2 A. algerae + +/-  +/- - - - - - - - - -
E. intestinalis + + +/- - - - - - - - - -
E. cuniculi +/- +/- - - - - - - - - - -
E. hellem + + +/- - - - - - - - _ _
E. bieneusi - - - - - - - - - - - -

AcMc = Anticuerpo monoclonal; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil;
+/- = Fuorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

En el caso del liguido ascitico de F1. 7D2 (Tabla 4.3.9.), este presentd reaccidon cruzada
frente a N. apis con un titulo de 100, muy por debajo del alcanzado frente a N. ceranae (3200).
No se encontrd reaccién cruzada frente a E. bieneusi, pero si frente al resto de las especies de
microsporidio estudiadas. La reaccién frente a V. corneae y A. algerae alcanzé un titulo de 25,

mientras que la de E. intestinalis y E. hellem se observd hasta la dilucién 1/50.

Tabla 4.3.10. Reacciones cruzadas obtenidas en IFl del liquido ascitico del AcMc F1.9G2.

DILUCIONES
Hibrido Antigeno 25 50 100 200 400 800 1400 3200 4400 12800 25600 51200
N. apis ++ ++ + + + + + +/- +/- - - -
N. ceranae ++ + 4/ - - - - - - - - -
V. corneae - - - - - - - - - - - -

A. algerae +/- +/- - - - - - - - - - -
F4.9G2
E. intestinalis + +/-  +/- - - - - - - - - -
E. cuniculi - - - - - - - - - - - -
E. hellem ++ ++ + +/- - - - - - - - -

E. bieneusi - - - - - - - - - - - -

AcMc = Anticuerpo monoclonal; +++ = Fluorescencia fuerte; ++ = Fluorescencia moderada; + = Fluorescencia débil;
+/- = Fluorescencia débil sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

Finalmente, el liquido ascitico del anticuerpo monoclonal F4. 9G2 (Tabla 4.3.10.) mostrd
un fitulo de 50 frente a N. ceranae, una reaccién cruzada de poca intensidad si se considera el
titulo presentado frente a su homdlogo N. apis (1600). No se detectaron reacciones cruzadas

frente a V. corneae, E. cuniculi o E. bieneusi. Sin embargo, la ascitis de F4. 9G2 si que reacciond
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frente a A. algerae, E. intestinalis y E. hellem. En el caso de la reaccién frente a A. algerae, estd
no afectd a todas las esporas y no pudo titularse. Frente a E. intestinalis y E. hellem alcanzd titulos

de 25y 100 respectivamente.

4.3.4. OBTENCION DE ANTIGENO SOLUBLE DE ESPORA. DETERMINACION DEL CONTENIDO
PROTEICO.

Para optimizar el rendimiento en la obtencién de antigeno soluble de espora, se redlizaron
modificaciones del método descrito previamente en el apartado 3.2.2.2, concretamente en las
condiciones de velocidad y tiempo de agitacién a las que se sometieron las suspensiones de
esporas. En la Tabla 4.3.11. se presentan tanto los cambios realizados en el protocolo como los
resulfados obtenidos con los mismos, partiendo en todos los casos de la misma cantidad de

esporas: 108,

Tabla 4.3.11. Distintos protocolos de obtencidn de antigeno soluble y resultados de los mismos.

METODO CONDICIONES AGITACION [Ag] OBTENIDA
Aguilay col., 2001a 5 batidas* (t =455s; v=6.5m/s) 155,66 ug/ml
Modificacion 1 4 series de 3 bafidas* (t=455s; v =6.5m/s) 368,85 pg/ml
Modificacion 2 10 batfidas* (1= 60s; v = 6.5 m/s) 75 ug/mil

*Entre batidas se dejé enfriar diez minutos en bafo de hielo; t = Tiempo; v = Velocidad.

4.3.5. CARACTERIZACION ANTIGENICA DE N. ceranae Y N. apis MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL
DE POLIACRILAMIDA (12 - 15 %, SDS-PAGE).

4.3.5.1. Perfil proteico de N. ceranae.

Para determinar las condiciones Optimas de la electroforesis, se probaron tanto el
antigeno soluble de espora de N. ceranae a distintas concentraciones (0,6; 0,8; 1; 5y 10 ug por
pocillo), asi como distintas cantidades de espora completa por calle (105, 106, 0,25x107, 0,5x107 y

1x107 esporas totales por calle) como se describid anteriormente en el apartado 3.3.2.6.a.

El andlisis comparativo de los distintos perfiles proteicos obtenidos con antigeno soluble
(Figura 5.2.) reveld que ninguna de las concentraciones empleadas permitia la obtencién de un
perfil completo, mostrando sélo las bandas de bajo peso molecular. Estos perfiles incompletos,
con ausencia de las bandas de alto peso molecular, no permitieron una caracterizaciéon

antigénica éptima y ni completa.
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Figura 4.6. Perfil proteico de N. ceranae revelado mediante tincidon de plata (SDS-PAGE al 12 %)
utilizando antigeno soluble de espora. M: Marcador de peso molecular (rango 207 - 7 kDa). A:
Calle 1: 0,6 ug, Calle 2: 0,8 ug y Calle 3: 1 ug. B: Calle 1: 5 ug y Calle 2: 10 pg.

A. B.
kDa Mmoo 2 3 kDa
207-
114- 207- |
78- 114- |
53- 785
53-
36-
28- 36-
28-
]3‘ 19-
; i

En el caso de la espora completa (Figura 5.3.), sdlo la concentracién mds alta de todas
las que se utilizaron (1x107) permitié la observacion del perfil proteico del extracto de espora
completa, pudiéndose visualizar bandas proteicas con un amplio rango de pesos moleculares,
que fueron desde los 14 hasta los 134 kDa (Tabla 4.3.12.). Para garantizar una caracterizacién
antigénica completa, se eligié dicho antigeno y a dicha concentracién en todos los estudios

realizados en adelante.

Figura 4.7. Perfil proteico de N. ceranae revelado mediante fincién de plata (SDS-PAGE al 15 %)
utilizando extracto de espora completa. M: Marcador de peso molecular (rango 207 - 7 kDa).
Calle 1: 0,25x107 esporas, Calle 2: 0,5x107 esporas y Calle 3: 1x107 esporas.

kDa M 1 2 3

207- ’
114- .
78- . :

53- - — -
T ——
R
36- — g~
25- [
p—

19- 1 ..

7 - | S
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Una vez determinado el tipo de antigeno (espora completa) y su concentracion de uso
(1x107), se evaluaron distintos tratamientos de la suspensién de esporas (apartado 3.3.2.6.0.)
para determinar con cudl de ellos se obtenia el perfil proteico con un mayor rango de pesos
moleculares. Los fratamientos estudiados fueron los descritos en el apartado 3.2.2.6.a.: El
tratamiento de del Aguila y col., 2001b con $SDS-Urea, el fratamiento de Laemmli (1970) y el
tratamiento con NUPAGE® (Tabla 3.3.2.).

Figura 4.8. Perfiles proteicos de N. ceranae obtenidos con los distintos tratamientos y revelados
mediante tincién de plata. A: SDS-PAGE 12 %. B: SDS-PAGE 15 %. M: Marcador de peso molecular
(rango 199 - 7 kDa), Calle 1: NUPAGE®, Calle 2: Laemmli (1970) y Calle 3: SDS-UREA.

A. B.
kDa M 1 2 3 kDa
99-
199- 116-
116- 97+
971 54-
54- 37-
29-
37-
29- 20-

Los resultados obtenidos con los tratamientos estudiados reflejaron distintos patrones
proteicos (Figura 5.4.). El tratamiento con SDS-UREA fue descartado, ya que no permitid la
observacién de bandas proteicas por encima de los 20 kDa, bandas que si aparecieron al tratar
las muestras con el tampdn de Laemmli (1970) y el NUPAGE®. A pesar de que con estos dos
Ultimos tratamientos se pudieron observar bandas proteicas a lo largo de todo el rango de pesos
moleculares, los perfiles obtenidos por ambos difiieron en algunos aspectos. En general, el
tampdén de Laemmli (1970) permitié6 una mayor definicidn de las bandas de proteinas
comprendidas entre los 20 y los 29 kDa. Sin embargo, por encima de 29 kDa el NUPAGE® ofrecié
un perfil proteico mucho mds completo, por lo que fue elegido para realizar el estudio de dicho

perfil.

Por ofro lado, se utilizaron geles de acrilamida al 15 % (Figura 5.4.B.) para mejorar la
resolucién de las bandas de badjo peso molecular. Dichos geles no permitieron una mayor
resolucién, por lo que se decidid hacer el estudio utilizando geles con una concentraciéon de

acrilamida del 12 %, que eran los que mostraban un perfil mds completo.
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En la Tabla 4.3.12. y en la Figura 5.5. se presenta de manera esquemdtica el perfil
proteico de espora completa de N. ceranae, obtenido por electroforesis (SDS-PAGE al 12 %)

después del tratamiento con NUPAGE®.

Tabla 4.3.12. Pesos moleculares de las Figura 4.9. Perfil proteico (kDa) de espora
bandas presentes en el perfil proteico de completa de N. ceranae (SDS-PAGE dal
espora completa de N. ceranae (SDS- 12%, tratamiento NUPAGE®).
PAGE al 12 %, tratamiento NUPAGE®). MARCADOR ESPORA COMPLETA
134 kDa Bandall (kDay) — kDar)
110 kDa Bandalll
96 kDa Bandallll
90 kDa Banda IV 1771 )
84 kDa Banda Vv 1Me-L |
71-80 kDa Banda VI —t - 110
64 kDa Banda Vi 7 : :Zg
58 kDa Banda VIl L1 a4
54 kDa Banda IX - -71-20
49 kDa Banda X — - &4
43 kDa Banda Xl M= :g?l
41 kDa Banda XII — - 4%
3% kDa Banda Xl — :leS
36 kDa Banda XIV
33 kDa Banda XV a7 | -39
31 kDa Banda XVI — -36&
29 kDa Banda XVII
26 kDa Banda XVIII — -33
24 kDa Banda XIX R I s I
22 kDa Banda XX
21 kDa Banda XXI — %
20 kDa Banda XXII o
19 kDa Banda XXIll Lo
17 kDa Banda XXIV o I I s
14 kDa Banda XXV I
— 17
2] =4

El perfil proteico reveld un patrdén electroforético (Tabla 4.3.12.) constituido por 25
bandas, cuyos pesos moleculares se determinaron por extrapolacién en una curva de calibrado

(log Pm Vs. Rf) elaborada con los marcadores de peso molecular (apartado 3.3.2.5.a.).
Dicho patrén presentd un amplio rango de pesos moleculares, comprendido entre los 14

y los 134 kDa (Tabla 4.3.12. y Figura 5.5.), en el que resalta una fraccidn proteica sin resolver entre

las proteinas de alto peso molecular, que comprende el rango de 71 a 78 kDa.
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4.3.5.2. Perfil proteico de N. apis.

Una vez definidas las condiciones de la electroforesis, éstas se aplicaron para conocer el
perfil electroforético de N. apis. Se utilizaron geles SDS-PAGE al 12 % de acrilamida, en los que se

dispensaron 1x107 esporas totales por calle y fratadas mediante el tratamiento de NUPAGE® de

Invifrogen.
Tabla 4.3.13. Pesos moleculares de las Figura 4.10. Perfil proteico (kDa) de
bandas presentes en el perfil proteico de espora completa de N. apis (SDS - PAGE
espora espora completa de N. apis (SDS- al 12 %, tratamiento NUPAGE®).
PAGE al 12 %, tratamiento NUPAGE®). MARCADOR ESPORA COMPLET A

104 kDa Banda | kbal ] (kDa)

101 kDa Bandal ll

96 kDa Banda lll 190

93 kDa Banda IV

86 kDa Banda V 116-b—

77 kDa Banda VI o7 || EE;;%%HO]

73 kDa Banda VI 3

71 kDa Banda VI 1%

67 kDa Banda IX 6472%52';;:"'71

64 kDa Banda X 54— fi:f);li 57

62 kDa Banda XI —- 51

58 kDa Banda XII —- 45

57 kDa Banda Xl 1+

54 kDa Banda XIV - 5

51 kDa Banda XV, -7

45 kDa Banda XVI

43 kDa Banda XVII -33

39 kDa Banda XVIlI 29 - |— D 29

33 kDa Banda XIX

29 kDa Banda XX

22 kDa Banda XXI

19 kDa Banda XXII —(- 07

17 kDa Banda XXl 20 - —

14 kDa Banda XXIV L 1 1s

— |
—- 14
i L

La tabla 4.3.13. y la Figura 5.6. muestran el perfil proteico de espora completa de N. apis
que se obtuvo, y que en este caso constaba de 24 bandas comprendidas en un rango de pesos
moleculares entre los 14 y 104 kDa, al calcularlo segin el método citado anteriormente
(apartado 3.3.2.5.a0.).

4.3.5.3. Estudio comparativo de los perfiles proteicos de N. ceranae y N. apis.

Para poder comparar los perfiles proteicos de N. ceranae y N. apis obtenidos mediante
SDS-PAGE al 12 % y su posterior tincién de plata (Figura 5.7.), en la Tabla 4.3.14. se muestran

ambos perfiles, destacando las bandas proteicas que comparten.
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Figura 4.11. Perfiles proteicos (kDa) mediante fincién de plata (SDS-PAGE al 12%, tratamiento
NUPAGE®) M: Marcador de peso molecular (rango 199 - 7 kDa). Espora completa de: Calle 1: N.
apis; Calle 2: N. ceranae.

kDa M 1 2 M kDa

199-
116-
97 -

54-

37-

29-

20-

Los resultados obtenidos muestran como ambas especies comparten bandas proteicas
reveladas mediante la fincidon de plata (Tabla 4.3.14.). Destaca un mayor nUmero de bandas
compartidas en el rango de pesos moleculares mds bajos (en el Ultimo tercio del perfil, de 36 a
14 kDa), bandas de 33, 29, 22, 19, 17, y 14 kDa. Ambos perfiles también comparten cinco bandas
proteicas de pesos moleculares intermedios (segundo tercio del perfil, de 71 a 39 kDa), que son
las de 64, 58, 54, 43 y 39 kDa. Sin embargo, en el rango de alto peso molecular (primer tercio del

perfil proteico, de 134 a 73 kDa) sélo hay una banda que sea coincidente, la de 96 kDa.
Hay que mencionar que entre el primer y el segundo tercio del perfil proteico de N.

ceranae hay una fraccién proteica sin resolver de los 80-71 kDa, que incluiria tres de las bandas

observadas en el perfil de N. apis: 77, 73y 71 kDa.
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Tabla 4.3.14. Perfiles proteicos (kDa) de espora completa de N. ceranae y N. apis (SDS-PAGE al 12
%, fratamiento NUPAGE®).

TINCION de PLATA

MARCADOR N. ceranae N. apis

(kDa) (kDa) (kDa)
199
134
116
110
104
101
2 97
g | 96 96 |
g 93
90
86
84
77
L 71-80 o
71
67
| 64 64 |
62
| 58 58 |
o 57
[ 54 | 54 54 |
2 51
o 49
45
| 43 43 |
41
] [ 39 % |
37
36
| 33 33 |
31
29 | 29 29 |
o 2
L 24
< [ 2 2|
& 21
20 20
19 19 [ | Bandas coincidentes
17 17
14 14 Posibles bandas coincidentes
7
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4.3.6. DETERMINACION DE PERFILES DE INMUNORRECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES FRENTE A N. ceranae Y N. apis MEDIANTE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
(Western Blot).

4.3.6.1. Perfiles de inmunorreconocimiento del anticuerpo monoclonal F1. 6F10.

El andlisis mediante inmunoelectrotransferencia de espora completa de N. ceranae con
el sobrenadante saturado del anticuerpo monoclonal F1. éF10, reveld un perfil de bandas
comprendido dentro de un rango de 150 a 17 kDa (Figura 5.8.A.). Destacan bandas de mds
intensidad, como las de 84 y 80 kDa, un doblete de 49 y 45 kDa, un triplete de 41, 39 y 36 kDa, y
una banda de 22 kDa. Algunos intervalos no se pudieron resolver, como los comprendidos entre
los 120 y los 110 kDa, entre 100 y 96 kDa o de 31 a 29 y 26 a 24 kDa.

