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C A P Í T U L O  2 . 4 . 4 .  

I N F E C C I Ó N  P O R  M A R T E I L I A  R E F R I N G E N S  

1. Ámbito de aplicación 

Marteilia refringens es un protozoo parasitario perteneciente al filo Cercozoa y al orden Paramyxida (Cavalier-Smith 
& Chao, 1998; 2003; Feist et al., 2009) que infecta el sistema digestivo de varias especies de bivalvos e induce 
trastornos fisiológicos y finalmente la muerte del animal (Alderman, 1979; Grizel et al., 1974). A los efectos de este 
capítulo, la infección por Marteilia refringens engloba la infección por M. refringens según la definición de Lopez-
Flores et al. (2004), incluidos los tipos M y O según lo definido por Le Roux et al. (2001). Esta definición excluye las 
infecciones por M. sydneyi (Perkins & Wolf, 1976), M. lenghei (Comps, 1976) y M. christenseni (Comps, 1983). Los 
casos de Marteilia spp. que no se identifican a nivel de especie (Berthe et al., 2004; Moyer et al., 1993; Norton et al., 
1993) deben ser remitidos al Laboratorio de referencia apropiado de la OMSA. 

2. Información sobre la enfermedad 

2.1. Factores del agente 

2.1.1. Agentes etiológicos, cepas del agente 

Dos tipos de Marteilia refringens (Grizel et al., 1974), los tipos O y M, fueron definidos por Le Roux et 
al. (2001). 

2.1.2. Supervivencia fuera del hospedador 

Según cuáles sean las condiciones ambientales, M. refringens puede sobrevivir entre varios días y 2-
3 semanas fuera del hospedador (Grizel, 1985). 

2.1.3. Estabilidad del agente 

No hay datos disponibles. 

2.1.4. Ciclo de vida 

Se supone que el ciclo de vida de M. refringens es indirecto y puede incluir Paracartia grani 
(Audemard et al., 2001; 2002), al menos en sistemas de estanque. En otras especies, incluidas otras 
Acartia spp., la ciclopoida Oithona sp. y una especie indeterminada de harpaticoida, el parásito se ha 
detectado mediante reacción en cadena de polimerasa (PCR) en el estuario natural del Delta del Ebro 
(España), pero no se ha establecido su papel en el ciclo de vida (Carrasco et al., 2007). 

2.2. Factores del hospedador 

2.2.1. Especies hospedadoras susceptibles 

Las especies que cumplen los criterios para figurar en la lista de especies susceptibles a la infección 
por Marteilia refringens de conformidad con el Capítulo 1.5. del Código Sanitario para los Animales 
Acuáticos (Código Acuático) son: mejillón azul (Mytilus edulis), ostra enana (Ostrea stentina), ostra 
plana europea (Ostrea edulis), navaja europea (Solen marginatus), mejillón dorado (Xenostrobus 
securis), mejillón mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) y almeja venus rayada (Chamelea gallina). 

Además, se ha observado que una especie de copépodo (Paracartia grani) cumple los criterios para 
figurar en la lista de especies susceptibles a la infección por Marteilia refringens y se considera un 
hospedador intermediario. 
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2.2.2. Especies con pruebas insuficientes de susceptibilidad 

Las especies para las que no se dispone de pruebas suficientes para cumplir los criterios de inclusión 
en la lista de especies susceptibles a la infección por M. refringens de acuerdo con el Capítulo 1.5. del 
Código Acuático son: la ostra plana chilena (Ostrea chilensis), un copépodo (Paracartia latisetosa) y 
la ostra plana japonesa (Ostrea denselamellosa). 

Además, se han notificado resultados positivos de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
específica del agente patógeno en las siguientes especies, pero no se ha demostrado la existencia 
de infección activa: ostra de Cortez (Crassostrea corteziensis), concha de alfombra acanalada 
(Ruditapes decussatus), ostra del Pacífico (Magallana [sin. Crassostrea] gigas) y zooplancton 
(Acartia discaudata, Centropages typicus, Euterpina acutifrons, Oithona esp. no identificada, Penilia 
avirostris). 

2.2.3. Especies o subpoblaciones predilectas (probabilidad de detección) 

Marteilia refringens suele causar una infección clínica en O. edulis (Grizel et al., 1974) y Ostrea spp. 
(Berthe et al., 2004; Grizel, 1985). En las ostras y los mejillones, la prevalencia y la intensidad de la 
infección son generalmente superiores en los individuos de edad igual o superior a 2 años 
(Audemard et al., 2001; Villalba et al., 1993b). 

2.2.4. Órganos diana y tejidos infectados 

Marteilia refringens infecta el tracto digestivo. Los plasmodios jóvenes se observan principalmente 
en el epitelio de los palpos labiales y del estómago (Grizel et al., 1974). La esporulación se produce en 
los túbulos y conductos de la glándula digestiva. Se liberan propágulos a la luz del tracto digestivo 
que se desprenden y pasan al medio a través de las heces (Audemard et al., 2002; Berthe et al., 2004). 