Con respecto al patrdn de inmunorreconocimiento frente a N. apis, éste anticuerpo
monoclonal presentd un patrén mds reducido (Figura 5.8.B.). El mismo hibrido, enfrentado a la
espora completa de N. apis, mostrd un patrén de bandas mds sencillo, que abarcaba los pesos
moleculares de 96 a 8 kDa. Algunas de las bandas comprendidas en este perfil coincidieron con
aquellas observadas en el de N. ceranae. Asi, la primera banda de 96 kDa solaparia con la
fraccion sin resolver del perfil anterior que se encontraba a esa altura (100-96 kDa). De igual
manera, el resto de las bandas se encontraron en ambos perfiles con excepcion de las de 93, 33

y 8 kDa, que éste monoclonal presentaria exclusivamente en el perfil frente a N. apis.

4.3.6.2. Perfiles de inmunorreconocimiento del anticuerpo monoclonal F1. 7D2.

El patrdn de inmunorreconocimiento del sobrenadante saturado del anticuerpo
monoclonal F1. 7D2 frente a espora completa de N. ceranae, abarcd un rango de 134 a 20 kDa
(Figura 5.9.A.). En este perfil se enconfraron dos fracciones proteicas sin resolver, la primera
comprendida entre los 110 y 104 kDa y la segunda de 77 a 71 kDa. Cabe destacar la presencia
de un doblete, formado por las bandas de 41 y 39 kDa, asi como una banda de gran intensidad

de aproximadamente 26 kDa.

Asi mismo, el patrédn obtenido frente a N. apis presentdé un rango de
inmunorreconocimiento que abarcd de los 86 a los 8 kDa (Figura 5.9.B.), destacando la
presencia de un doblete de 33 y 29 kDa y dos bandas de mayor intensidad de 86 y 43 kDa.

Ninguna de las bandas coincidié con las observadas en el perfil frente a N. ceranae.
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Figura 4.12. Patron de inmunorreconocimiento antigénico revelado mediante Western-Blot (SDS-
PAGE al 12%) del sobrenadante saturado del anticuerpo monoclonal F1. 6F10 frente al extracto
de espora completa de N. ceranae (A) y N. apis (B). M: Marcador de peso molecular (rango 199
- 7 kDa); Cadlle 1: extracto de espora completa.

A kDa M 1 kDa B. kDa M 1 kDa
jrami
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‘a —-20 7 — -8
20- bt b —-19
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|
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Figura 4.13. Patrén de inmunorreconocimiento antigénico revelado mediante Western-Blot (SDS-
PAGE al 12%) del sobrenadante saturado del anticuerpo monoclonal F1. 7D2 frente al exfracto
de espora completa de N. ceranae (A) y N. apis (B). M: Marcador de peso molecular (rango 199
- 7 kDa); Cadlle 1: extracto de espora completa.
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4.3.4.3. Perfiles de inmunorreconocimiento del anticuerpo monoclonal F4. 1B11.

El sobrenadante saturado del antficuerpo monoclonal F4. 1B11 reveld un patrén de
bandas proteicas entre los 145 y los 17 kDa (Figura 5.10.A.). Se observaron algunas bandas mds
intensas de 110, 104, 93, 71, 29 y 26 kDa, asi como algunas fracciones proteicas sin resolver de
137 a 126 kDa, de 90 a 80 kDa, de 64 a 58 kDa y de 39 a 36 kDa.

Por el contrario, si comparamos este perfil con el obtenido frente a espora completa de
N. apis (Figura 5.10.B.) se puede observar que algunas de las bandas coincidieron con el patrén
de N. ceranae, como por ejemplo las de 104 y 93 kDa. Ademds, se observd un doblete a 87 y 86
kDa, que solaparia con el rango de pesos moleculares de una de las fracciones sin resolver
obtenidas frente a N. ceranae (80-90 kDal). Asi mismo, del doblete de bandas con pesos de 73y
71 kDa sdélo se encontrd correspondencia para ésta Ultima (71 kDa) en el perfil frente a N.
ceranae. La banda de 64 kDa que se observd frente a N. apis estaria comprendida en otra de
las fracciones sin resolver del perfil de N. ceranae (64-58 kDa). Finalmente las bandas de 33 y 29
kDa de peso molecular se enconfraron en ambos perfiles, aunque con distinta intfensidad de
reconocimiento. El resto de las bandas observadas en el perfil de espora completa de N. apis

fueron exclusivas de este patrén, por estar ausentes en el de N. ceranae.

4.3.6.4. Perfiles de inmunorreconocimiento del anticuerpo monoclonal F4. 9G2.

Por Ultimo, el sobrenadante saturado del anticuerpo monoclonal F4. 9G2 frente a espora
completa de N. ceranae mostré un patrén de inmunorreconocimiento mds reducido (Figura
5.11.A), abarcando desde los 134 a los 17 kDa y destacando una fraccién proteica sin resolver
de 71 a 64 kDa.

El estudio con espora completa de N. apis (Figura 5.11.B) mostré un perfil dentro del
rango comprendido entre los 86 a 8 kDa, resaltando la presencia de un doblete de bandas de
33y 29 kDa de peso molecular. Sélo la banda de 17 kDa coincidié en los perfiles de N. apis y N.

ceranaqge.
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Figura 4.14. Patron de inmunorreconocimiento antigénico revelado mediante Western-Blot (SDS-
PAGE al 12%) del sobrenadante saturado del anficuerpo monoclonal F4. 1B11 frente al exfracto
de espora completa de N. ceranae (A) y N. apis (B). M: Marcador de peso molecular (rango 199
- 7 kDa); Cadlle 1: extracto de espora completa.
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Figura 4.15. Patron de inmunorreconocimiento antigénico revelado mediante Western-Blot (SDS-
PAGE al 12%) del sobrenadante saturado del anticuerpo monoclonal F4. 9G2 frente al exfracto
de espora completa de N. ceranae (A) y N. apis (B). M: Marcador de peso molecular (rango 199
- 7 kDa); Cadlle 1: extracto de espora completa.
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4.4. EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE

N. ceranae y N. apis.

4.4.1. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE N. ceranae y N. apis MEDIANTE IFI.

Se llevdé a cabo un estudio en 180 muestras de colmenas para detectar mediante IFl la
presencia de N. ceranae y/o N. apis. Para realizar la IFl se ufilizaron los anticuerpos monoclonales
obtenidos y seleccionados en el apartado 3.2. y caracterizados en el apartado 3.3.: F1.6F10; F1.
7D2, F4.1B11 y F4.9G2 (Tabla 4.3.1.).

En la Tabla 4.4.2. se muestran los resultados obtenidos en las 180 colmenas mediante la
técnica de IFl, asi como los obtenidos previamente en el CAR utilizando microscopia éptica con

contraste de fases (MO) y PCR multiple (Martin-Hernandez y col., 2007).

4.4.1.1. Estudio con el anticuerpo monoclonal F1. 6F10 frente a Nosema spp.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de IFl con el anticuerpo monoclonal F1.
6F10 (Tabla 4.4.1.), que reconoce N. ceranae y N. apis, revelaron la presencia de alguna de
estas dos especies en 136 de las 180 colmenas estudiadas. Esto supone el 75,5 % del total frente
al 24,5 % restante, es decir, 44 colmenas negativas (Tabla 4.4.1.). Con respecto a la técnica de
PCR multiple, esta diagnosticd exactamente el mismo nUmero de colmenas positivas y negativas
para la presencia de alguna de las especies de Nosema en las colmenas estudiadas (Tabla
4.4.1.).

Tabla 4.4.1. Porcentaje de resultados positivos y negativos en la deteccién de N. ceranae y/o N.
apis en 180 colmenas mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando el anficuerpo
monoclonal F1. 6F10; mediante PCR y mediante microscopia éptica (MO).

PCR IFI (F1. 6F10) MO
N° positivos (%) 136 (75,5) 136 (75,5) 135 (75)
N° negativos (%) 44 (24,5) 44 (24,5) 45 (25)

Si comparamos mds detalladamente los resultados obtenidos con la IFl utilizando F1.
6F10 con los de la PCR multiple, se puede observar que la IFl detectd esporas de N. cerane y/o
N. apis en tres colmenas (1,6 %) en las que la PCR no lo hizo. Dado que la técnica de la PCR se
ha tomado como referencia para el estudio, estos resultados se considerarian como falsos
positivos. De igual modo, la IFl reveld tres falsos negativos (1,6 %), en los que no detectd esporas

de ninguna de las dos especies que si detectd la PCR (Tablas 4.4.2.y 4.4.5.).

168



Carmen Ferndndez Vadillo Resultados

Tabla 4.4.2. Deteccion de N. apis y/o N. ceranae en 180 colmenas mediante PCR,
inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando el antficuerpo policlonal de conejo
(Pc) y los sobrenadantes saturados de los hibridos F1. 6F10; F1. 7D2; F4. 1B11 y F4.
9G2 y microscopia optica (MO).

N°REGISTRO PCR IFI(6F10)  IFI(Pc)  IFI(7D2) IFI(1B11) IFI(9G2) MO

PA 169 /06 a+c  Nos+ cer + cer - cer+ apis + | apis

PA 347 /06 a+c  Nos+ cer - cer - cer + apis + | apis

PA 689 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer - apis - apis

PA 1413 /06 a+c  Nos+ cer+ cer + cer + apis - apis

PA 1466 /06 at+c  Nos+ cer+ cer - cer - apis + | apis

PA 1473 /06 a+c  Nos+ cer+ cer - cer - apis - apis

PA 1568 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer+ apis + | apis

PA 1604 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer + apis + | apis

PA 406 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer+ apis + cer

PA 1003 /06 a+c Nos + cer + cer+ cer + apis - cer

PA 524 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer + apis+ a+c

PA 538 /06 a+c Nos + cer + cer + cer + apis + a+c

_| PAS83 /06 a+c Nos + cer + cer + cer + apis + a+c
? PA 645 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer+ apis+  a+c
S| PA692 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer + apis - a+c
36) PA 787 /06 a+c  Nos+ cer + cer+ cer+ apis - a+c
:I}I: PA 839 /06 a+c  Nos+ cer + cer+ cer + apis - a+c
%_) PA 895 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer+ apis+ a+c
PA 1002 /06 a+c Nos + cer + cer + cer + apis + a+c

PA 1030 /06 a+c  Nos+ cer+ cer+ cer + apis+ a+c

PA 1063 /06 a+c Nos + cer + cer + cer + apis + a+c

PA 1159 /06 at+c  Nos+ cer+ cer+ cer+ apis+ a+c

PA 1171 /06 a+c Nos + cer+ cer + cer + apis + a+c

PA 1225 /06 a+c  Nos+ cer + cer+ cer + apis - a+c

PA 1314 /06 a+cC Nos + cer + cer+ cer + apis - a+c

PA 1345 /06 a+c Nos + cer + cer + cer + apis + a+c

PA 1431 /06 a+c Nos + cer + cer+ cer + apis - a+c

PA 1433 /06 a+c  Nos+ cer + cer + cer + apis - a+c

PA 1471 /06 a+c  Nos+ cer - cer+ cer - apis - a+c

PA 1484 /06 a+cC Nos + cer + cer + cer + apis + a+c

| | PA191 /07 o+c  Nos+ cer+ cer + cer+ apis- | a+c
PA 695 /06 cer Nos + cer + cer + cer + apis + apis

PA 209 /06 cer Nos + cer + cer + cer + apis - cer

PA 215 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 216 /06 cer Nos + cer + cer + cer + apis - cer

PA 218 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 296 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 300 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 301 /06 cer Nos + cer + cer + cer + apis - cer

PA 320 /06 cer Nos + cer+ cer - cer+ apis - cer

PA 358 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 367 /06 cer Nos + cer + cer+ cer + apis - cer

PA 393 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer + apis - cer

PA 417 /06 cer Nos + cer + cer+ cer + apis + cer

PA 444 /06 cer Nos + cer + cer + cer + apis - cer

Nos = Presencia de N. apis y/o N. ceranae; a+c = Presencia de N. apis y N.
ceranae; cer = Presencia de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

X Falso negativo. 1 Falso positivo. L1 Falso negativo para N. apis.

[ Falso negativo para N. ceranae. 1 Falso negativo para N. ceranae/
Falso positivo para N. apis.
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Tabla 4.4.2. (Continuacién) Deteccidn de N. apis y/o N. ceranae en 180 colmenas
mediante PCR, inmunofluorescencia indirecta (IFl) ufilizando el antficuerpo
policlonal de conejo (Pc) y los sobrenadantes saturados de los hibridos F1. 6F10;
F1.7D2; F4. 1B11 y F4. 9G2 y microscopia dptica (MO).

N°REGISTRO  PCR IFI(6F10) IFI(Pc) IFI(7D2) IFI(1B11) IFI(9G2) MO

PA 445 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 452 /06 cer Nos + cer + cer+ cer+ apis - cer

PA 465 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 466 /06 cer Nos + cer+ cer + cer+ apis - cer

PA 999 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1000 /06 cer Nos + cer - cer+ cer + apis - cer

PA 1001 /06 cer Nos + cer - cer + cer - apis - cer

PA 1010 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 1011 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1015 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1019 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1025 /06 cer Nos + cer + cer+ cer+ apis - cer

PA 1026 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis + cer

PA 1027 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 1029 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1032 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis + cer

PA 1033 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

PA 1034 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1036 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer

- PA 1038 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis + cer
T,’ PA 1040 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer
S| PA1041 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - cer
g PA 1046 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer
& PA 1048 /06 cer Nos + cer+ cer + cer+ apis - cer
%_) PA 1049 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis + cer
PA 1051 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1053 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis + cer

PA 1054 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 1055 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - cer

PA 357 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis+ | at+c

PA 434 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis + a+c

PA 447 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis + a+c

PA 532 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - a+c

PA 533 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis + a+c

PA 543 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - a+c

PA 544 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 764 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 1091 /06 cer Nos + cer+ cer+ cer+ apis - a+c

PA 1100 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 1175 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 1179 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 1255 /06 cer Nos + cer + cer+ cer+ apis - a+c

PA 1268 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 1490 /06 cer Nos + cer + cer + cer+ apis - a+c

PA 116 /07 cer Nos + cer + cer + cer + apis + a+c

Nos = Presencia de N. apis y/o N. ceranae; a+c = Presencia de N. apis y N.
ceranae; cer = Presencia de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

[ Falsonegativo.  [] Falso positivo. [ Falso positivo para N. apis.

170



Carmen Ferndndez Vadillo

Resultados

Tabla 4.4.2. (Continuacién) Deteccidon de N. apis y/o N. ceranae en 180 colmenas
mediante PCR, mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando el
anticuerpo  policlonal de conejo (Pc) y los sobrenadantes saturados de los
hibridos F1. 6F10; F1. 7D2; F4. 1B11 y F4. 9G2 y microscopia éptica (MO).

N°REGISTRO  PCR IFI(6F10) IFI(Pc) IFI(7D2) |IFI(1B11) IFI(9G2) MO
PA 144 /07 cer Nos + cer + cer+ cer + apis + a+c
PA 145 /07 cer Nos + cer + cer + cer + apis - a+c

PA 198 /06 cer Nos + cer + cer + cer + apis - -

| | PA351 /06 cer Nos - CEY = CEY = CEY = apis - =
PA 166 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 170 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 176 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 394 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 418 /06 apis Nos + cer - cer + cer - apis - apis
PA 464 /06 apis Nos - cer - cer - cer - apis - apis
PA 535 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 694 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
PA 703 /06 apis Nos + cer - cer - cer + apis + apis
PA 780 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 823 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
PA 837 /06 apis Nos + cer - cer + cer - apis - apis
PA 838 /06 apis Nos + cer - cer + cer - apis+  apis
PA 841 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis - apis
PA 853 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 864 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 874 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
~| PA923 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis - apis
<”r PA 926 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
; PA 1117 /06 apis Nos + cer - cer + cer - apis + apis
'g- PA 1119 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
& PA 1177 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis - apis
%_) PA 1182 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  apis
PA 1313 /06 apis Nos + cer + cer + cer - apis+  apis
PA 1320 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
PA 1423 /06 apis Nos + cer - cer + cer - apis - apis
PA 1442 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
PA 1463 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
PA 1598 /06 apis Nos + cer - cer + cer - apis - apis
PA 1605 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + apis
PA 1642 /06 apis Nos + cer - cer + cer+ apis - apis
PA 1654 /06 apis Nos + cer + cer - cer - apis+  apis
PA 1747 /06 apis Nos + cer - cer - cer + apis + apis
PA 1769 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis - apis
PA 1770 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis - apis
PA 348 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis - cer
PA 364 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  a+c
PA 398 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + a+c
PA 556 /06 apis Nos + cer + cer + cer + apis - a+c
PA 693 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis+  a+c
PA 755 /06 apis Nos + cer - cer - cer - apis + a+c

Nos = Presencia de N. apis y/o N. ceranae; a+c = Presencia de N. apis y N.
ceranae; cer = Presencia de N. ceranae; apis = Presencia de N. apis.

I Faiso negativo.

[ 1 Falso positivo para N. ceranae.

1 Falso positivo. [ Falso positivo para N. apis.

1 Falso negativo para N. apis/

Falso positivo para N. ceranae.
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Tabla 4.4.2. (Continuacién) Deteccion de N. apis y/o N. ceranae en 180 colmenas
mediante PCR, inmunofluorescencia indirecta (IFl) ufilizando el antficuerpo
policlonal de conejo (Pc) y los sobrenadantes saturados de los hibridos F1. 6F10;
F1.7D2; F4. 1B11 y F4. 9G2 y microscopia éptica (MO).

N°REGISTRO  PCR IFI(6F10) IFI(Pc) IFI(7D2) IFI(1B11) IFI(9G2) MO

PA 167 /06 apis Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 1178 /06 - Nos - cer - cer + cer - apis - apis
PA 1176 /06 - Nos - cer - cer - cer + apis - a+c
PA 165 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 171 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 172 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 173 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 174 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 177 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 178 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 189 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 190 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 191 /06 - Nos + cer - cer - cer - apis - -
PA 192 /04 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 193 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 194 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 195 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 196 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 197 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
T PA 199 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
1 PA 200 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
; PA 202 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
% PA 203 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
8 PA 204 /06 - Nos - cer- cer- cer - apis - -
% PA 205 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
6 PA 208 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
- PA 210 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 211 /04 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 213 /06 - Nos + cer - cer - cer - apis - -
PA 214 /04 - Nos + cer - cer - cer - apis - -
PA 217 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 293 /04 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 294 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 298 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 299 /06 - Nos - cer + cer - cer + apis - -
PA 303 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 304 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 307 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 346 /06 - Nos - cer - cer - cer + apis - -
PA 350 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 352 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 353 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 354 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 355 /06 - Nos - cer - cer - cer - apis - -
PA 1008 /06 - NOS - cer - cer - cer - apis - -

Nos = Presencia de N. apis y/o N. ceranae; a+c = Presencia de N. apis y N.
ceranae: cer = Presencia de N. ceranae: apis = Presencia de N. apis

[ Falso negativo. [ Falso positivo.
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La microscopia éptica reveld unos resultados muy parecidos a los de la IFl al identificar
la presencia de esporas de Nosema spp. en 135 (75 %) las colmenas estudiadas (Tabla 4.4.1.),
mostrando 3 falsos negativos (1,6 %) y 2 falsos positivos (1,1 %). Sin embargo, a la hora de
identificar la especie concreta a la que pertenecian dichas esporas, la MO presentd un mayor
numero de falsos diagndsticos, los cuales se comentardn mds detalladamente en los siguientes

epigrafes.

4.4.1.2. Estudios con los anticuerpos monoclonales frente a N. ceranae.

a) Estudio con el anticuerpo monoclonal F1. 7D2.

Los resulfados correspondientes al anficuerpo monoclonal F1. 7D2, que reconoce
especificamente a N. ceranae, mostraron la presencia de esporas de ésta especie en 98 de las
180 colmenas, mientras que en las 82 restantes éstas no se detectaron (Tabla 4.4.2.). Esto se
refleja en la tabla correspondiente con un 54,4 % de positivas y un 45,6 % de negativas (Tabla
4.4.3.). Los resultados obtenidos con la PCR para el diagndstico de esta especie revelaron un

52,2 % de colmenas infectadas por N. ceranae (Tabla 4.4.3.).

Tabla 4.4.3. Porcentaje de resultados positivos y negativos en la deteccién de N. ceranae en 180
colmenas mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando el anticuerpo policlonal (Pc) y
los anticuerpos monoclonales F1. 7D2 y F4. 1B11; mediante PCR y mediante microscopia dptica
(MO).

PCR IFl (Pc) IFI(F1.7D2)  IFI (F4. 1B11) MO
N° positivos (%) 94 (52,2) 93 (51,6) 98 (54,4) 95 (52,7) 90 (50)
N° negativos (%) 86 (47.8) 87 (48,3) 82 (45,6) 85 (47,3) 90 (50)

En la Tabla 4.4.2. se puede observar que la diferencia de porcentajes entfre las dos
técnicas se debe a los 6 falsos negativos (3.3 %) vy los 10 falsos positivos (5.5 %) que mostrd la IFI

con F1.7D2, al comparar sus resultados con los de la PCR (Tabla 4.4.5.).

En este caso, la microscopia éptica presentd unos resultados similares a los de la IFI
detectando 90 colmenas positivas (50 %) para la presencia de N. ceranae y 90 negativas (50 %)
(Tabla 4.4.3.), porcentajes dados por la deteccion de 11 falsos negativos (6,1%) y 7 falsos
positivos (3,8 %). Sin embargo, respecto al diagndéstico de ambas especies (dado que la
microscopia optica identifica a ambas), el niUmero de falsos diagndsticos aumenta (Tabla 4.4.5.)

debido alos casos en los que esta técnica confunde ambas especies (Tabla 4.4.2.).
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b) Estudio con el anticuerpo monoclonal F4. 1B11.

Con respecto a los resultados obtenidos con el anticuerpo monoclonal F4. 1B11 (Tabla
4.4.2.), que también reconoce especificamente la especie N. ceranae, éstos reflejan 95 (52,7 %)
colmenas positivas y 85 (47,3 %) negativas (Tabla 4.4.3.), en confraste con las 94 (52,2 %)

colmenas positivas y las 86 (47,8 %) negativas identificadas con la PCR (Tabla 4.4.3.).

La técnica de IFl utilizando este anticuerpo monoclonal presentd 6 falsos negativos (3,3
%) y 7 falsos positivos (3,8 %), cuando comparamos sus resultados con los de la técnica de

biologia molecular de la PCR multiple (Tabla 4.4.2.y 4.4.5.).

En el apartado anterior ya se han descrito los resultados obtenidos por la microscopia
optica con respecto al diagndstico de N. ceranae y los problemas que surgen al tener en

cuenta su diferenciaciéon de N. apis.

4.4.1.3. Estudio con el anticuerpo monoclonal F4. 9G2 frente a N. apis.

Finalmente se estudié el anticuerpo monoclonal F4. 9G2, el Unico que presenta
reactividad especifica frente a N. apis, y al utilizarlo con la técnica de IFl éste detectd la
presencia de esta especie, solo o en coinfeccion con N. ceranae (Tabla 4.4.2.), en 60 colmenas
(33,3 % de positivas), y su ausencia en 120 (66,7 % de negativas). En el caso de la PCR multiple,
los resultados revelaron 73 colmenas positivas y 107 negativas, lo que supone unos porcentajes
de 40,6 % y 59.4 % respectivamente (Tabla 4.4.4.).

Este anticuerpo, al utilizarlo en la IFl, mostré unos resultados con 26 falsos negativos (14,4
%)y 13 (7.2 %) falsos positivos cuando se compararon con los revelados por la PCR multiple
(Tabla 4.4.2.y 4.4.5.).

Respecto a la MO, esta presentd unos resultados para la identificacidén de N. apis que
fueron diferentes a los de la técnica de PCR en cuatro colmenas, revelando la presencia de esta
especie en el 50 % de las mismas (90 colmenas). Al analizar los falsos diagndsticos producidos por

la MO se encontraron 4 falsos negativos (2,2 %) y 21 falsos positivos (11,6 %).

Tabla 4.4.4. Porcentaje de resultados positivos y negativos en la deteccion de N. apis en 180
colmenas mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando el anticuerpo monoclonal F4.
9G2; mediante PCR y mediante microscopia éptica (MO).

PCR IFI (F4. 9G2) MO
N° positivos (%) 73 (40,6) 60 (33.3) 90 (50)
N° negativos (%) 107 (59,4) 120 (66.7) 90 (50)
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A continuacién, en la Tabla 4.4.5. se muestra un resumen de los falsos diagndsticos

respecto ala PCR (técnica de referencia) obtenidos con las distintas técnicas estudiadas:

Tabla 4.4.5. Resumen de los falsos positivos y negativos obtenidos por la
inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando los distintos anticuerpos policlonal y
monoclonales asi como por la microscopia éptica (MO).

TECNICA DIAGNOSTICA

ANTICUERPO RESULTADO IF1 MO MO (TOTAL)
FN (%) 3 (1,6) 3(1.6%)!
F1.6F10 FP (%) 3(1.6) 2(11 %)’
. FN (%) 5(2,7)
Policlonal FP (%) 4(22)
F1. 7D2 FN (%) 6 (3.3) 11 (6,1%)2 15 (8,3)*
’ FP (%) 10 (5.5) 7 (3.8 %)2 25 (13,8)*
FN (%) 6 (3,3)
F4. 1B11 FP (%) 7 (3.8)
FN (%) 26 (14,4) 4 (2,2 %)3
F4. 9G2
FP (%) 13 (7.2) 21 (11,6 %)3
FN = Falsos negativos; FP = Falsos positivos; 1 = Respecto a la presencia de Nosema sp.; 2 =

Respecto ala presencia de N. ceranae; 3 = Respecto a la presencia de N. apis; 4 = Respecto
a la presencia de N. ceranae y/o N. apis.

4.4.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Se redlizd un estudio comparativo de la técnica de IFl desarrollada en el presente
frabajo, utilizando los sobrenadantes saturados de los anticuerpos monoclonales F1. 6F10, F1.
7D2, F4. 1B11 y F4. 9G2 (apartado 4.4.1.), con la IFl ufilizando el suero policlonal de conejo frente
a N. ceranae (apartado 4.1.1.4.), asi como con las técnicas de microscopia éptica (MO) y PCR

multiple (Martin-Hernandez y col., 2007).

La significacién de las diferencias mostradas en la comparacion de dichas técnicas se
estudié mediante un andlisis estadistico de los resultados, realizando una prueba de Test
Diagnéstico en la que se tomd como patrdn de oro la técnica de PCR utilizada en el CAR,
cenfro de referencia para el diagndstico de estos pardsitos en Espana. Paralelamente se
realizaron un andlisis de concordancia (Kappa de Cohen) y una comparacién de proporciones

mediante Chi cuadrado.

4.4.2.1. Anticuerpo monoclonal F1. é6F10 frente a Nosema spp.

Dado que el anticuerpo monoclonal F1. 6F10 reconoce tanto N. apis como N. ceranae,

para la realizacidon de éste andilisis estadistico se tuvieron en cuenta como resultado positivo
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aquellas colmenas en las que se detectd la presencia de alguna de las dos especies, o bien de
ambas en coinfeccién. La tabla de contingencia obtenida al realizar el andlisis se muestra a

continuacién (Tabla 4.4.6.):

Tabla 4.4.6. Tabla de contingencia: PCR frente a IFI

con F1. 6F10.
IFI (F1. 6F10) TOTAL
. | +
41 3 44
PCR + 3 133 136
TOTAL 44 136 180

+ = Presencia de N. apis y/o N. ceranae.

Se observd que ambas técnicas coincidieron en el diagndstico de 174 de las 180
colmenas: 41 negativas y 133 positivas. Esta coincidencia de los resultados se traduce en una
alta significancia del valor de Chi cuadrado (Chi = 148,979 con p < 0,05), apoyado por un indice
de Concordancia muy bueno (k = 0,91) en la escala de Altman (Tabla 4.1.10.). En la tabla de
contingencia (Tabla 4.4.6.) se muestran ademds el nUmero de colmenas en las que los resultados
de ambas técnicas han diferido, es decir, los falsos diagndsticos que se han descrito en el

apartado 4.4.1.

Cuando se redlizd el mismo andlisis comparando la PCR multiple (prueba de referencia)
con la MO, se obtuvieron unos resultados muy parecidos, como se puede apreciar en la

siguiente tabla (Tabla 4.4.7.):

Tabla 4.4.7. Tabla de contfingencia: PCR frente a MO.

MO TOTAL
- | +
42 2 44
PCR 3 133 136
TOTAL 45 135 180

+ = Presencia de N. ceranae y/o N. apis.

El hecho de que MO y PCR coincidieran en el diagnéstico de una colmena mds, es decir
175 colmenas (42 negativas y 133 positivas), hizo que tanto el valor de Chi cuadrado (Chi =
154,171 con p < 0,05) como el Indice de Concordancia (x = 0,925, muy buena, Tabla 4.1.10.)
aumentaran con respecto a los de la IFl. AUn asi, la significancia de las técnicas de MO e IFl con

el anticuerpo monoclonal F1. 6F10 fue similar.
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4.4.2.2. Anticuerpos monoclonales frente a N. ceranae.

a) Anticuerpo monoclonal F1. 7D2.

Debido a que el anticuerpo monoclonal F1. 7D2 reconoce especificamente las esporas
de N. ceranae, al igual que en el caso de la IFl con el suero policlonal frente a N. ceranae
(apartado 4.1.1.5.), se consideraron como positivas las colmenas en las que se detectd infeccién

por esta especie o coinfeccién de ésta con N. apis.

En la tabla de contingencia se muestra la comparacién entre los resultados de la PCR
multiple del CAR vy la IFl con F1. 7D2 (Tabla 4.4.8.), y cdmo las dos técnicas coincidieron en el

diagndstico de 164 colmenas (76 negativas y 88 negativas).

Tabla 4.4.8. Tabla de contingencia: PCR frente a IFI

con F1.7D2.
IFl TOTAL
- | +
- 76 10 86
PCR + 6 88 94
TOTAL 82 98 180

+ = Presencia de N. ceranae.

Con el andlisis estadistico se obtuvo un valor de Chi cuadrado de 121,723 (p <0,05) y un

indice de Concordancia muy bueno (k = 0,822) segun la escala de Altman (Tabla 4.1.10.).

La comparacién de la MO con la PCR de referencia, tomando como positivas aquellas
colmenas con esporas de N. ceranae, ya se ha realizado en el apartado 4.1.1.5. (Tabla 4.1.11.).
En dicha comparacién se observd una correlacion significativa con un valor de Chi cuadrado
de 115,428 (p <0,05) y un indice de Concordancia « = 0,8, lo que la escala de Altman (1991) se
relaciona con una concordancia buena (Tabla 4.1.10.). Las pequenas diferencias entre la MO y
la IFl en este caso se deben a que el nUmero de colmenas en el que la MO ha coincidido con la

PCR es ligeramente menor, 162 (79 positivas y 83 negativas).

b) Anticuerpo monoclonal F4. 1B11.

El anticuerpo monoclonal F4. 1B11, al igual que el policlonal y el monoclonal F1. 7D2,
reconoce especificamente esporas de N. ceranae, por lo que el diseno del andlisis estadistico
fue el mismo que en el apartado anterior (apartado 4.4.2.2.a.), considerdndose positivas

aquellas colmenas infectadas por N. ceranae.
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En la Tabla 4.4.9. se muestran los resultados obtenidos al comparar la técnica de IFl con
la PCR multiple, revelando la coincidencia entre las dos técnicas en 167 colmenas (79 negativas
y 88 positivas), coincidencia que se corresponde con un valor de Chi cuadrado de 131,662 (p <
0.05) y un k = 0,855 en el Indice de Concordancia, lo que Altman (1991) interpreta como una

concordancia muy buena segun los valores de su escala (Tabla 4.1.10.).

Tabla 4.4.9. Tabla de contingencia: PCR frente a IFI

con F4. 1B11.
IFI
I TOTAL
- +
- 79 7 86
PCR + 6 88 94
TOTAL 85 95 180

+ = Presencia de N. ceranae.