2.2.5. Infección persistente con portadores de por vida 

La infección por M. refringens es una enfermedad mortal en las ostras (Alderman, 1979; Audemard 
et al., 2002; Grizel et al., 1974). La muerte se produce durante el segundo año tras la infección inicial 
(Alderman, 1979; Grizel, 1985), de manera que la infección puede persistir durante más de 1 año y 
puede darse durante toda la vida. Los mejillones no suelen verse afectados de manera adversa por 
M. refringens (Berthe et al., 2004), pero no se sabe si se produce la esporulación de M. refringens ni 
si los mejillones pueden ser portadores de M. refringens (Berthe et al., 2004; Le Roux et al., 2001). 

2.2.6. Vectores 

Se han detectado mediante PCR varias especies de zooplancton, incluidas especies de copépodos 
(Acartia discaudata, A. clausi, A. italica, Othoina sp., Euterpina acutifrons) y fases larvarias zoeales de 
decápodos braquiuros, así como especies que no forman parte del plancton, como Lineus 
gisserensis (Nematoda) y Cereus pendunculatus (Cnidaria), que podrían actuar como vectores del 
parásito (Audemard et al., 2002; Carrasco et al., 2007). 

2.2.7. Animales acuáticos salvajes portadores o sospechosos de serlo 

Las poblaciones salvajes de ostras, O. edulis, y mejillones, Mytilus edulis y M. galloprovincialis, son 
infectadas por M. refringens y podrían no mostrar signos clínicos ni mortalidad. 

Se ha descrito la presencia de Marteilia refringens en individuos salvajes de Solen marginatus 
(López-Flores et al., 2008a), Chamelea gallina (López-Flores et al., 2008b), Xenostrobus securis 
(Pascual et al., 2010) y Ostrea stentina, sin una repercusión clínica clara del parásito en estas especies 
hospedadoras.  

Otras especies de bivalvos se han incluido también en la relación de posibles especies susceptibles 
a la infección por M. refringens y podrían actuar, pues, como portadores.  
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2.3. Patrón de la enfermedad 

2.3.1. Mecanismos de transmisión 

La transmisión de M. refringens se produce, probablemente, a través de un hospedador intermedio 
(Audemard et al., 2002; Carrasco et al., 2008b). El parásito pudo ser trasmitido experimentalmente 
de O. edulis y M. galloprovincialis al copépodo Paracartia grani (Audemard et al., 2002; Carrasco et 
al., 2008b). La transmisión de P. grani a O. edulis o M. galloprovincialis no se ha evidenciado 
experimentalmente (Audemard et al., 2002; Carrasco et al., 2008b). En las ostras, las fases iniciales 
de la enfermedad tienen lugar en los epitelios del estómago, los palpos e incluso las branquias. Se 
cree que la infección inicial se produce a través de las corrientes de alimentación. En los mejillones, 
las fases iniciales se han observado en el epitelio de las branquias, el manto, el estómago y los túbulos 
digestivos primarios (Carrasco et al., 2008a). 

2.3.2. Prevalencia 

La prevalencia es muy variable, de hasta un 98% en O. edulis. Se prevé una prevalencia superior en 
función del uso de determinadas prácticas de cultivo y en áreas que han tenido una exposición a la 
infección durante más de 1 año (Berthe et al., 2004; Grizel, 1985). 

2.3.3. Distribución geográfica 

Se ha descrito en Albania, Croacia, España, Francia, Grecia, Italia, Marruecos, Portugal, Suecia, Túnez 
y el Reino Unido. 

2.3.4. Mortalidad y morbilidad 

La infección es mortal en las ostras: generalmente se describe una tasa de mortalidad del 50%-90% 
durante el verano y el otoño, y ello se asocia a la esporulación del parásito (Grizel, 1985; Grizel et al., 
1974). De igual modo, la morbilidad es mayor durante los períodos más cálidos. Los mejillones se ven 
menos afectados por la infección, pero se describieron mortalidades de hasta un 40% en las áreas 
afectadas (Berthe et al., 2004; Villalba et al., 1993b) y los mejillones que no habían tenido ningún 
contacto previo con la infección presentaron una mortalidad del 100% tras haberlos cultivado 
durante 6 meses en un área infectada (Thébault et al., 1999). 

2.3.5. Factores ambientales  

El umbral de temperatura para la esporulación y transmisión del parásito es de 17°C. Dicha 
temperatura es frecuente en los estuarios o bahías, en donde la prevalencia suele ser más alta en las 
partes superiores de la columna de agua (Audemard et al., 2001; Berthe et al., 2004; Carrasco et al., 
2007; Grizel, 1985). La infección por M. refringens rara vez se observa en aguas marinas abiertas 
(Grizel, 1985). La salinidad elevada y la renovación del agua podría tener efectos negativos sobre el 
desarrollo y la transmisión de M. refringens, aunque estos parámetros parecen ser menos 
importantes que la temperatura (Audemard et al., 2001). 