Con respecto a la microscopia éptica con contraste de fases (MO), observando la Tabla
4.1.11. (apartado 4.1.1.5.), en la que se comparan los resultados de esta técnica con los de la
PCR multiple, la MO coincidid¢ con la PCR en 162 (79 positivas y 83 negativas), lo que se reflejé en
un valor de Chi cuadrado de 115,428 (p < 0,05) y un indice de Concordancia k = 0,8, que la

escala de Altman (1991) tfraduce a una concordancia buena (apartado 4.1.1.5., Tabla 4.1.10.).

4.4.2 3. Anticuerpo monoclonal F4. 9G2 frente a N. apis.

Finalmente, se estudi®d el anticuerpo monoclonal F4. 9G2, que reconoce
especificamente N. apis. Por lo tanto, para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos con
este anticuerpo se consideraron positivas aquellas colmenas en las que se detectd la presencia

de N. apis o la coinfeccién con N. ceranae.

En la tabla de contingencia 4.4.10. se presentan los resultados obtenidos en el estudio

comparativo de la PCR multiple vy la IFI.

En este caso, ambas técnicas coincidieron en el diagndstico de 141 de las 180 colmenas
estudiadas (94 negativas y 47 positivas). El andlisis estadistico mostré que, aunque la
comparacién de proporciones mediante Chi cuadrado resulté significativa (Chi = 53,279 con p <
0.,05) el andlisis de concordancia presentd una valoracion moderada (x = 0,538, apartado
4.1.1.5., Tabla 4.1.10.) en la escala de Altman (1991).
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Tabla 4.4.10. Tabla de contingencia: PCR frente a IFI

con F4. 9G2.
IFI
TOTAL
. |+
- 94 13 107
PCR + 26 47 73
TOTAL 120 60 180

+ = Presencia de N. apis.

Por otra parte, en el caso de la MO, en la tabla de contingencia de su comparaciéon
con la PCR multiple (Tabla 4.4.11.) se puede observar que ambas técnicas coinciden en el

diagndstico de 155 colmenas (86 negativas y 69 positivas).

Tabla 4.4.11. Tabla de contingencia: PCR frente a MO.

Mo TOTAL
- +
- 86 21 107
PCR ; 4 69 73
TOTAL 90 90 180

+ = Presencia de N. apis

El andlisis del indice de concordancia presentd un valor de Chi cuadrado de 97,363 (p <
0,05) y la concordancia resulté buena con un indice de k = 0,722, mostrando unos mejores

resulfados con respecto a los obtenidos en la IFl (Tabla 4.4.10.).

4.4.2.4. Especificidad y sensibilidad de las distintas técnicas diagnésticas.

Una vez comparados los resultados de las técnicas de diagndstico, se valord la eficacia
de la técnica de IFl desarrollada con los anticuerpos monoclonales, determinando sus
pardmetros de sensibilidad y especificidad al igual que se hizo con los anticuerpos policlonales

(apartado 4.1.1.5.a.).

Para el estudio comparativo mediante el Test Diagndstico se analizaron los resultados
obtenidos en las tablas de contingencia (Tablas 4.4.6. a 4.4.11.) de los estudios comparativos
entre las distintas técnicas: la IFl utilizando el suero policlonal y los anticuerpos monoclonales; la
PCR multiple descrita por el CAR y la MO con contraste de fases (apartados 4.4.2.1.; 4.42.2. y
4.423.).

179



Carmen Ferndndez Vadillo Resultados

a) Especificidad y sensibilidad de la técnica de IFl con el anticuerpo monoclonal F1. 6F10 frente

a Nosema spp.

El anticuerpo monoclonal F1. 6F10 reconoce las dos especies de Nosema que parasitan
a las abejas, N. ceranae y N. apis, caracteristica que se tuvo en cuenta para redlizar el Test
Diagndstico con los resultados obtenidos por la IFl, utilizando éste anticuerpo y por la MO
(apartado 4.4.2.1.; Tablas 4.4.6. y 4.4.7.). Asi se pudieron comparar la sensibilidad (probabilidad
de detectar un verdadero posifivo en una colmena infectada) y la especificidad (probabilidad
de diagnosticar un verdadero negativo en una colmena sana) de ambas técnicas entre ellas y

con respecto ala PCR multiple.

Tabla 4.4.12. Porcentajes de sensibilidad y especificidad (Intervalo de Confianza) del Test Diagndstico
comparando la PCR frente a la MO y la IFl con F1. éF10, frente a N. apis y N. ceranae (Nivel de confianza
del 95%).

PCR IFI F1. 6F10 MO
- 97.79 97.79
% Sensibilidad 100 (94,96-100) (94,96-100)
e 93.18 95,45
% Especificidad 100 (84,60-100) (88,16-100)

En la Tabla 4.4.12. se muestran los resultados del Test Diagndstico para las técnicas de IFl
y MO en comparacion con la PCR. En este caso, tanto la IFl como la MO presentaron la misma
sensibilidad. En cambio, la IFl con F1. 6F10 muestra un porcentaje de especificidad algo inferior
con respecto a la MO, aungue el intervalo de confianza obtenido con esta técnica también

abarca hasta el 100%.

b) Especificidad y sensibilidad de la técnica de IFl con los anticuerpos monoclonales frente a N.

ceranagae.

b.1) Especificidad y sensibilidad de la técnica de IFI con el anticuerpo monoclonal F1.
7D2.

Al estudiar los resultados obtenidos en el Test Diagnéstico, realizado con la tabla de
contingencia 4.4.8. (apartado 4.4.2.2.a.), se puede observar cémo la IFl utilizando el anticuerpo
monoclonal F1. 7D2 presentd una sensibilidad mayor que la MO para la detecciéon de N.
ceranae, y sin embargo la especificidad fue mayor en el caso de esta Ultima (Tabla 4.4.13.). Por
Ultimo, ésta técnica obtuvo una sensibilidad y especificidad menores con respecto a la IFl que

utiliza el anticuerpo policlonal (Tabla 4.4.13.).
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Tabla 4.4.13. Porcentajes de sensibilidad y especificidad (Intervalo de Confianza) del Test Diagndstico
comparando la PCR frente a la MO y la IFl con el anticuerpo policlonal (Pc) y los anticuerpos monoclonales
F1.7D2y F4. 1B11, frente a N. ceranae (Nivel de confianza del 95%).

PCR IFI (Pc) IFI F1. 7D2 IFI F4.1B11 MO
L 94,68 93,62 93,62 88,30

7 Sensibilidad 100 (89.61-99,75)  (88,14-99.09)  (88,14-99,09)  (81,27-95.33)
o 95,35 88,37 91,86 91,86

7 Especificidad 100 (90,32-100) (81,02-9573)  (85,50-98,22)  (85,50-98,22)

b.2) Especificidad y sensibilidad de la técnica de IFl con el anticuerpo monoclonal F4.
1B11.

Como puede observarse en la tabla 4.4.13., los resultados del Test Diagndstico para la IFl
con el anticuerpo F1. 1B11, calculados con la tabla de contingencia 4.4.9 (apartado 4.4.2.2.b.)
muestran cémo dicha técnica presentd una sensibilidad mayor que la MO, igualando la
especificidad de la misma. Por ofro lado, al comparar su sensibilidad y especificidad con la de
las otras dos IFl para el diagndstico de N. ceranae, vemos que la presente reveld una mejoria
con respecto a la que utiliza el anficuerpo F1. 7D2 ya que, a pesar de presentar la misma
sensibilidad, aumentd su porcentaje de especificidad. AUn asi, al igual que la IFl con F1. 7D2,
ambos porcentajes (sensibilidad y especificidad) fueron menores que los obfenidos con el

anticuerpo policlonal.

c) Especificidad y sensibilidad de la técnica de IFl con el anticuerpo monoclonal F4. 9G2 frente

a N. apis.

Debido a la especificidad del anticuerpo monoclonal F4. 9G2 frente a N. apis, la prueba
del Test Diagndstico se realizd con las tablas de contingencia que tenian en cuenta dicha
especificidad (aparfado 4.2.2.3.; Tablas 4.4.10. y 4.4.11.), y con las que se obtuvieron los

siguientes resultados (Tabla 4.4.14.):

Tabla 4.4.14. Porcentajes de sensibilidad y especificidad (Intervalo de Confianza) del Test Diagndstico
comparando la PCR frente a la MO y la IFl con el anticuerpo monoclonal F4.9G2 frente a N. apis (Nivel de
confianza del 95%).

PCR IFI F4. 9G2 MO

- 64,38 94,52
Sensibilidad % 100 (52,71-76,05) (88,62-100)

I 87.85 80,37
Especificidad % 100 (81,19-94,51) (72,38-88,37)
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La tabla muestra como la IFl con el anticuerpo monoclonal F4. 9G2 presentd unos
porcentajes de sensibilidad bagjos, no solo con respecto a la PCR multiple, la técnica de
referencia, sino también a la MO. No obstante, esta técnica de IFl mostrdé una mayor

especificidad que la MO al identificar N. apis.
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5. DISCUSION.

Los insectos polinizadores tienen una gran influencia sobre las relaciones ecoldgicas, la
conservacion y la estabilidad del ecosistema. Los polinizadores facilitan la variacién genética en
la comunidad vegetal, asi como la diversidad floral, su especializacién y su evolucién. Por otro
lado, en los ecosistemas agricolas los polinizadores son vitales para la produccidén agraria, ya
que mds del 35% de la produccion mundial y un 87% de los principales cultivos alimentarios en el
planeta, asi como un elevado niUmero de medicamentos derivados de plantas, dependen de su

actividad (Bernal y col., 2011).

Aparte del importante papel de las abejas en la mayoria de los ecosistemas terrestres,
estos insectos son también de gran importancia econdémica, al ser la base de la industria
apicola. Por ejemplo, Espaia es el pais mediterrdneo que posee un mayor niUmero de colmenas
de abejas (mds de 2,5 millones en el ano 2009) y el que presenta las mayores tasas de
produccién de miel (Higes y col., 2010a), lo que pone en evidencia la necesidad del

mantenimiento de sus poblaciones en condiciones sanitarias adecuadas.

Recientemente, en muchos lugares de todo el mundo las colmenas de Apis mellifera
han sufrido la repentina desaparicion de sus abejas sin una explicacién aparente. Este
fendmeno se ha denominado en Europa como el sindrome de despoblamiento de las colmenas
(Colony Depopulation Syndrome o CDS) y en Estados Unidos se conoce como el “desorden del
colapso de las colmenas” (Colony Collapse Disorder o CCD). Hasta la fecha, se sospecha que
los posibles causantes del sindrome pueden ser bien pardsitos como el dcaro Varroa destructor o
el microsporidio Nosema ceranae, bien ciertas enfermedades virales, o bien las interrelaciones
enfre todos estos organismos, y de éstos con otros agentes externos como las prdcticas
agricolas, la destruccién del hdbitat o la influencia de los insecticidas presentes en el medio.

Hasta ahora, sin embargo, no se ha llegado a un consenso al respecto (Bernal y col., 2011).

Aparte de su posible implicacion en el sindrome de despoblamiento de las colmenas, las
microsporidiosis causadas por el género Nosema en las abejas adultas son enfermedades muy
extendidas que provocan importantes pérdidas econdmicas para los apicultores de todo el
mundo. Existen dos especies de microsporidios que infectan a Apis mellifera: N. ceranae y N.

apis.

Desde que se descubrid N. apis hace cien anos, se ha descrito su elevada prevalencia
en colmenares profesionales tanto en Europa como en Estados Unidos (Bailey, 1981). Hasta hace
relativamente poco fiempo, todas las infecciones causadas por Nosema en colmenas de abejas
europeas (Apis mellifera) se atribuian a esta especie. Sin embargo, en 2005 se describié la
presencia de N. ceranae infectando estas abejas en Europa y Asia (Higes y col., 2006; Huang y

col., 2007), y md&s tarde a lo largo de todo el mundo (Higes y col., 2010b). Estos descubrimientos
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demostraron que N. ceranae, que previamente se pensaba que estaba restringida a su

hospedador Apis cerana (abeja asidtica), actualmente también infecta Apis mellifera.

La infeccién por N. ceranae presenta una estacionalidad distinta a la de N. apis,
causando problemas importantes a los apicultores de climas templados, principalmente en los
meses de verano. Las infecciones causadas por ambas especies de Nosema derivan en una
disminucién de la produccion de miel y de la actividad pecoreadora, lo que conlleva la
reduccion de la productividad polinizadora. Sin embargo, mientras que los sinftomas de la
nosemosis causada por N. apis se observan facilmente en las colonias, mostrando un elevado
nUmero de abejas muertas y manchas diarreicas en las entradas de las colmenas, los sinftomas
producidos por N. ceranae son menos claros, consistiendo principalmente en un crecimiento
pobre de la colonia y un despoblamiento de la misma. Como las abejas individualmente no
presentan individualmente ningun signo externo de infeccién, es necesario el desarrollo de
métodos que permitan una identificacion rdpida de la misma para permitir a los apicultores un
mejor control de la enfermedad y una optimizacion de las condiciones de tratamiento (Mo y
Drancourt, 2004; Higes y col., 2010b) .

Dado que el tipo y prondstico de la enfermedad que desarrollen las abejas dependerd
de la especie de Nosema que las infecte, es importante la identificacion especie-especifica. Las
esporas de Nosema spp. se pueden identificar por microscopia éptica (MO), pero para poder
diferenciar las dos especies se debe realizar un estudio morfolégico detallado de las esporas
mediante microscopia electrénica de transmisidén (MET), técnica que ademds de ser tediosa y
de elevado coste, al utilizar muestras de tejido aleatorias, puede no ser lo suficientemente

sensible como para detectar un nUmero pequeio de esporas (Mo y Drancourt, 2004).

Asi mismo, se han descrito distintas técnicas moleculares para el diagndstico y la
identificacién de N. apis y N. ceranae, de manera que se han desarrollado protocolos de PCR
simple que Uutilizan cebadores especie-especificos (Chen y col., 2008; Nabian y col., 2011;
Suwannapong y col., 2011) o de PCR mUltiple para la amplificacion del ADN de las dos especies
simultdneamente (Martin-Hernandez y col., 2007). También se han publicado protocolos de PCR-
RFLP (Higes y col., 2006; Klee y col., 2007; Giersch y col., 2009; Tapaszti y col., 2009; Stevanovic y
col.,, 2011), asi como de PCR cuantitativa y en tiempo real, los cuales no sélo permiten la
identificacion de ambas especies simultdneamente sino ademds la determinacién de la carga
parasitaria de las mismas (Cox-Foster y col., 2007; Chen y col., 2009a; Bourgeois y col., 2010;
Forsgren y Fries, 2010; Hamiduzzaman y col., 2010; Traver y Fell, 2011; Copley y Jabaji, 2012;
Martinez y col., 2012).

Sin  embargo, los métodos moleculares requieren infraestructura y personal
especializados, por lo que a menudo suponen un elevado coste. Ademds, se ha demostrado
que la eficiencia de la PCR puede variar para un mismo par de cebadores al utilizarlo en
condiciones distintas (distintos protocolos de amplificacién) o con distintos reactivos (polimerasa,

magnesio, efc.) (Erlery col., 2012).
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Por otro lado, algunos autores han demostrado diferencias en la sensibilidad y la
especificidad de distintos cebadores que amplificaban para determinadas especies de Nosema
(Stevanovic y col, 2011; Erler y col, 2012) llegando este Ultimo a recomendar el uso de distintos
pares de cebadores en funcién de la aplicacion de los mismos: los de mayor especificidad para
el diagnéstico diferencial, y los de mayor sensibilidad para determinar la intensidad de la

infeccién en el hospedador.

Considerando todo lo expuesto, seria conveniente el desarrollo de una técnica
alternativa a las de microscopia y las moleculares, que resulte mds econdmica, menos laboriosa
y permita una identificacion diferencial sensible y especifica de N. ceranae y N. apis, las dos

especies causantes de la nosemosis en Apis mellifera.

Con respecto a las técnicas inmunoldgicas, la utilizacién de la inmunofluorescencia
indirecta (IFl) para una deteccidn especifica de especie se vio bastante limitada hasta la
produccién de anticuerpos poli y monoclonales frente a varias especies de microsporidios en los
Ultimos anos, la que ha simplificado y mejorado dicha deteccidén en muestras clinicas (Didier y
Weiss, 2006).