2.4. Control y prevención 

2.4.1. Vacunación 

Ninguna. 

2.4.2. Tratamiento con sustancias químicas 

Ninguno. 

2.4.3. Inmunoestimulación 

Ninguna. 

2.4.4. Selección genética a favor de la resistencia 

Ninguna. 
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2.4.5. Repoblación con especies resistentes 

En Europa se han realizado intentos con diferentes especies del género Ostrea pero todas ellas han 
mostrado susceptibilidad (Grizel, 1985). Las poblaciones de Ostrea edulis y Mytilus edulis que no han 
tenido ningún contacto previo presentan una susceptibilidad elevada a la infección. Aunque se 
observaron algunas fases primarias de M. refringens en Crassostrea gigas (Berthe et al., 2004), esta 
especie parece ser resistente a la infección por el parásito. 

2.4.6. Agentes bloqueantes 

Ninguno. 

2.4.7. Desinfección de huevos y larvas 

No se dispone de datos. 

2.4.8. Prácticas generales de manejo 

Se ha puesto de manifiesto la eficacia del cultivo a baja densidad o de manera asociada a especies 
de moluscos resistentes, como Crassostrea gigas (Grizel, 1985). 

3. Obtención de muestras  

3.1. Elección de ejemplares 

Deben obtenerse muestras de forma prioritaria de individuos moribundos o recién muertos (edad igual o 
superior a 2 años), con objeto de aumentar la probabilidad de encontrar ostras infectadas. Para la histología, 
solamente deben obtenerse muestras de ostras o mejillones vivos (incluidos los moribundos). 

La obtención de muestras de ostras y mejillones debe organizarse una vez al año, cuando se sabe que la 
prevalencia es máxima. Cuando no se dispone de este tipo de datos en un ecosistema concreto, la obtención 
de muestras debe llevarse a cabo preferiblemente cuando la temperatura alcanza el máximo anual 
(Audemard et al., 2001; Carrasco et al., 2007).  

3.2. Conservación de las muestras para su envío 

Para la histología, el mejor conservante es el AFA de Davidson, pero el formol tamponado al 10% u otros 
fijadores estándar de histología son también aceptables. Para los análisis de reacción en cadena de 
polimerasa (PCR), las muestras deben conservarse en etanol al 95%–100% y no en alcohol desnaturalizado. 

3.3. Combinación de varias muestras 

La combinación de muestras podría ser de interés, pero no se ha evaluado su repercusión en el rendimiento 
de los métodos diagnósticos.  

3.4. Órganos y tejidos de elección 

Se utiliza un corte de 3–5 mm de grosor de tejidos que incluyan branquias y masa digestiva, para el 
diagnóstico de M. refringens mediante histología. Se prefiere el empleo de un fragmento de la glándula 
digestiva para algunas pruebas, incluidas las improntas y la PCR. 

3.5. Muestras/tejidos que no son adecuados 

No son adecuados tejidos distintos de las branquias y la masa digestiva. 
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4. Métodos de diagnóstico 

4.1. Métodos de diagnóstico de campo 

4.1.1. Signos clínicos 

Los signos clínicos consisten en la presencia de moluscos muertos o moribundos, ya que los 
anímales debilitados son especialmente susceptibles a los efectos de cualquier estrés adicional 
(Grizel, 1985; Grizel et al., 1974). Esos signos clínicos no son específicos de la infección por 
M. refringens y podrían ser indicativos de otras infecciones. 

4.1.2. Alteraciones del comportamiento 

Ostras que no pueden cerrar la concha cuando se les saca del agua.  

4.2. Métodos clínicos 

4.2.1. Anatomopatología macroscópica 

Se ha descrito la presencia de una glándula digestiva pálida, carne acuosa y fina, retracción del manto 
y reducción de la rapidez de crecimiento en ostras infectadas (Berthe et al., 2004; Grizel, 1985; Grizel 
et al., 1974), aunque estos signos macroscópicos no son específicos de la infección por M. refringens. 
Se ha descrito una reducción de la rapidez de crecimiento y una inhibición del desarrollo gonadal en 
los mejillones infectados (Villalba et al., 1993a). 

4.2.2. Bioquímica clínica 

No se dispone de ninguna. 