En el caso de los anticuerpos policlonales, como ya se ha mencionado en la
infroduccién, el mayor esfuerzo se ha realizado sobre las especies que afectan al hombre. Se
han producido sueros inmunes frente a Nosema corneum (Aldras y col., 1994) y sobre todo frente
a Encephalitozoon hellem (Schwartz y col., 1992; Weber y col., 1993; Aldras y col., 1994), E.
cuniculi (De Groote y col., 1995; Delbac y col., 1998; Sobottka y col., 2001), E. intestinallis
(Visvesvara y col., 1994; Visvesvara y col., 1995; Sodré y col., 1997; Bornay-Lliinares y col., 1998;
Moura y col., 1999; Sobottka y col., 2001) y Enterocitozoon bieneusi (Didier y col., 1991; Visvesvara
y col., 1991; Kucerova y col., 2004; Sheoran y col., 2005a). Por ofra parte, también se han
producido anticuerpos policlonales frente a microsporidios que parasitan peces como Glugea

atherinae (Delbac y col., 1998).

Existe un solo caso en el que se ha descrito la produccidén de anticuerpos policlonales
frente a N. ceranae utilizando tecnologia gendmica de anticuerpos (Genomic Antibody
Technology o GAT) por la que un pldsmido que contiene la secuencia de ADN que codifica
para la proteina de interés (N. ceranae en este caso) se inocula a un animal para que éste la
exprese in vivo, la reconozca como exirana y produzca anticuerpos frente a ella (Aronstein,
2010).

Por otro lado, los anticuerpos monoclonales (AcMc) han demostrado su utilidad para la
identificacion rdpida y especifica de los microsporidios en el diagndstico de rutina de los mismos
(Mo y Drancourt, 2004). Se han desarrollado AcMc frente a varias especies de microsporidios
debido a su importante impacto sanitario en el hombre, como es el caso de Enterocitozoon
bieneusi (Weiss y col., 1992; Zierdt y col., 1993; Accoceberry y col., 1999; Achbarou y col., 1999;
Sorel y col., 2003; Sheoran y col., 2005a; Sheoran y col., 2005b; Zhang y col., 2005; Reetz y col.,

2009), Encephalitozoon cuniculi (Aldras y col., 1994; Keohane y col., 1994; De Groote y col., 1995;
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Croppo y col., 1997; Delbac y col., 1998; Enriquez y col., 1998; Bohne y col., 2000; Franzen y col.,
2004; Mo y Drancourt, 2004; Sak y col., 2006; Furuya y col., 2008), E. hellem (Aldras y col., 1994;
Croppo y col., 1994; Visvesvara y col., 1994; Enriquez y col., 1997; Croppo y col., 1998; Enriquez y
col., 1998; Lujan y col., 1998; Mo y Drancourt, 2002) vy E. intestinalis (Visvesvara y col., 1995; Beckers
y col., 1996; Bornay-Llinares y col., 1998; del Aguila y col., 1998; Enriquez y col., 1998; Lujan y col.,
1998; Achbarou y col., 1999; Prigneau y col., 2000; Hayman y col., 2001; Thellier y col., 2001;
Bouladoux y col., 2003; Reetfz y col., 2009).

También se han desarrollado AcMc frente a microsporidios cuya importancia viene
dada por su impacto econdmico, ya que afectan a especies importantes en acuicultura, como
Glugea americanus (Keohane y col., 1994; Keohane y col., 1996) y G. atherinae Pomport-
Castillon y col., 1997), Nosema locustae en agricultura (Knoblett y Youssef, 1996; Keohane y col.,
2001) y N. bombycis en la sericultura (Shamim y col., 1997; Li y col., 2007; Zhang y col., 2007; Liy
col., 2009). Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito el desarrollo de AcMc frente a las

especies de microsporidio que parasitan a las abejas, N. ceranae y N. apis.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, el objetivo fundamental de esta tesis consistié en
el desarrollo, la produccién y la caracterizacién de anticuerpos policlonales y monoclonales que
facilitaran la deteccidén N. ceranae y N. apis, asi como la puesta a punto de una técnica de IFI

utilizando dichos anticuerpos, que permita el diagndstico diferencial de ambas especies.

5.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A N. ceranae Y N. apis.

El primer paso para el desarrollo de la técnica de IFl fue la obtencién de antisueros
frente a N. ceranae y N. apis. Con este fin se inocularon cuatro conejos Nueva Zelanda, con
esporas aisladas de colmenas infectadas suministradas por el CAR, dénde se identificaron como

N. apis o N. ceranae mediante MO o PCR multiple (apartados 3.1.1.1.y 3.1.1.2.).

El proceso o método de purificacién de esporas de Nosema spp. varia en funcién del
uso para el que éstas estdn destinadas. Después de la diseccién del fracto intestinal de las
abejas, éste se homogeniza en agua destilada (Cantwell, 1970) o en agua del grifo (Fries y col.,
1996) para realizar los recuentos de esporas, segun recomienda la OIE (OIE, 2008). Para la
homogenizacion se pueden utilizar morteros (Huang y col., 2007; Paxton y col., 2007), molinillos
manuales (Higes y col., 2007; Strange y Calderone, 2009) u homogeneizadores automdticos
(Garcia-Palencia y col., 2010; Antinez y col., 2012). Cuando se requiere una mayor pureza de las
esporas, como en los experimentos con infecciones o en el diagndstico por técnicas
moleculares, el homogenizado puede filirarse a través de mallas de nylon o metdlicas que
retengan restos indeseados (Malone y Stefanovic, 1999; Higes y col., 2007; Huang y col., 2007;
Paxton y col., 2007), o incluso purificarse a través de una (Huang y col., 2007) o varias fases
mediante gradiente de percoll cuando se van a realizar estudios moleculares (Cornman y col.,
2009; Cheny col., 2009b).
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Debido a que la pureza del antigeno es uno de los factores mds importantes en el
proceso de inmunizacién, se debe asegurar que no existan proteinas contaminantes que
induzcan respuesta inmune indeseada (Cooper y Paterson, 1995). Por tanto, para la preparacion
de los indculos de este estudio, se decidid realizar un tamizado de las esporas a través de una
malla, y posteriormente una purificacidn mediante una fase de percoll isoténico al 95%

(apartado 3.1.2.1.), obteniendo un rendimiento del 50% (apartado 4.1.1.1.).

Los protocolos de inmunizacién descritos recomiendan realizar una sangria previa a la
inmunizacion, para asegurar que la respuesta inmune detectada en las siguientes sangrias es
debida a dicha inmunizacién (Cooper y Paterson, 1995). Todos los conejos del estudio
presentaron una leve reaccién en la sangria a dia cero, tanto frente a N. apis como a N.
ceranae, pero en la mayoria de los casos ésta no afectaba al total de las esporas, por lo que no

se considerd como titulo.

En las sangrias realizadas después de cada indculo, los conejos inmunizados con N.
ceranae (Conejos 1y 2) alcanzaron titulos de 6400 y 1600 respectivamente (apartado 4.1.1.2.,
Tablas 4.1.2. y 4.1.3.). Hay que destacar que, en el caso del Conejo 2, el titulo podria haber sido
mayor ya que no se completd el protocolo de inmunizacidon por la muerte inesperada del
animal. En cuanto a los conejos inmunizados frente a N. apis (Conejos 3 y 4) también se
suspendid el protocolo de inmunizacién, en este caso debido a la baja titulacion obtenida en el
caso del Conejo 3 (apartado 4.1.1.2., Tablas 4.1.4.) y a la presencia de reacciones cruzadas

frente a N. ceranae en ambos conejos (apartado 4.1.1.3.a., Tablas 4.1.4.y 4.1.5.).

En cuanto a las diferencias en el rango de titulos séricos alcanzados por los conejos
inmunizados, dichas diferencias podrian justificarse por el hecho de que, cuando un animal se
inmuniza con un determinado antigeno, elabora una respuesta con una produccion vy
proliferaciéon de multiples clones de linfocitos, obteniéndose de su sangre un suero policlonal con
una amplia variedad de anticuerpos de diferente especificidad y afinidad frente al anfigeno
inoculado (Goding, 1996). Se ha descrito que la especificidad de los anticuerpos que se
producen puede variar ampliamente entre los distintos individuos inmunizados, dependiendo de
los epitopos antigénicos dominantes que éstos reconozcan en el antigeno (Cooper y Paterson,
1995). Ademds, dado que la cepa de conejo utilizada no era consanguinea, una distinta
expresidn de los genes que regulan la respuesta inmune podria estimular respuestas diferentes

en cada conejo. (Cooper y Paterson, 1995).

Por ofro lado, en todos los antisueros obtenidos (frente a N. ceranae y frente a N. apis) se
observaron reacciones cruzadas con la especie heterdloga de Nosema, algo habitual entre
especies tan cercanas que comparten varios determinantes antigénicos comunes (Gool y col.,
1997). En los antisueros frente a N. ceranae, la reaccién frente a N. apis desaparecia a medida
que el titulo aumentaba (apartado 4.1.1.2., Tablas 4.1.2. y 4.1.3.); sin embargo, contrariamente a
lo esperado, en el caso de los sueros obtenidos frente a N. apis se observd una reaccién de gran
intensidad frente a N. ceranae en todas las diluciones, especialmente en el Conejo 4 (apartado

4.1.1.2., Tablas 4.1.4. y 4.1.5.). Este resultado podria deberse a que el determinante reconocido
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fuera mds inmunogénico y provocara una respuesta mds fuerte que el antigeno con el que se

inmunizé (Goding, 1980).

Otra posible razdén de esta respuesta podria ser que en el indculo administrado
inicialmente se encontraran presentes esporas de ambas especies, N. apis y N. ceranae. Hay
que recordar que las esporas utilizadas para los indculos procedian del CAR, dénde se
identificaban mediante MO con contraste de fases hasta que se puso a punto la técnica de la
PCR multiple (Martin-Hernandez y col., 2007). Ya se ha mencionado con anterioridad que las
esporas de microsporidios, y mds concretamente las de N. apis y N. ceranae, son dificiles de
diferenciar mediante MO como método de rutina (Fries y col., 1996). Por ello, si los resultados de
la identificacién mediante esta técnica de los lotes de esporas utilizados para la inmunizaciéon no
se confirmd mediante la técnica de PCR, las esporas de ambas especies podrian estar presentes

en el mismo indculo.

En consecuencia, para el desarrollo del método de IFl, sdlo pudieron utilizarse los sueros
obtenidos frente a N. ceranae (Conejos 1y 2). No obstante, de cara al futuro perfeccionamiento
de la técnica de IFl, seria de gran utilidad poder disponer de nuevos sueros policlonales frente a
N. apis, y asi permitir la deteccion diferencial de las dos especies implicadas en la nosemosis de
las colmenas de A. mellifera de forma simultdnea, como ocurre en el caso de la PCR multiple

(Martin-Hernandez y col., 2007).

Asi pues, para el desarrollo de la IFl se selecciond el antisuero obtenido en la Ultima
sangria (sangria a muerte) del Conejo 1 (C1SM), ya que fue el que alcanzé un titulo mds
elevado, y se utilizé a la dilucién 1/1600 al no detectarse en ella reaccién cruzada con N. apis y

presentar una fluorescencia de gran intensidad (apartado 4.1.1.2., Tabla 4.1.2.).

Ademds del estudio de reacciones cruzadas frente a N. apis, también se estudiaron las
reacciones cruzadas del suero policlonal C1SM frente a esporas de diferentes especies de
microsporidios disponibles en el laboratorio: E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, E. bieneusi, V.
corneae y A. algerae (apartado 4.1.1.3.b.). En ninguno de los casos se observaron reacciones
cruzadas, aungue seria conveniente realizar estudios posteriores con distintas especies del

género Nosema sp.

Para la validacion de la técnica de IFl con el suero policlonal C1SM para la deteccién
de N. ceranae se estudiaron 180 muestras de colmenas infectadas por N. ceranae y/o N. apis, o
libres de infeccién. Los resultados obtenidos con la IFl se compararon con aquellos resultados
obtenidos para las mismas muestras mediante las técnicas de MO y PCR multiple, utilizadas de
rutina para el diagndstico de N. ceranae y N. apis en el CAR. Estos resultados revelaron unos
porcentajes de positivos y negativos muy similares en las tres técnicas (apartado 4.1.1.4., Tabla
3.9.), considerando positivas las colmenas coinfectadas por ambas especies y las infectadas sélo

con N. ceranae, y negativas aquellas infectadas Unicamente con N. apis o libres de infeccion.

A pesar de la similitud en los porcentajes, y al observar los resultados concretos de cada

colmena obtenidos en el estudio comparativo de las tres técnicas (apartado 4.1.1.4., Tabla
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4.1.6.), la MO proporciond un diagndstico fiable de la infeccién con Nosema sp., aungue no
permitié una diferenciaciéon clara entfre especies, incluso para personal cualificado (Fries, 2010;
Higes y col., 2010b). Estos resultados mostraron el hecho de que la mayoria de las muestras en las
que la MO vy la PCR difirieron, fueron aquellas en las que la PCR diagnosticd una coinfeccion de
las dos especies en la colmena, y por lo tanto, resultd mds dificil su identificaciéon diferencial al
utilizar la MO. Este hecho podria explicar las diferencias entre los porcentajes de positivos y
negativos obtenidos por éstas técnicas. Conviene destacar el hecho de que los resultados
analizados mediante MO fueron obtenidos por personal experimentado en la identificacion
diferencial entre N. apis y N. ceranae, por lo que quizd cabria esperar mayores diferencias en los
porcentajes de positivos y negativos con respecto al diagndstico mediante la PCR si se hubieran

realizado en cualquier otro laboratorio.

En algunas muestras, la PCR multiple detectd la presencia de N. apis y/o N. ceranae
cuando la MO vy la IFl no detectaron infeccidn, lo que demostraria que la PCR es una técnica de
mayor sensibilidad para el diagndstico, ya que permite una deteccidn aun con cargas
parasitarias muy bajas (Weiss y Vossbrinck, 1999). De todas formas, hay que resaltar que la IFl
detectd la presencia de N. ceranae en colmenas en las que la PCR multiple no pudo. Este
hecho podria deberse a que las esporas, al extruir su material genético en la fase de infeccién,
estarian vacias en el momento del diagndstico (Martinez Ferndndez, 1995). En este caso, como

la IFl detecta antigenos de la superficie de la exospora, no presenta este problema.

Andalizando las tablas de contingencia construidas para el andlisis estadistico (apartado
4.1.1.5., Tablas 4.1.9. y 4.1.11), los resultados de la MO también mostraron una menor
concordancia con la PCR multiple (11 falsos negativos y 7 falsos positivos) que los obtenidos con
la IFl, que presentaron una concordancia mds elevada (5 falsos negativos y 4 falsos positivos).
Segun éstos resultados, el diagndstico de la IFl coincidiria en mayor grado con los resultados
obtenidos por la PCR multiple, que ha sido considerada el patrdn de oro en los andilisis

realizados.

La prueba de Test Diagndstico que se realizé sobre los datos obtenidos en el presente
trabajo trata de determinar cémo se ajustarian a la situacién real los resultados obtenidos con la
IFl que se estd validando. Para ello, es preciso conocer esa readlidad mediante algun método
completamente fiable (Molinero, 2002). Las técnicas mds utilizadas por su mayor fiabilidad para
el diagndstico de microsporidios, y mds concretamente para el de N. apis y N. ceranae, son las
técnicas moleculares (Fries, 2010; Higes y col., 2010b). Para este estudio, la técnica de referencia
con la que comparamos nuestros resultados fue la PCR multiple desarrollada en el CAR por
Martin-Herndndez (2007), método que se utiliza rutinariamente para el diagnéstico de los dos

pardsitos en este centro.

Con el andlisis estadistico de los resultados mediante el Test Diagnéstico (apartado
4.1.1.5.a., Tabla 4.1.12.) se observd que, a pesar de que la técnica de MO mostrd resultados en
concordancia con los obtenidos por la PCR multiple (compartiendo un 88,17% de sensibilidad y

un 90,8% de especificidad), la IFl proporciond resultados aun mds parecidos a los de la PCR de
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referencia (94,62% y 90,80% sensibilidad y especificidad respectivamente). Esto significaria que el
método de IFl puesto a punto con el suero policlonal (C1SM) presentd una sensibilidad vy

especificidad muy parecidas a las de la técnica de la PCR multiple.