4.2.3. Anatomopatología microscópica  

La glándula digestiva, en la que se encuentran M. refringens y otras especies de Marteilia, es un lugar 
en el que se produce la digestión intracelular del alimento y uno de los principales lugares de 
almacenamiento de reservas metabólicas (Berthe et al., 2004). En las infecciones intensas, 
M. refringens reduce significativamente la absorción de la materia orgánica (Robledo et al., 1995b). 
Las infecciones graves pueden causar también una pérdida del buen estado del animal como 
consecuencia de una reducción de la adquisición de energía. Además, el parásito puede interferir 
directamente en la alimentación y la absorción del hospedador con su simple presencia física. Se ha 
observado que el desarrollo de las células de almacenamiento adipogranuloso del manto de Mytilus 
galloprovincialis es inhibido en presencia de M. refringens (Villalba et al., 1993b). Aparentemente, 
M. refringens interfiere también en el almacenamiento del glucógeno en O. edulis (Robert et al., 1991). 

Marteilia sydneyi es ligeramente diferente de M. refringens. Al microscopio óptico y al microscopio 
electrónico de transmisión, los criterios de reconocimiento se basan en la presencia o ausencia de 
inclusiones estriadas en los primordios de esporontes y las membranas concéntricas que rodean las 
esporas maduras, el número de primordios de esporangios en el plasmodio y el número de esporas 
en el esporangio. 

4.2.4. Preparaciones húmedas 

En la infección avanzada, pueden observarse esporangios maduros con gránulos refringentes en las 
preparaciones húmedas realizadas a partir de muestras de ostras/mejillones moribundos o de 
ostras/mejillones recién muertos o de heces de ostras/mejillones vivos. 

4.2.5. Frotis 

En la infección avanzada, pueden observarse parásitos de un tamaño que oscila entre 30 y 40 µm en 
las improntas de glándula digestiva de ostras/mejillones moribundos o de ostras/mejillones recién 
muertos. 
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4.2.6. Microscopía electrónica/citopatología 

En la infección avanzada pueden observarse diferentes fases del parásito en los epitelios del tracto 
digestivo. 

4.3. Métodos de detección e identificación del agente 

4.3.1. Métodos directos de detección 

4.3.1.1. Métodos microscópicos 

4.3.1.1.1. Preparaciones húmedas 

En la infección avanzada, se utilizan preparaciones húmedas. 

Muestras a obtener: ostras/mejillones moribundos u ostras/mejillones recién muertos o heces de 
ostras/mejillones vivos. 

Procedimiento técnico: chafar un fragmento de glándula digestiva o de heces sobre un portaobjetos 
de vidrio. A continuación se realizan las observaciones a ×400 aumentos, que pueden mostrar la 
presencia de gránulos refringentes en los esporangios maduros. 

Controles positivos/negativos: ninguno. 

Niveles de validación: 

• Especificidad y sensibilidad: desconocidas pero presumiblemente bajas; 

• Método de referencia: no validado frente a la histología. 

Interpretación de los resultados:  

• Un resultado positivo es la presencia de cuerpos esféricos grandes (20–30 µm) que contienen 
estructuras de paredes gruesas; 

• En las especies susceptibles, dentro del ámbito de distribución geográfica de la infección por 
M. refringens, un resultado positivo es indicativo de la infección por M. refringens; 

• En otras especies, o fuera del ámbito geográfico conocido de la infección por M. refringens, un 
resultado positivo es indicativo de la infección por Marteilia spp., que deberá ser confirmada 
por el Laboratorio de Referencia de la OMSA. 

Disponibilidad de pruebas comerciales: no hay kits comercializados. 

4.3.1.1.2. Improntas 

En la infección avanzada, se preparan improntas de glándula digestiva. 

Muestras a obtener: ostras/mejillones moribundos u ostras/mejillones recién muertos. 

Procedimiento técnico: tras el secado de los tejidos sobre papel absorbente, se realizan varias 
improntas sobre un portaobjetos de vidrio. Las preparaciones se secan al aire, se fijan en metanol o 
en etanol absoluto, y se tiñen con el empleo de un kit de tinción sanguínea comercializado, siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Tras un lavado con agua corriente y secado, se montan las 
preparaciones con un cubreobjetos, utilizando una resina sintética apropiada. El examen de las 
preparaciones se realiza primero a ×200 aumentos, y luego con microscopía de inmersión en aceite 
a ×1000 aumentos. 

Controles positivos/negativos: se recomienda su empleo y pueden obtenerse solicitándolos al 
Laboratorio de Referencia de la OMSA.  

Niveles de validación: 

• Especificidad y sensibilidad: desconocidas. Dado que la infección puede ser focal y también 
porque la infección afecta a tejidos diferentes en las fases inicial y avanzada, es posible que en 
las improntas no se detecten los niveles de infección iniciales y bajos; 
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• Método de referencia: no validado frente a la histología. 

Interpretación de los resultados:  

• Un resultado positivo es la observación de células de un tamaño de hasta 30–40 µm. El 
citoplasma adquiere una tinción basófila, mientras que la tinción del núcleo es eosinófila. Se 
observan halos de color pálido alrededor de gránulos grandes, intensamente teñidos 
(refringentes) y, en las células más grandes, disposiciones de células dentro de células (Berthe 
et al., 2000; Berthe et al., 2004; Grizel et al., 1974); 

• En las especies susceptibles, dentro del ámbito de distribución geográfica conocido de la 
infección por M. refringens, un resultado positivo es claramente indicativo de la infección por 
M. refringens; 

• En otras especies, o fuera del ámbito de distribución geográfica conocido de la infección por 
M. refringens, un resultado positivo es indicativo de la infección por una especie de Marteilia 
que deberá ser confirmada por el Laboratorio de Referencia de la OMSA. 

Disponibilidad de pruebas comerciales: los kits de tinción rápida comercializados incluyen 
Difquick®/Hemacolor®. 

4.3.1.1.3. Cortes fijados 

4.3.1.1.3.1 Histología 

Muestras a obtener: ostras/mejillones vivos. 

Procedimiento técnico: se utilizan cortes de tejido que incluyan branquias, glándula digestiva, manto 
y tejido gonadal, que deben fijarse durante 24 horas en fijador de Davidson, seguido de un procesado 
normal para histología en parafina y tinción, por ejemplo con hematoxilina y eosina. Las 
observaciones se realizan a aumentos crecientes de hasta ×1000 aumentos. 

Controles positivos/negativos: se recomienda su empleo y pueden obtenerse solicitándolos al 
Laboratorio de Referencia de la OMSA.  

Niveles de validación: 

• Especificidad y sensibilidad: los valores de sensibilidad y especificidad estimados para la 
histología son de un 70% y 99%, respectivamente (Thébault et al., 2005);  

• Método de referencia: la histología es el método de referencia, y la hibridación in situ ha sido 
covalidada con la histología. 

Interpretación de los resultados:  

• Un resultado positivo es la observación de células de un tamaño que va de 4 a hasta 40 µm. Los 
plasmodios jóvenes (mononucleados) se encuentran principalmente en el epitelio de los palpos 
labiales o el estómago. La esporulación comporta la división de células dentro de células y tiene 
lugar en los túbulos y conductos de la glándula digestiva. Aparecen gránulos refringentes en el 
curso de la esporulación, pero no se observan en las fases iniciales. En las fases avanzadas de 
la infección, se observan esporangios libres en la luz del tracto digestivo. El citoplasma adquiere 
una tinción basófila, mientras que la tinción del núcleo es eosinófila. Los gránulos pueden 
adquirir una coloración entre naranja oscuro y rojo oscuro; 

Marteilia refringens difiere ligeramente de M. sydneyi. Los criterios de reconocimiento se basan 
en una falta de inclusiones estriadas en los primordios de esporontes de M. sydneyi, la 
formación de entre ocho y dieciséis primordios de esporangios en cada plasmodio, en vez de 
ocho en M. refringens, la presencia de dos esporas en cada esporangio, en vez de cuatro en M. 
refringens, y la presencia de una capa densa de membranas concéntricas alrededor de las 
esporas maduras de M. sydneyi.  

• En las especies susceptibles, dentro del ámbito de distribución geográfica conocido de la 
infección por M. refringens, un resultado positivo es un dato concluyente que indica una 
infección por M. refringens; 
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• En otras especies o fuera del ámbito de distribución geográfica conocido de la infección por 
M. refringens, un resultado positivo, sobre todo si se observan gránulos refringentes, es 
indicativo de la infección por una especie de Marteilia que deberá ser confirmada por el 
Laboratorio de Referencia de la OMSA. 

Disponibilidad de pruebas comerciales: no hay kits comercializados. 

4.3.1.1.3.2 Microscopía electrónica de transmisión 

Procedimiento técnico: se utiliza un fragmento de tejido de pequeño tamaño (1–2 mm) que debe 
fijarse en glutaraldehído al 3% (en agua de mar filtrada [AMF] a 0,22 µm) durante 1 hora, lavarse tres 
veces en AMF, fijarse en ácido ósmico al 1% y lavarse de nuevo dos veces en AMF. Tras la 
deshidratación en baños sucesivos de etanol y dos baños de óxido de propileno, las muestras deben 
impregnarse de modo progresivo e incluirse en Epon. Tras la polimerización a 60°C, los bloques 
deben cortarse primero a 0,5–1 µm para un control de calidad y luego a 80–100 nm para el examen 
al microscopio electrónico. Se colocan cortes ultrafinos sobre rejillas de malla de cobre y se aplica 
una tinción de contraste con el empleo de acetato de uranilo y citrato de plomo. 

Controles positivos: ninguno. 

Niveles de validación:  

• Especificidad y sensibilidad: la microscopía electrónica de transmisión (MET), como la 
histología, permite diferenciar Marteilia refringens de M. sydneyi. Los criterios de 
reconocimiento son los mismos que se han presentado en el apartado 4.3.1.1.3.1 Histología. 