Tras el estudio de los resultados obtenidos, la IFl empleando el suero policlonal obtenido
en el este trabajo se confirmariac como una técnica para el diagndstico diferencial entre N.
ceranae y N. apis en las colmenas de abejas alternativa a la MO, que presenta una menor
sensibilidad y especificidad y que requiere un alto grado de especializaciéon. De igual modo, al
reflejar una sensibilidad y especificidad similares a las de la PCR multiple, esta IFl podria utilizarse
como técnica complementaria a la misma para una mejor deteccion e identificacién de las
distintas especies de pardsito, o incluso resultar una alternativa de utilidad, especialmente en
aqguellos laboratorios en los que la técnica molecular no resulte de fdcil acceso por los

inconvenientes antes citados (Fries y col., 1996).

5.2. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A N. ceranae.

Generalmente, a pesar de que los sueros policlonales son de fécil produccién y de bajo
coste, presentan ciertas desventajas, como el hecho de que se requiera de antigenos
purificados para su produccién, obteniendose normalmente titulos bajos. Por ofro lado, la
disponibilidad se limita al animal inmunizado y no es reproducible en otro animal, ain
administrando un mismo antigeno. Ademds, el suero policlonal que se obtiene es una mezcla
heterogénea de anticuerpos que presentan distinta especificidad frente al antigeno deseado
(Goding, 1996).

Estos problemas se solventan al utilizar anficuerpos monoclonales (AcMc), los cuales
presentan una elevada especificidad no solo frente al antigeno empleado en la inmunizacién,
sino también frente a una regién particular dentro del mismo (determinante antigénico). Aunque
el desarrollo y la obtencidén de AcMc resulten procesos mds largos y costosos, la posibilidad de
inmortalizar clones de células formadoras de anticuerpos (hibridomas), derivados de la
proliferacion de una Unica célula (monoclonales), permite la produccién y purificacién ilimitadas
de anticuerpos con una monoespecificidad definida y homogénea. Por lo tanto, una vez se aisle
y se estabilice el clon deseado, este podrd mantenerse indefinidamente con una variacién nula

entre los lotes de sobrenadantes (Goding, 1996).

Por todo lo expuesto anteriormente, y fras las observaciones realizadas en la obtencion
de anticuerpos policlonales, con el fin de optimizar el diagnédstico diferencial entre N. ceranae y
N. apis, se procedié a la obtencién de AcMc, por lo que se llevd a cabo la inmunizacién de
ratones BALB/c con esporas purificadas de N. ceranae. Las esporas procedentes del Cenfro
Apicola Regional (CAR) se procesaron en las mismas condiciones descritas para la obtencidén de

anticuerpos policlonales ya que, aungue en el caso de la produccidén de AcMc la purificacién
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no es un requerimiento imprescindible, la inmunizacién con un antigeno purificado aumenta la

proporcién de hibridomas que secreten los anticuerpos deseados (Yokoyama, 1995).

En la seleccién del modelo animal para la obtencidén de AcMc se busca una elevada
histocompatibilidad entre el mieloma (de origen murido) y el esplenocito (Linfocito B), con el fin
de obtener hibridomas productores estables tras la fusion (apartado 3.2.1.3.). Se ha descrito la
utilizacién de varios modelos animales filogenéticamente préximos al ratén, como la rata, el
hdmster o el conejo (Yokoyama, 1995). Sin embargo, la mejor opcién como modelo animal es el
ratén, por la facilidad en su manejo y porque en el caso de los AcMc muridos el proceso de
purificacién es menos complejo que con otras especies, ademds de existir una gran variedad de
confroles y reactivos disponibles en el mercado para su posterior caracterizacion (Yokoyama,
1995).

En este trabajo se utilizaron ratones BALB/c, la cepa de ratones mds recomendada, ya
que la linea de mieloma de la que se disponia para las fusiones (P3X63-Ag8.653) estd inducida
en esta cepa. De este modo, los hibridomas que resultan de la fusidon tendrdn un Unico origen
BALB/c y podrdn crecer en un ratén BALB/c para la producciéon de liquido ascitico. Ademds, los
bazos de los ratones de esta cepa son de un tamano mayor que los de otras cepas de ratones,
por lo que habrd mds esplenocitos disponibles para la fusién, aumentando la probabilidad de

obtener un nimero mayor de hibridomas (Yokoyama, 1995).

Los protocolos de inmunizacién descritos para la produccidén de AcMc pueden
presentar diferencias pero, en general, éstos incluyen una inmunizacién inicial seguida de una
dosis de recuerdo de 10 a 14 dias después, y ofra tres o cuatro dias antes de la fusidon celular. La
mayoria de los indculos se realizan intraperitonealmente, obteniendo unos buenos resultados,
aungque algunos autores inmunizan via intravenosa cuando no utilizan adyuvante. En este
trabajo, a pesar de no utilizar adyuvante, la via intravenosa se descartd ya que se ha descrito
gue en algunos casos estas inyecciones pueden producir reacciones sistémicas fatales para el

animal (Yokoyama, 1995).

Durante el desarrollo del protocolo de inmunizacion, se estudi® mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl) la evolucién de los fitulos séricos en cada uno de los dias de
sangria (apartado 4.2.2.1.a.; Figura 4.1.). Todos los sueros se titularon tanto frente a N. ceranae
(especie homdloga) como a N. apis (especie heterdloga), para detectar posibles reacciones
cruzadas entre ambas especies. El titulo sérico de la mezcla de todos los sueros del lote frente a
N. ceranae fue aumentando gradualmente en las sucesivas sangrias (apartado 4.2.2.1.a.; Tabla

4.2.1.y Figura 4.2.), hasta alcanzar un méximo de 3200 en la Ultima (S4).

Con respecto a los resultados obtenidos en el estudio de reacciones cruzadas, estos
mostraron una fuerte reacciéon frente a N. apis en la tercera sangria (S3; apartado 4.2.2.1.a.;
Tabla 4.2.1. y Figura 4.2.), que alcanzd un titulo de 3200 y que, sin embargo, descendié en la S4
de manera que no afectaba al total de las esporas. La presencia de reacciones cruzadas,

como se comentd anteriormente, podria deberse a distintos factores (apartado 5.1.). Sin
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embargo en este caso, el hecho de que la reaccidn cruzada sea tan intensa y aparezca sdlo en
una de las sangrias (S3), podria indicar que en el indculo correspondiente a dicha sangria
estarian presentes esporas de N. apis que no se detectaron a la hora de clasificarlas para la

preparaciéon del inéculo.

Esta explicacion también podria justificar los resultados obtenidos en el estudio del titulo
sérico de los ratones que recibieron inéculos de recuerdo (apartado 4.2.2.1.a.; Tabla 4.2.2.). Estos
mostraron una reaccién cruzada frente a N. apis (titulo de 1600) mayor que la de aquellos
ratones que, debido a la limitacion en la disponibilidad de antigeno, no recibieron dosis de

recuerdo y presentaron un titulo de 400.

Uno de los pasos previos para la realizacion de las fusiones celulares fue la preparacion
de una capa o sustrato de alimentacidn (feeder layer), tanto en las placas de fusibn como en
las de clonaje y expansion de hibridos (apartado 3.2.2.3.b.2). Este sustrato produce un medio
condicionado que proporciona las condiciones dptimas para el crecimiento de los hibridomas y
mejora la eficiencia de los clongjes (Yokoyama, 1995). Algunos autores mantienen que los
linfocitos crecen lentamente o incluso mueren cuando se encuentran en bagjas
concentraciones, debido al requerimiento de ciertos factores de crecimiento y al efecto tdxico
de ciertos productos que se encuentran en los recipientes de cultivo. Por lo tanto, al cultivar los
hibridos junto con una poblacién de células de crecimiento lento o sin crecimiento (en nuestro
caso timocitos de ratones BALB/c) como sustrato de alimentacién, éstas aportarian los factores
de crecimiento necesarios (particularmente IL-6) y, por otro lado, la renovacién del medio de
cultivo para su mantenimiento favoreceria la eliminacién de los productos potencialmente

tdxicos que podrian interferir en el crecimiento de los hibridos (Goding, 1996).

Ademds de los timocitos, algunos autores recomiendan como capa de alimentacién
otras lineas celulares como los esplenocitos (las propias células de la fusidn a una concentraciéon
suficiente también podrian actuar como sustrato) o células procedentes de lavados
peritoneales (linfocitos y macréfagos) (Goding, 1996). Hay que destacar que se requieren unas
condiciones de esterilidad optimas para la extraccion y preparaciéon de los timocitos como
capa de alimentacion, ya que la utilizacién directa de células recién aisladas podria ser una
fuente de contaminacion de los cultivos celulares. Para evitar este problema se ha descrito la
suplementacién del medio de cultivo con sobrenadantes procedentes de suspensiones de

timocitos filtrados en esterilidad (Yokoyama, 1995).

Durante las seis fusiones llevadas a cabo (apartado 4.2.3.1.; Tabla 4.2.3.) se calcularon
los porcentajes de crecimiento en placa, los cuales variaron dentro de un rango del 65%
aproximadamente (Fusién 6) hasta casi un 100% de los pocillos (Fusidn 3). Estos porcentajes son
superiores al rango del 50-60% de crecimiento descrito en la bibliografia (Yokoyama, 1995), lo
que puede deberse a que, en nuestro caso, el producto de las fusiones celulares se gjusté a una

concentracion final cercana al méximo recomendado para el nUmero de placas preparadas
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con capa de alimentaciéon (timocitos). En cada fusion se empled un mdximo de diez placas, un

nUmero razonable que permitiera un correcto seguimiento y mantenimiento de las mismas.

Para la seleccidon de los hibridos productores del AcMc deseado en las distintas fusiones
celulares, la prueba de ELISA llevada a cabo no ofrecié unos resultados que permitieran un
correcto cribado. Se ha descrito como al emplear en dicha técnica sueros policlonales y
sobrenadantes de cultivo, éstos producen un elevado ruido de fondo en las lecturas, mostrando
falsos positivos aun cuando la placa no estd sensibilizada con antigeno. La razén no estd
completamente clara, pero puede estar relacionada con la afinidad de las IgM a unirse
inespecificamente a las placas, incluso después de postapizarlas con albUmina (Goding, 1996).
Aldras y col. (1994) describieron como los AcMc del isotipo IgM que habian obtenido frente
Encephalytozoon hellem no resultaron aptos para la técnica de ELISA, dada la elevada

inespecificidad que presentaban en su cribado.

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, para la seleccién y cribado de los
hibridos secretores obtenidos en las fusiones celulares se decidid utilizar la técnica de IFl, un
método de cribado muy utilizado dado que presenta una sensibilidad similar a la del ELISA.
Ademds es un método rdpido y permite el cribado de un elevado nUmero de muestras diarias,

ya que su visualizacién es fdcil y consume poco tiempo (Goding, 1996).

Mediante la técnica de IFl se pudo determinar que, en aquellos pocillos que
presentaban crecimiento celular, los porcentajes de hibridos positivos productores de AcMc
frente a N. ceranae en cada una de las fusiones ocuparon un rango entre el 5,1 % (Fusién 5)
hasta el 23,2% (Fusidn 4), valores superiores a los descritos por otros autores (1-5%) (Yokoyama,
1995). La elevada presencia de pocillos positivos podria deberse a la presencia de falsos
positivos (Yokoyama, 1995) o también, a la elevada concentracion celular en los pocillos, la cual

incrementaria la probabilidad de obtener hibridos secretores.

Tras el cribado de todas las fusiones celulares, se seleccionaron para su posterior clonaje
y caracterizacién un total de cuatro hibridos productores por su intensa reaccion frente al
antigeno homdlogo, asi como por su estabilidad en la produccién de del AcMc. Estos hibridos
fueron el F1. 7D2 y el F4. 1B11 productores de anticuerpos especificos frente a N. ceranae, F4.
9G2 frente a N. apis y F1. 6F10 que reconoce las dos especies simultdneamente (apartado
4.2.3.1,; Figuras 4.3.y 4.4.).

Con respecto alos clongjes (apartado 4.2.3.2.; Tablas 4.2.4.; 4.2.5.; 4.2.6.y 4.2.7.), a pesar
de que la eficiencia en la produccién de AcMc de los hibridomas primarios suele ser
relativamente pobre (Yokoyama, 1995), se obtuvieron porcentajes de crecimiento y positividad
altos desde el primer clonaje. Se realizaron al menos tres clonajes de cada hibrido seleccionado
para garantizar la monoespecificidad y evitar un sobrecrecimiento de los hibridomas no

productores (Goding, 1996).
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Tanto los hibridos positivos procedentes de las placas de fusion como los clones
seleccionados de cada hibrido se expandieron y se congelaron en varias alicuotas (apartado
3.2.2.3.b.6.). Dado que a partir de los clones crioconservados siempre es posible recuperar la
linea de un hibridoma una vez establecido, en todos los pasos del protocolo de obtencién de
AcMc deben congelarse aquellas células que se consideren importantes, para asi evitar
pérdidas en caso de que se produzcan contaminaciones de los cultivos celulares o algin error

en la técnica (Cebridn, 1985).

Asi mismo, se obtuvieron sobrenadantes saturados de los AcMc seleccionados
(apartado 3.2.2.3.b.7.), los cuales se producen con relativamente poco esfuerzo y en pocos dias,
pero presentan el inconveniente de contener una concentracién de AcMc relativamente bajay
en volumenes pequenos. Existen métodos de cultivo in vitro para producir AcMc a gran escala,
como por ejemplo los métodos de cultivo en lotes o los basados en membranas
semipermeables. Sin embargo, éstos deben utilizarse cuando es razonable y prdctico ya, que
requieren experiencia y medios especiales, ademds de suponer un elevado coste y requerir un
mayor consumo de tiempo (NAP, 1999). La utilizacion de los sobrenadantes saturados obtenidos
resulté de utilidad en los estudios preliminares para caracterizar las propiedades de los AcMc
seleccionados (apartado 3.3.), evitando el tener que producirlos a gran escala (Yokoyama,
1995).

Otro método, que también se utilizd en este trabajo para la obtencién de AcMc a una
concentracién mayor, fue su produccién en un modelo in vivo. El liquido ascitico contiene una
alta concentracion del AcMc deseado, aunque no es una muestra homogénea de ese
anticuerpo ya que también contiene proteinas del ratén y otras moléculas que pueden producir
inespecificidad (Yokoyama, 1991, 1995; Goding, 1996; NAP, 1999). Para obtener una preparaciéon
homogénea se utilizan distintas técnicas de purificacion, pero requieren un mayor esfuerzo y
pueden desnaturalizar los anticuerpos, disminuyendo su actividad. Sin embargo, normalmente la
concentracién de anticuerpos obtenida en los liquidos asciticos es suficiente como para no

tener que llevar a cabo dicha purificacién (NAP, 1999).

Durante el proceso de produccion de las ascitis, algunos de los ratones produjeron
liguido ascitico, tumores sélidos o ambos a la vez, independientemente del hibrido con el que
fueron inoculados. Ademds, uno de los hibridos (F4. 1B11) no produjo liquido ascitico en ninguno
de los ratones del lote, ain cuando se inocularon dos clones distintos del mismo. Este mismo
comportamiento se ha descrito al inocular en condiciones similares (volumen y concentracién
del indculo, cepa de ratdn, etc.) un hibrido obtenido especificamente frente a Encephalitozoon

intestinalis (Ilzquierdo, 2007).
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5.3. CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES OBTENIDOS FRENTE A Nosema spp.

La determinacion de los isotipos de los anticuerpos monoclonales (AcMc) es parte de su
caracterizacion inicial, debido a que éstos determinan muchas de las propiedades
inmunoldgicas e inmunoquimicas de los mismos. Ademds, las caracteristicas estructurales de los
distintos isotipos pueden influir, por ejemplo, en el método de purificacion de los mismos
(Hornbeck y col., 1991).