Interpretación de los resultados:  

• Un resultado positivo es la presencia de parásitos en el interior de los epitelios de la glándula 
digestiva o el estómago. Pueden observarse diferentes fases del parásito (Longshaw et al., 
2001). La célula primaria presenta en su interior una única célula secundaria. Las células 
secundarias proceden de una serie de divisiones e incluyen ocho preesporangios. Las células 
terciarias contienen estos ocho preesporangios que se han dividido y contienen primordios de 
cuatro esporas. Los primordios de esporas se dividen internamente para producir esporas 
maduras. Estas están formadas por tres esporoplasmas, uno dentro de otro, y el más externo 
de ellos contiene haplosporosomas. 

Disponibilidad de pruebas comerciales: no hay pruebas comercializadas. 

4.3.1.2. Aislamiento e identificación del agente 

4.3.1.2.1. Cultivo celular/medios artificiales  

No los hay disponibles. 

4.3.1.2.2. Métodos de detección de antígenos basados en anticuerpos 

En la actualidad no se dispone de ellos o no se utilizan para fines diagnósticos, pero se han 
desarrollado y publicado anticuerpos monoclonales (Berthe et al., 2004). Estos anticuerpos no 
muestran una reacción cruzada frente a M. sydneyi. 

4.3.1.2.3. Técnicas moleculares  

4.3.1.2.3.1. Reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

Se han desarrollado y publicado protocolos de PCR (Berthe et al., 2000; Le Roux et al., 1999; 2001; 
López-Flores et al., 2004). 

Se recomiendan los cebadores de PCR dirigidos a la región ITS1 (espaciador transcrito interno) (Le 
Roux et al., 2001) ya que son capaces de amplificar únicamente la especie M. refringens. Sin 
embargo, se dispone también de algunos cebadores dirigidos a la subunidad pequeña (SSU) del 
complejo génico de ARNr y ello permite la amplificación de M. refringens y M. sydneyi (Grizel et al., 
1974; Le Roux et al., 1999). Además, se ha desarrollado un análisis de PCR anidado con el empleo de 
cebadores dirigidos al espaciador intergénico de ADNr (López-Flores et al., 2004). Se ha evaluado 
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tan solo con M. refringens. Se ha demostrado que este análisis es más sensible que el análisis de PCR 
deI TS1, pero será necesario evaluarlo con mayor detalle en cuanto a su especificidad. 

Muestras a obtener: ostras/mejillones vivos u ostras/mejillones recién muertos. 

Procedimiento técnico: se colocan las muestras en etanol al 95%-100% o se congelan hasta la 
extracción del ADN. La extracción del ADN se realiza mediante digestión con proteinasa K durante 
una noche a 50–55°C y extracción en fenol-cloroformo con precipitación con etanol o metodología 
de columna spin, utilizando kits comercializados (por ejemplo, Qiagen). La PCR se lleva a cabo en un 
volumen de 50 µl. Las mezclas de PCR contienen tampón (KCl 500 mM, Tris/HCl 100 mM [pH 9,0 a 
25°C] y Triton® X-100 al 1%), MgCl2 2,5 mM, mezcla de dNTP 0,2 mM, cebadores directo e inverso a 
concentración 1 µM, 0,02 unidades µl–1 de Taq ADN polimerasa, y 10–100 ng de ADN extraído. Tras la 
desnaturalización del ADN a 94°C durante 5 minutos, se realizan 30 ciclos de la siguiente forma: 
desnaturalización a 94°C durante 1 minuto, hibridación a 55°C durante 1 minuto y elongación a 72°C 
durante 1 minuto por kilo-par de bases. Se realiza un paso final de elongación de 10 minutos a 72°C. 
Para la detección de M. refringens, se realiza una PCR con cebadores dirigidos a la región ITS1 (5’-
CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3’ y 5’-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3’) (Le Roux et al., 
2001). 

Controles positivos/negativos: son obligatorios. Los controles positivos son los siguientes: 1) PCR 
con cebadores específicos para ADN genómico procedente de un hospedador con una infección 
intensa o ADN procedente de parásitos purificados; 2) amplificación inespecífica (actina, SSU, etc.). 
Los controles negativos son los siguientes: 3) ausencia de reacciones con ADN diana; 4) PCR con 
cebadores específicos para ADN genómico procedente de hospedadores no infectados. Pueden 
solicitarse controles positivos al Laboratorio de Referencia de la OMSA.  

Niveles de validación: 

• Especificidad y sensibilidad: valores desconocidos. No se ha producido reacción cruzada 
alguna con las muestras examinadas, y la especificidad se considera muy alta (Kleeman et al., 
2002; Le Roux et al., 1999). Se espera que la técnica de PCR detecte la presencia de 
M. refringens. Dado que la infección puede ser focal y también porque la infección afecta a 
tejidos diferentes en las fases inicial y avanzada, la sensibilidad de la detección mediante PCR 
puede ser inferior al rendimiento teórico esperado de esta técnica; 

• Método de referencia: no validado frente a la histología. 