En el presente trabajo, para la determinacién de los isotipos de las inmunoglobulinas
secretadas por los hibridos seleccionados, se utilizd el kit Pierce® Rapid Isotyping Kit with Kappa
and Lambda-Mouse, identificando en todos los casos el isotipo IgM de cadena ligera k

(apartado 4.3.1.).

Muchos autores han obtenido AcMc del isofipo IgM frente a diversas especies de
microsporidios, como Enterocytozoon bieneusi (Accoceberry y col., 1999; Achbarou y col., 1999;
Sheoran y col., 2005b; Zhang y col., 2005), Encephalitozoon intestinalis (Lujan y col., 1998), E.
cuniculi (Delbac y col., 1998), E. hellem (Aldras y col., 1994; Lujan y col., 1998; Mo y Drancourt,
2002), Nosema bombycis (Shamim y col., 1997), N. locustae (Keohane y col., 2001), Glugea
atherinae (Pomport-Castillon y col., 1997) y G. americanus (Keohane y col., 1994; Keohane y col.,
1996).

Entre ellos, Aldras y col. (1994) proponen que los AcMc de isotipo IgM, al tener una
estructura molecular pentamérica, amplificarian la seial al utilizarlos en las técnicas
inmunoldgicas (en nuestro caso la IFl), favoreciendo su seleccidén frente al isotipo 1gG

(mondmérico) en el cribado y los posteriores clonajes.

Para continuar con la caracterizacion de los AcMc obtenidos, se estudiod la reactividad y
la especificidad de los mismos, titulando mediante la técnica de IFl tanto los sobrenadantes
saturados como los liquidos asciticos frente a la especie homdloga de Nosema que reconocen

especificamente cada uno de ellos (apartado 4.3.2.).

Con respecto a los sobrenadantes saturados, el AcMc F1. 6F10 (de género) presentd una
reactividad parecida frente a N. ceranae y N. apis, con titulos de 200 y de 100 respectivamente.
Asi mismo, los AcMc F1. 7D2 y F4. 1B11 (frente a N. ceranae) alcanzaron titulos de 200 y 50
respectivamente. Finalmente el AcMc F4. 9G2 presentd un titulo de 5 frente a N. apis, su especie

homodloga (apartado 4.3.2.1.; Tabla 4.3.2.).

Los resultados obtenidos con los liquidos asciticos mostraron que el AcMc F1. 6F10
presentd una mayor reactividad frente a N. apis (con un fitulo de 6400) que frente a N. ceranae
(titulo de 3200). La ascitis del AcMc F1. 7D2 alcanzd un titulo de 3200 frente a N. ceranae,

mientras que el AcMc F4. 9G2 presentd un titulo de 1600 frente a N. apis (apartado 4.3.2.2.; Tabla
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4.3.3.). Hay que recordar que el AcMc F4. 1B11 no produjo liquido ascitico, aun habiendo

inoculado dos clones distintos del hibrido que lo produce.

Los resultados obtenidos corroboran el hecho de que la produccidon de AcMc in vivo
genera mayores concentraciones de los mismos con respecto a los sobrenadantes saturados
(Goding, 1996; NAP, 1999). Por esta razén, cuando la concentracién de anticuerpos producidos
in vitro no es suficiente y no se requiere una elevada pureza del AcMc, el liquido ascitico es la
mejor opcion (Yokoyama, 1991). Este hecho podria extrapolarse al caso particular del AcMc F4.
9G2 (frente a N. apis), cuyo sobrenadante saturado sélo alcanzd un fitulo de 5 frente al fitulo de
1600 de la ascitis, la cual aumentaria la sensibilidad en las técnicas de diagndstico y permitiria su

mayor aprovechamiento al poder utilizarla diluida.

Por otro lado, y en paralelo a la titulacién de los sobrenadantes saturados y las ascitis, se
evalud la posible presencia de reacciones cruzadas de los mismos frente a distintos antigenos
heterdlogos. Desde el punto de vista del diagndstico, y en el caso concreto de la nosemosis en
las colmenas, es importante que los AcMc producidos no presenten reacciones cruzadas entre
las dos especies de microsporidio que se encuentran infectando a las abejas: N. ceranae y N.

apis.

En este aspecto hay que destacar que, aparte de presentar una elevada especificidad
frente a su antigeno homdlogo. ninguno de los sobrenadantes saturados de los AcMc
especificos de N. ceranae (F1. 7D2 y F4. 1B11) presentaron reaccidn cruzada frente a N. apis
(apartado 4.3.3.1.; Tablas 4.3.5. y 4.3.6.). No obstante, el sobrenadante saturado de F4. 9G2,
cuyo antigeno homdlogo es N. apis, si reveld una reaccién débil frente N. ceranae. Como ya se
ha sefalado anteriormente (apartado 5.1.), dicha reaccion cruzada con una especie cercana
flogenéticamente es algo probable, ya que el AcMc podria estar reconociendo un epitopo
comUn a ambas especies (Gool y col., 1997). Ademds, el hecho de que se utilice el
sobrenadante sin diluir también aumenta la inespecificidad, cosa que se demuestra cuando la
reaccion cruzada desaparece en la primera diluciéon (dilucidn 1/5), permitiendo el diagndstico
diferencial (apartado 4.3.3.1.; Tabla 4.3.7.).

Al evaluar la reacciéon de los sobrenadantes saturados frente a las esporas de Vittaforma
corneae, se detectd reaccién de los cuatro AcMc, aungue en ninguno de los casos superd la
primera dilucién (dilucién 1/25) (apartado 4.3.3.1.; Tablas 4.3.4.; 4.3.5.; 4.3.6.y 4.3.7.). El hecho de
que V. corneae sea una nueva denominaciéon (Silveira y Canning, 1995) de la previamente
descrita Nosema corneum (Shadduck y col., 1990), podria justificar las reacciones cruzadas que
presentan los AcMc, las cuales serian debidas al reconocimiento de ciertos determinantes
antigénicos comunes al género Nosema (Gool y col., 1997). Podria darse la misma circunstancia
en el caso de las reacciones presentadas por los AcMc frente a las esporas de Ancaliia algerae
(apartado 4.3.3.1.; Tablas 4.3.4.; 4.3.5.; 43.6. y 4.3.7.), ya que dicha especie renombrada por
Franzen y col. (2006) previamente se habia cambiado al género Brachiola (Cali y col., 1998)

desde su primera denominacién como Nosema algerae (Vavray Undeen, 1970).
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Sin embargo esto no explicaria por qué los sobrenadantes saturados de los AcMc Fl1.
7D2, F4. 1B11 y F4. 9G2 reconocen Encephalitozoon hellem cuando se utilizan sin diluir (apartado
4.3.3.1.; Tablas 4.3.5.; 4.3.6. y 4.3.7.). Generalmente, los ACMc reaccionaran con antigenos muy
relacionados estructural y/o secuencialmente con el antigeno diana, aunque en algunas
ocasiones podrian reaccionar con otfros antigenos que no muestran relaciones tan claras con
éste (Yokoyama, 1995). Por tanto, seria necesario realizar un estudio pormenorizado, mediante
técnicas de protedmica por ejemplo, que permita conocer el origen de esta reaccion vy los

epitopos que estarian implicados en la misma.

Con respecto a los liquidos asciticos, estos presentaron reacciones que los
sobrenadantes saturados no habian presentado. Asi, la ascitis del AcMc F1. 7D2 especifico de N.
ceranae reacciond frente a N. apis (apartado 4.3.3.2.; Tabla 4.3.9.), y la del F4. 9G2, que
reconocia especificamente N. apis, presentd reaccién cruzada frente a N. ceranae (apartado
4.3.3.2.; Tabla 4.3.10.). En ambos casos la respuesta frente al antigeno heterdlogo (titulos de 100 y
50 respectivamente) fue menor que la presentada frente al homdlogo (3200 y 1600
respectivamente), lo que permitiria un diagnédstico diferencial de ambas especies al utilizar las

ascitis de estos AcMc.

Por otra parte, las ascitis de los fres AcMc (F1. éF10, F1. 7D2 y F4. 9G2) produjeron
reaccion frente a E. intestinalis (apartado 4.3.3.2.; Tablas 4.3.8.; 4.3.9. y 4.3.10.) y el F1. 6F10
reaccioné frente a E. cuniculi (apartado 4.3.3.2.; Tabla 4.3.8.), inespecificidades que no se
habian observado con los sobrenadantes saturados y que podrian deberse a la composicidon
heterogénea de los liquidos asciticos (Yokoyama, 1991). Ademds, dado que el liquido ascitico
posee elevadas concentfraciones de anficuerpos con respecto a los sobrenadantes saturados
(Goding, 1996; NAP, 1999), es de esperar que aparecieran las mismas reacciones inespecificas
mostradas por éstos Ultimos frente a V. corneae, A. algerae y E. hellem, esta vez con una mayor
intensidad de fluorescencia (apartado 4.3.3.2.; Tablas 4.3.8.; 4.3.9. y 4.3.10.). Al hecho de que
estas reacciones fueran de débiles a moderadas hay que sumar que ninguna de estas especies
de microsporidio (E. intestinalis E. cuniculi, E. hellem, V. corneae y A. algerae) se ha detectado
infectando las colmenas de abejas, por lo que no deberian suponer un problema para el
diagndstico de la nosemosis. Podria considerarse la obtencion de preparaciones purificadas de
las ascitis sin dejar de fener en cuenta que los anticuerpos del isotipo IgM pueden
desnaturalizarse con algunas técnicas de purificacién in vitro, corriendo el riesgo de perder su
actividad (NAP, 1999). En todo caso, la eleccidn de diluciones en las que no se den reacciones
cruzadas, manteniendo una buena intensidad de fluorescencia frente al antigeno homadlogo,

permite solventar el problema.

Con el fin de completar la caracterizacion de los AcMc se realizaron estudios mediante
inmunoelectrotransferencia (Western Blot), probando los sobrenadantes saturados de los mismos
frente a N. ceranae y N. apis, las dos especies que producen la nosemosis en las abejas de la

miel.
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El patron de inmunorreconocimiento del AcMc F1. 6F10, que reacciona frente a las dos
especies de Nosema, reveld un perfil de reconocimiento antigénico de la espora completa de
N. ceranae comprendido en un rango de 150 a 17 kDa. Con respecto a N. apis presentd un
patrén mds reducido (de 96 a 8 kDa), en el que la mayoria de las bandas coincidian con
aquellas observadas en el de N. ceranae, exceptuando las de 93, 33 y 8 kDa, presentes

Unicamente en el de N. apis.

Respecto a los AcMc especificos de N. ceranae, el AcMc F1. 7D2 presentd un perfil de
inmunorreconocimiento frente a la espora completa de N. ceranae, dentro del rango
comprendido entre los 134 y los 20 kDa. Asi mismo, el patrén obtenido frente a N. apis presentd
un rango que abarcd desde los 86 a los 8 kDa, en el que ninguna de las bandas reconocidas
coincidié con las observadas frente a N. ceranae. Por otro lado, el AcMc F4. 1B11 frente a su
antigeno homdlogo reconocid un patrén de bandas entre los 145 y los 17 kDa. El perfil obtenido
frente a su antigeno heterdlogo, N. apis, mostrd bandas cuyos pesos moleculares coincidian con
los de las observadas frente a N. ceranae: 104, 93, 87, 86, 71, 33 y 29 kDa. Sin embargo, las

bandas restantes se reconocieron exclusivamente en este patrén.

Por Ultimo, al probar el AcMc F4. 9G2 frente a la espora completa de su especie
homdloga, N. apis, éste mostré un patrén de inmunorreconocimiento que abarcaba desde los
86 alos 8 kDa. Las bandas que reconocid frente a su antigeno heterdlogo, N. ceranae, se hallan
comprendidas entre los 134 a los 17 kDa. Hay que mencionar que en ambos perfiles presentaron

la banda de 17 kDa de peso molecular.

El AcMc F1. 6F10 reconoce tanto N. cerane como N. apis. Sin embargo, F1. 7D2, F4. 1B11
y F4. 9G2, que son especificos de una sola especie, revelaron un patrédn de
inmunorreconocimiento tanto frente a la especie homdloga como a la heterdloga, sugiriendo
un reconocimiento de epitopos compartidos entre las dos especies de Nosema. El hecho de
que ninguno de los AcMc, excepto F4. 9G2, mostraran reaccién cruzada frente a la especie
heteréloga de Nosema al emplearlos en la IFl, y que si lo hicieran cuando se utilizaron en el
Western Blot, se podria justificar por la mayor sensibilidad y amplificacion de la sefal que
caracterizan a esta Ultima técnica. Ademds, hay que recordar que en la IFl se utilizaron
diluciones de los sobrenadantes para disminuir la respuesta inespecifica, mientras que en el caso

del Western Blot los sobrenadantes saturados se utilizaron directamente sin diluir.

Se han publicado estudios acerca de la composicidén peptidica de las proteinas que
componen la pared de la espora en el género Nosema (Wang y col., 2007). Asi mismo, se ha
descrito la produccién de anticuerpos poli y monoclonales frente a distintos antigenos de dicha
pared (Li y col., 2007; Zhang y col., 2007). Gracias a estos estudios, hasta la fecha se han
identificado y caracterizado cuatro proteinas pertenecientes tanto a la exospora (SWP32) como
a la endospora (SWP25, SWP26, SWP30) (Li y col., 2009; Wu y col., 2009).
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Wang y col. (2007) produjeron anticuerpos policlonales que presentaban un perfil de
reconocimiento de fres bandas, con pesos moleculares de 71, 48 y 30 kDa, en la pared de la
espora de N. bombycis. Hay que destacar que todos los anticuerpos monoclonales obtenidos en
el presente frabajo reconocieron una banda de 71 KDa en la espora de N. ceranae y que,
ademds, el AcMc F4. 1B11 también la reconocié frente a N. apis. Asi mismo, tanto el AcMc F1.
6F10 (frente a Nosema sp.) como el F1. 7D2 y el F4. 1B11 (especificos de N. ceranae)
reconocieron una banda de 49 kDa frente a N. ceranae, y todos reconocieron una banda de 29

kDa frente a N. apis excepto F1. 6F10, que junto con F4. 1B11 sii la reconocié frente a N. ceranae.

Por ofra parte, Li y col. (2007) desarrollaron anficuerpos monoclonales frente a la espora
de N. bombycis que reconocian bandas de 76, 54 y 26 kDa. Estas dos Ultimas bandas también
fueron reconocidas por los AcMc obtenidos en este trabajo. Mds concretamente, el F1. 6F10
reconocié la banda de 54 kDa en la espora completa de N. ceranae y el F4. 1B11 en la de N.
apis. Asi mismo, los AcMc F1. 6F10, F1.7D2y F4. 1B11 reconocieron una banda de 26 kDa frente a

N. ceranae.

El hecho de que tanto los policlonales producidos por Wang y col. (2007) y los AcMc de
Li y col. (2007) frente a N. bombycis, como los AcMc obtenidos en este frabajo frente a N.
ceranae y N. apis estén reconociendo bandas con pesos moleculares similares, podria indicar la
presencia de antigenos comunes a las tres especies de Nosema. Asi mismo, el hecho de que las
bandas reconocidas por los AcMc de este frabajo tengan pesos moleculares similares a los
descritos para las distintas proteinas caracterizadas en la pared de la espora de N. bombycis,
podria sugerir que dichas proteinas fueran un antigeno comudn del género Nosema. De este
modo, la banda de 26 kDa reconocida por los AcMc F1. éF10, F1. 7D2y F4. 1B11 en la espora de
N. ceranae podria relacionarse con la presencia de la proteina SWP26 (25,7 kDa), mientras que
la de 33 kDa reconocida por todos los AcMc frente a N. apis, se corresponderia con la SWP32
(32,7 KDa). Sin embargo, para corroborar este hecho habria que redlizar estudios mds detallados

con ayuda de otras técnicas, como por ejemplo la protedmica.

5.4. EVALUACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE

N. ceranae y N. apis.

Tras la caracterizacién de los anticuerpos monoclonales (AcMc), se realizdé un estudio
que permitiera la identificacién diferencial entre N. ceranae y N. apis mediante

inmunofluorescencia indirecta (IFl).