Interpretación de los resultados:  

• Un resultado positivo es una amplificación de PCR positiva de la magnitud esperada, al tiempo 
que todos los controles negativos producen resultados negativos y todos los controles 
positivos tienen resultados positivos; 

• En las especies susceptibles, dentro del ámbito de distribución geográfica conocido de la 
infección por M. refringens, un resultado de PCR positivo, asociado a un resultado positivo 
mediante histología o improntas, tiene valor confirmativo de la infección por M. refringens; 

• En otras especies, o fuera del ámbito de distribución geográfica conocido de la infección por 
M. refringens, un resultado de PCR positivo, asociado a un resultado positivo mediante 
histología o improntas, es claramente indicativo de la infección por M. refringens, pero es 
necesaria la secuenciación del producto de PCR antes de establecer un diagnóstico 
confirmativo. 

Disponibilidad de pruebas comerciales: no hay kits comercializados. 

4.3.1.2.3.2. Hibridación in-situ (ISH)  

Se han desarrollado y publicado protocolos de ISH (Berthe et al., 2000; Le Roux et al., 1999). 

Se recomienda una sonda dirigida a la SSU del complejo génico de ARNr, ya que ha sido validada 
frente a la histología (Le Roux et al., 1999; Thébault et al., 2004). Sin embargo, se ha observado que 
esta sonda muestra una reacción cruzada con Marteilia sydneyi y Marteilioïdes chungmuensis 
(Kleeman et al., 2002). Además, se desarrolló un ensayo de ISH con el empleo de una sonda dirigida 
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al espaciador intergénico de ADNr (López-Flores et al., 2008a; 2008b). Este método ha resultado 
más específico que el análisis de ISH de la SSU, pero deberá ser validado de forma más completa. 

Muestras a obtener: ostras/mejillones vivos u ostras/mejillones moribundos. 

Procedimiento técnico: para la ISH, se fijan los moluscos en fijador de Davidson durante 
aproximadamente 24 horas, y luego se incluyen en parafina. Se realizan cortes de 5 µm y se colocan 
sobre portaobjetos con recubrimiento de aminoalquilsilano, que se mantienen durante una noche en 
el horno a 40°C. Se desceran los cortes mediante inmersión en xileno o su equivalente durante 10 
minutos. Este paso se repite una vez y luego se elimina el disolvente mediante inmersión en dos 
baños sucesivos en etanol absoluto durante 10 minutos cada uno. Luego se rehidratan los cortes 
mediante inmersión en una serie de etanol. Los cortes se tratan con proteinasa K (100 µg ml–1) en 
tampón TE (Tris [50 mM], EDTA [10 mM]), a 37°C durante 30 minutos. Se deshidratan las 
preparaciones mediante inmersión en una serie de etanol y luego se secan al aire. A continuación se 
incuban los cortes con 100 µl de tampón de hibridación (4 × SSC [citrato salino estándar], formamida 
al 50%, 1 × solución de Denhardt, 250 µg ml–1 de ARNt de levadura, dextrano sulfato al 10%) con un 
contenido de 10 ng (1 µl de la reacción de PCR preparada como se ha descrito más arriba utilizando 
los cebadores CCG-GTG-CCA-GGT-ATA-TCT-CG y TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC) de la sonda 
marcada con digoxigenina (Le Roux et al., 1999). Los cortes se cubren con cubreobjetos de plástico 
in-situ y se colocan en un bloque de calentamiento a 95°C durante 5 minutos. A continuación se 
enfrían las preparaciones en hielo durante 1 minuto antes de una hibridación durante una noche a 
42°C en cámara húmeda. Los cortes se lavan dos veces durante 5 minutos en 2 × SSC a temperatura 
ambiente, y una vez durante 10 minutos en 0,4 × SSC a 42°C. Los pasos de detección se realizan 
según lo indicado en las instrucciones del fabricante. Luego se lavan las preparaciones en agua 
destilada estéril (dH2O). Se aplica una tinción de contraste a los cortes con Bismarck Brown Yellow, 
se lavan en dH2O, y se aplican cubreobjetos utilizando un medio de montaje acuoso.  

Controles positivos/negativos: obligatorios. Los controles positivos son los siguientes: 1) ISH en el 
hospedador infectado; 2) ISH inespecífica (ADNr de SSU) en muestras. Los controles negativos son 
los siguientes: 3) reacciones de ISH sin ninguna sonda; 4) ISH en hospedadores no infectados. Se 
dispone de controles positivos que pueden solicitarse al Laboratorio de Referencia de la OMSA. 

Niveles de validación: 

• Especificidad y sensibilidad: 90% y 99%, respectivamente, en el caso de la ISH (Thébault et al., 
2005). Se prevé que este protocolo de ISH detecte M. refringens; sin embargo, se ha observado 
que esta sonda muestra una reacción cruzada con M. sydneyi y Marteilioïdes chungmuensis 
(Kleeman et al., 2002). 