Para este estudio se utilizaron los sobrenadantes saturados de los cuafro anficuerpos
monoclonales a las diluciones 1/25 para los anticuerpos F1.6F10 y F4.1B11, 1/50 para el F1. 7D2 y

1/5 para el F4.9G2. Dichas diluciones se eligieron en funcidn de la intensidad de la fluorescencia
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(apartado  4.3.2.1.) y de la ausencia de reacciones cruzadas con ofras especies (apartado
4.3.3.1.).

Al igual que en la validacion de la IFl con los anticuerpos policlonales, los sobrenadantes
saturados de los cuatro anficuerpos monoclonales se evaluaron frente a 180 muestras de
colmenas en las que se determind la presencia de nosemosis, bien producida por Nosema sp.
(con el AcMc F1. 6F10), por N. ceranae (con F1.7D2 y F4. 1B11) o por N. apis (con F4. 9G2). Asi
mismo, los resultados obtenidos se compararon con aquellos obtenidos para las mismas muestras
en el Centro Apicola regional (CAR) mediante las técnicas de microscopia dptica (MO) y PCR

multiple.

El estudio comparativo de los porcentajes de colmenas positivas y negativas para la
presencia de una o ambas especies de Nosema (presencia o ausencia de nosemosis), el
antficuerpo monoclonal (AcMc) F1. éF10 y la PCR multiple revelaron los mismos resultados
(apartado 4.4.1.1.; Tabla 4.4.1.), obteniéndose en el andlisis estadistico una correlacion con alto
valor de significancia y una concordancia muy buena (apartado 4.4.2.1.). Esta similitud en los
resultados podia ser predecible, ya que el tamano de las esporas de N. ceranae y N. apis
permite una buena identificacion de las mismas al ufilizar la técnica de MO, y muy
especialmente con la de fluorescencia, siempre y cuando el objetivo final de la técnica no sea
el diagnéstico diferencial entre especies (Higes y col., 2010b). Al realizar el Test Diagndstico, la IFI
revelé un porcentaje de sensibilidad del 97,79 % con respecto al 100 % de la PCR, tomada como
patrén de oro para el andlisis comparativo. La especificidad también fue alta, con un 93,18 %
(apartado 4.4.2.4.a.; Tabla 4.4.12.).

En lo que respecta a los anticuerpos monoclonales especie-especificos de N. ceranae
(F1. 7D2 y F4. 1B11), la interpretacién y el andlisis de los resultados debe tener en cuenta la
diferenciacién entre especies, ya que se consideran positivas las colmenas infectadas sélo con
N. ceranae y coinfectadas, y negativas aquellas infectadas Unicamente con N. apis o libres de
infeccién. En cuanto al porcentaje de positivos y negativos, los resultados obtenidos por ambos
anticuerpos monoclonales (apartado 4.4.1.2.; Tabla 4.4.3.) fueron muy similares a los de la PCR
multiple, revelando en el estudio estadistico unos indices de concordancia muy buenos y una
correlacién significativa con los mismos, aunque con un valor de Chi mayor en el caso del F4.
1B11 (apartados 4.4.2.2.a. y b.). La sensibilidad calculada mediante el Test Diagndstico fue la
misma en ambos casos (93,62 %), pero el porcentaje de especificidad obtenido con F4. 1B11
(91,86 %) fue mayor que el de F1.7D2 (88,37 %) (apartados 4.4.2.4.b.1.y b.2.; Tabla 4.4.13.).

Las diferencias en los porcentajes de positivos y negativos entre la PCR multiple vy la IFI
utilizando los distintos anticuerpos monoclonales, deben ser considerados como falsos
diagndsticos: falsos negativos cuando no ha detectado el pardsito pero la PCR si lo ha hecho, y
falsos positivos cuando ha detectado el pardsito y la PCR no lo detecta. Como se menciond
anteriormente (apartado 5.1.), los falsos negativos pueden atribuirse a una menor sensibilidad de

la técnica de IFl (Weiss y Vossbrinck, 1999), reflejada estadisticamente en los resultados de los
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Test Diagndsticos que han mostrado unos porcentajes de sensibilidad de las IFl ligeramente
menores a los de la PCR multiple. Por ofro lado, los falsos positivos podrian ser indicativos de
cierta inespecificidad por parte de los AcMc. Sin embargo, los porcentajes de especificidad
calculados para la IFl mediante los Test Diagndsticos resultaron muy similares a los de la PCR
multiple. Por tanto, una posible explicacién para estas diferencias en los resultados podria ser el
hecho de que la PCR no pueda detectar aquellas esporas que hubieran extruido su material
genético (Martinez Ferndndez, 1995), mientras que la IFl las detectaria por su reactividad frente a

la exospora.

Una vez evaluada la sensibilidad y especificidad de la técnica de IFl en el diagndstico
diferencial de N. ceranae con los AcMc F1. 7D2 y F4. 1B11, se procedié al estudio comparativo
con el anticuerpo policlonal (AcPc) obtenido y caracterizado anteriormente en este trabajo. Al
probar dicho anticuerpo frente a las 180 muestras de colmenas, éste presentd unos porcentajes
de positivos y negativos para la deteccion de N. ceranae similares a los obtenidos con el AcMc
F4. 1B11 y mds divergentes respecto a los mostrados por F1. 7D2 (apartado 4.4.1.2.; Tabla 4.4.3.).
El AcPc presentd una mayor sensibilidad y especificidad que las de ambos AcMc, con unos

porcentajes de 94,68 y 95,35 % respectivamente (apartado 4.4.2.4.b.; Tabla 4.4.13.).

En general, los AcPc son mds fdciles de producir que los ACMc, y en algunos casos
particulares han mostrado una sensibilidad y especificidad superiores a los mismos (Yokoyama,
1995). Sin embargo, al utilizar anticuerpos policlonales la produccién del suero obtenido se ve
limitada al animal inmunizado, y sus caracteristicas podrian no ser reproducibles en ofro animal,
aun utilizando el mismo determinante antigénico en su inmunizacién. Con el desarrollo de AcMc,
aungue el proceso resulta mds costoso, se puede disponer del anticuerpo producido de manera
permanente, manteniendo indefinidamente la misma especificidad en los distintos lotes y

asegurando la reproducibilidad de los ensayos llevados a cabo con los mismos (Goding, 1996).

Finalmente, la IFl llevada a cabo utilizando el AcMc F4. 9G2 (especifico de N. apis)
presentd las mayores diferencias en los porcentajes de positivos y negativos con respecto a los
obtenidos por la PCR multiple (apartado 4.4.1.3.; Tabla 4.4.4). De hecho, al realizar el andilisis
estadistico, a pesar de que la comparacién de proporciones resultd significativa, el andlisis de
concordancia presentd una valoracion moderada (apartado 4.4.2.3.), lo que se tradujo en una
sensibilidad y especificidad por parte de este AcMc (64,38 y 87,85 % respectivamente) mds bajas
que en los casos de F1. 6F10 (97,79 y 93,18 %), F1. 7D2 (93,62 'y 88,37 %) y F4. 1B11 (93,62 y 91,86 %)
(apartado 4.4.2.4.c.; Tabla 4.4.14.).

Esta mayor discordancia en los resultados con respecto a los de la PCR podria ser
debida a la eleccién de la dilucién de uso del AcMc para evitar la reaccién cruzada con N.
ceranae. En este estudio se selecciond aquella dilucidn que garantizase el diagndstico
diferencial, con la dificultad de presentar una fluorescencia débil, que pudo influir en el

aumento de falsos negativos (apartado 4.3.2.1.; Tabla 4.3.2.).
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Las carencias del AcMc F4. 9G2 en el diagndstico diferencial podrian suplirse con la
utilizacién del anticuerpo de género F1. 6F10 y los especificos F1. 7D2 y F4. 1B11, los cuales han
demostrado su utilidad para el diagnéstico de la nosemosis causada por Nosema sp. y por N.
ceranae respectivamente. Asi mismo, con el objetivo de utilizar el AcMc F4. 9G2 en el
diagndstico diferencial de N. apis, se podrian desarrollar y utilizar preparaciones concentradas
del mismo, como por ejemplo las ascitis obtenidas en este trabajo (apartado 3.2.2.4) o los
sobrenadantes saturados sometidos a algin proceso de concentracién y/o purificacion, aunque
estos procesos podrian resultar costosos, principalmente en el caso particular de los anticuerpos
del isotipo IgM (Andrew vy col., 2009). Sin embargo, dado que la nosemosis causada por N. apis
es de menor patogenicidad para las abejas que la causada por N. ceranae, y que ademds
puede ser diagnosticada por sus signos clinicos (OIE, 2008), el AcMc F4. 9G2 podria utilizarse para
confirmar la presencia de N. apis tras una evaluacién clinica de las colmenas, sin la necesidad

de someterlo a concentracién y purificacion.

Al no haberse descrito AcMc frente a ninguna de las especies de Nosema que afectan
a las abejas, N. ceranae y N. apis, no podemos comparar los porcentajes de sensibilidad y
especificidad obtenidos por nuestros AcMc. Sin embargo, se han realizado estudios similares
para determinar la sensibilidad y la especificidad de AcMc frente a otros microsporidios. Cisse y
col. (2002) calcularon los porcentajes de sensibilidad y especificidad de unos AcMc obtenidos, y
mds tarde comercializados, frente a E. bieneusi (Acoceberry y col., 1999). Estos AcMc
presentaron una concordancia perfecta (100 % de sensibilidad y especificidad) con la PCR, que
también tomaron como técnica de referencia. Sin embargo, el tamano muestral de este
experimento fue menor, ya que analizaron un total de 61 muestras frente a las 180 que se han
analizado en este trabagjo, en el que los AcMc utilizados han presentado porcentajes de
sensibilidad y especificidad menores (apartado 4.4.2.4.; Tablas 4.4.12.; 4.4.13.y 4.4.14.).

En Ultimo lugar, para analizar la utilidad de las técnicas de IFl desarrolladas en este
trabajo, éstas también se compararon con la microscopia dptica (MO) con contraste de fases,
técnica que se utiliza en el CAR junto con la PCR multiple, para el diagndstico de la nosemosis

en las abejas de la miel.

Al comparar los resulfados obtenidos por la MO con los de la IFl llevada a cabo con el
AcMc F1. éF10, los porcentajes de positivos y negativos para la deteccidn de Nosema sp.
obtenidos por las dos técnicas fueron muy similares (apartado 4.4.1.1.; Tabla 4.4.1.). Como se ha
mencionado anteriormente, la deteccidn de las esporas de Nosema sp. no resulta complicada
ya que, al ser muy refringentes, éstas se pueden ver fdciimente utilizando microscopio con
contraste de fases (Higes y col., 2010b). Es el diagnéstico diferencial entre las dos especies (N.
ceranae y N. apis) el que resulta bastante complicado incluso para el personal cualificado (Fries,
2010; Higes y col., 2010b), debido a que las mayores diferencias entre ambas se encuentfran en

su ultraestructura, independientemente de su morfologia (Fries, 1989; Fries y col., 1996).
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Este hecho quedd patente al estudiar la presencia de N. ceranae en particular en las
colmenas. En este caso, los porcentajes de muestras positivas y negativas difirieron entre la IFl y
la MO (apartado 4.4.1.2.; Tabla 4.4.3.), aunque los resultados de la MO tuvieron una buena
concordancia y una correlacién significativa con los de la PCR multiple (apartado 4.1.1.5.; Tabla
4.1.11.), al igual que con los AcMc F1. 7D2 vy F4. 1B11 (apartado 4.4.2.2.a. y b.; Tablas 4.4.8. y
4.49.). Sin embargo, al analizar el diagndstico de la MO en cada colmena vemos que esta
técnica, aun siendo llevada a cabo por personal experimentado en la identificacidén de N. apis

y N. ceranae, reveld falsos positivos y/o negativos.

En la Tabla 4.4.2. se pueden observar numerosas colmenas en las que la PCR multiple
detectdé ambas especies de pardsito, mientras que la MO identificaba sdlo una de las ellas, y
otros en los que la MO determinaba coinfeccién cuando la PCR sdlo detectd una de las
especies (Tabla 4.4.2.). Los falsos positivos y/o negativos en el caso de N. apis se podrian
considerar de menor importancia, ya que ésta especie produce signos clinicos patentes que
ayudarian a su diagndstico (OIE, 2008), pero en el caso de N. ceranae, un diagndstico errdneo
podria evitar un tratamiento rdpido, llevando a la pérdida de la colmena en poco fiempo (Higes
y col., 2010b), aparte de los errores que acarrearian en el estudio de la epidemiologia de esta

especie.

Dado que al comparar los resulfados obtenidos por F1. 7D2 y F4. 1B11 con los de la MO
las tablas de contingencia utilizadas para hacer el Test Diagnédstico tuvieron en cuenta
solamente la presencia o ausencia de N. ceranae (apartado 4.1.1.5.; Tabla 4.1.9. y apartado
4422 Tablas 4.4.8. y 4.4.9.), muchos de estos falsos positivos y/o negativos no fuvieron
incidencia en el andlisis estadistico, y por eso las especificidades de las IFl que utilizan esos dos
anticuerpos (especificos de N. ceranae) y la MO resultaron tan similares, no asi las sensibilidades,

que fueron superiores para los AcMc (apartado 4.4.2.4.b.; Tabla 4.4.13).

Por Ultimo, al detectar la presencia o ausencia de N. apis en las muestras estudiadas
mediante la técnica de IFl con el AcMc F4. 9G2, se obtuvieron unos porcentajes de colmenas
positivas y negativas muy diferentes a los revelados por la MO (apartado 4.4.1.3.; Tabla 4.4.4.).
Los resultados mostrados por ésta Ultima presentaron una correlaciéon de mayor significancia y
una mejor concordancia con respecto a los de la PCR multiple que aquellos obtenidos con el
AcMc (apartado 4.4.2.3.). De hecho, la prueba de Test diagndstico describié unos porcentajes
de sensibilidad para la MO (94,52 %) superiores a los del AcMc (64,38 %). No obstante, la
especificidad de ésta (80,37 %) fue menor que la mostrada por F4. 9G2 (87,85 %) (apartado
4.42.4.c.;Tabla 4.4.14.).

Como se ha mencionado anteriormente, la dilucidon de uso del AcMc F4. 9G2 podria
justificar la baja sensibilidad presentada por el mismo. Al seleccionar una dilucién alta para
evitar el reconocimiento inespecifico, la baja sefal de deteccidon dificultaria el diagndstico. Asi
mismo, el hecho de presentar una mayor especificidad que la MO podria deberse a los errores

gue se han descrito para esta Ultima en la identificacion diferencial entre N. ceranae y N. apis.
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Los resultados obtenidos con los AcMc desarrollados en el presente trabajo confirman la
IFl como una alternativa a la microscopia éptica para la deteccion de N. ceranae en colmenas
de abejas. La MO es una técnica de menor sensibilidad y especificidad, y requiere un mayor
grado de especiadlizacion. De igual modo, la IFl con los AcMc presenta una sensibilidad y
especificidad semejantes a las de la PCR multiple, por lo que puede resultar de utilidad,
especialmente en aquellos laboratorios en los que la técnica molecular no resulte de facil
acceso. También puede Uutilizarse en combinacién con la PCR multiple para una mejor

deteccién e identificacion de las distintas especies de pardsito (Fries et al., 1996).
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6. CONCLUSIONES.

1. El sistema de IFI desarrollado utilizando los anticuerpos policlonales frente a Nosema ceranae
ha presentado una sensibilidad y especificidad mayores a las observadas con la microscopia
optica y una correlacién muy buena con la técnica de PCR multiple, tommada como técnica

de referencia.

2. El sistema de IFI desarrollado utilizando el anticuerpo monoclonal F1. 6F10 frente a Nosema
spp. v los anticuerpos monoclonales F1.7D2 y F4. 1B11 frente a N. ceranae ha presentado una

correlacién muy buena con la PCR, tomada como referencia.

3. Los anticuerpos policlonales y monoclonales obfenidos en este trabajo se muestran como
buenos candidatos para su uso en el diagnéstico diferencial mediante IFl de la nosemosis

causada por N. ceranae, ya que permiten realizar una identificacién al nivel de especie.

4. Se propone el sistema desarrollado como una alternativa para el diagndstico de rutina de la
nosemosis causada por N. ceranae, ya que presenta elevada sensibilidad y especificidad, y

una mayor accesibilidad en los laboratorios.
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