• Método de referencia: covalidado con la histología. 

Interpretación de los resultados:  

• Un resultado positivo se pone de manifiesto por un marcado de color púrpura-negro de las 
células de M. refringens dentro de los tejidos diana conocidos, al tiempo que todos los controles 
negativos producen resultados negativos y todos los controles positivos tienen resultados 
positivos; 

• En las especies susceptibles, dentro del ámbito de distribución geográfica conocido de la 
infección por M. refringens, un resultado de ISH positivo tiene valor confirmativo de la infección 
por M. refringens; 

• En otras especies, o fuera del ámbito de distribución geográfica conocido de la infección por 
M. refringens, un resultado de ISH positivo requiere una caracterización molecular más 
completa, para determinar la especie del parásito. Sin embargo, un caso de este tipo debe ser 
trasladado al Laboratorio de Referencia apropiado de la OMSA. 

Disponibilidad de la prueba: la sonda puede obtenerse solicitándola al Laboratorio de Referencia 
apropiado de la OMSA. 
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4.3.1.2.3.3. Secuenciación 

Se recomienda la secuenciación como uno de los pasos finales para el diagnóstico confirmativo. Las 
regiones diana son el ADNr de la SSU, el ITS1 y el IGS (espaciador intergénico). Aunque se dispone 
de secuencias en los bancos génicos públicos, se recomienda remitir estos casos al Laboratorio de 
Referencia apropiado de la OMSA. 

4.3.1.2.4. Purificación del agente 

La purificación del agente no se emplea actualmente para fines diagnósticos, pero se han 
desarrollado y publicado protocolos de purificación (Miahle et al., 1985; Robledo et al., 1995a). 

4.3.2. Métodos serológicos 

No hay ninguno aplicable. 

5. Idoneidad de las pruebas para cada uso previsto 

A modo de ejemplo, los métodos actualmente disponibles para la vigilancia dirigida y el diagnóstico de 
M. refringens se indican en la Tabla 5.1. Las designaciones utilizadas en la Tabla indican lo siguiente: a = el método 
es el método recomendado por razones de disponibilidad, utilidad y especificidad y sensibilidad diagnósticas; b = 
el método es un método estándar con una buena sensibilidad y especificidad diagnósticas; c = el método tiene 
aplicación en algunas situaciones, pero el coste, la exactitud u otros factores limitan gravemente su aplicación; y d 
= el método no se recomienda en la actualidad para este fin. Estas designaciones son algo subjetivas ya que la 
idoneidad implica cuestiones de fiabilidad, sensibilidad, especificidad y utilidad. Aunque no todas las pruebas 
indicadas como de categoría a o b han sido objeto de una estandarización y validación formales, su carácter de uso 
habitual y el hecho de que se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hacen aceptables.  

Tabla 5.1. Métodos para la vigilancia y el diagnóstico dirigidos 

Método 
Vigilancia dirigida 

Diagnóstico 
provisional 

Diagnóstico 
confirmativo 

Larvas PL Juveniles Adultos 

Signos macroscópicos d d c c c d 

Preparaciones húmedas d d c c c d 

Improntas d d b b a c 

Histopatología d d a a b c 

Sondas de DNA – in situ d d d d d b 

PCR a a a a a a 

Secuenciación d d d d d a 

Microscopía electrónica de 
transmisión 

d d d d d b 

PL = fase post-larvaria; PCR = reacción en cadena de polimerasa. 

6. Prueba(s) recomendada(s) para la vigilancia dirigida destinada a declarar la ausencia de 
Marteilia refringens 

Los métodos prescritos para la vigilancia dirigida destinada a declarar la ausencia de la infección, según se detalla 
en el Código Acuático son: improntas de tejido (glándula digestiva), histología o PCR. 
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7. Criterios de diagnóstico confirmativo 

7.1. Definición de caso sospechoso 

Todo resultado positivo obtenido con cualquiera de las técnicas diagnósticas debe considerarse 
sospechoso. 

7.2. Definición de caso confirmado 

En las especies susceptibles conocidas, y dentro del ámbito de distribución geográfica conocido, un caso 
confirmado de M. refringens es un resultado positivo en las improntas de tejido o en la histología, combinado 
con la ISH o la PCR.  

En otras especies hospedadoras, o fuera del ámbito de distribución conocido de M. refringens, se 
recomienda la confirmación mediante secuenciación y la descripción mediante microscopía electrónica de 
transmisión. 
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* 
*   * 

NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OMSA para la infección por Marteilia refringens (puede consultarse 
en la Tabla del final de este Manual Acuático o en la página web de la OMSA:  

https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3). 
Para más información sobre la infección por Marteilia refringens, por favor contacte con el  

Laboratorio de Referencia de la OMSA. 

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1995 COMO MARTEILIOSIS.  
ÚLTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2023 (APARTADOS 2.2.1 Y 2.2.2). 
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