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SAMENVATTING

De methode voor de bepaling van de fagocytosecapaciteit bij mosselen {Mytilus edulis) werd
onderzocht. Hierbij werd zowel voor de bemonstering ais voor de uitvoering een protocol op-
gesteld. Er werd vastgesteld dat de ligging van de mosselen op de golfbreker de fagocytose-
capaciteit in belangrijke mate beinvloedt. De mosselen die zich achteraan en midden de
golfbreker bevinden, verkeren door zuurstofgebrek bij eb, in een meer gestresseerde toestand.
Er werd eveneens een vergelijkend onderzoek omtrent de fagocytosecapaciteit van mosselen
in de nabijheid van de Belgische havens uitgevoerd. De impact van een niet adequaat milieu
op de conditie van mosselen bleek groter te zijn in Nieuwpoort dan in de andere locaties langs
de Belgische kust. Uit het onderzoek omtrent de invloed van Cd2+ op de fagocytosecapaciteit
van mosselen kwam tot uiting dat de toevoeging van Cd2+duidelijk tot een vertraging van de

fagocytoseproces heeft geleid.

INLEIDING

De basis voor alle contaminant geinduceerde pathologische veranderingen is: schade aan, of
verstoring van levende processen op zowel moleculaire ais subcellulaire niveaus. Bijgevolg is
een detectie van deze veranderingen noodzakelijk om zo merkers te verschaffen voor de vast-
stelling van de schade. Indien deze schade aanhoudt, zal dit op termijn leiden tot celbeschadi-
ging en pathologie met een eventuele achteruitgang in de gezondheid van de populatie.
Enerzijds hebben biomerkers een diagnostische waarde in relatie tot de opgelopen pathologi-
sche schade. Anderzijds zijn ze een maat voor blootstelling of biologische beschikbaarheid
aan verschillende klassen van organische xenobiotica. Dit zijn vreemde stoffen die een in-
vloed hebben op het functioneren van levende organismen. De biomerker aanpak biedt een
krachtig middel voor de bewaking van het milieu en voor het leggen van verbanden met de
oorzaken van de opgelopen schade. In dit verband is het lysosoom een van de celorganellen
die frequent in de biomerker aanpak wordt bestudeerd. De lysosomale activiteit is een nor-
maal proces in de intracellulaire vertering. Ais het organisme aan stress onderhevig is, kan
deze respons versneld worden. Op termijn kan dit leiden tot eliminatie van de cellulaire acti-
viteit of met andere woorden tot celdysfunctie, wat een hoofdkenmerk is van vele ziekten. Bij
blootstelling van lysosomen aan een bepaalde stressfactor zoals xenobiotica, worden hydroly-
tische enzymen geactiveerd en in het cytoplasma afgegeven. Het gevolg hiervan is een desta-
bilisatie van het membraan, wat uiteindelijk resulteert in een toegenomen membraanfusie en
dus grotere lysosomen. Lysosomale labiteit wordt gezien ais een algemene biomerker voor
celbeschadiging en autofaagfuncties van lysosomen in vis en weekdieren (Tremblay, 1997).
Dit fenomeen werd eveneens door Kohler en medewerkers (1992) waargenomen.

Tremblay (1997) ging het effect na van de getijdencyclus op de lysosomale membraanstabili-
teit 4n de spijsverteringsklier van Mytilus edulis. Bij de mosselen werd destabilisatie van het

lysosomale membraan vastgesteld bij eb. De oorzaak voor de destabilisatic bleek de bloot-



Stelling aan de lucht en het daarmee gepaard gaande tekort aan zuurstofte zijn. Lowe (1995)
bestudeerde de schade aan de lysosomen van de granulocyten in Mytilis galloprovincialis. De
mosselen waren afkomstig van de lagune van Veneti€. De schade werd gecorreleerd aan een
reeks van contaminanten, met behulp van de lysosomale membraanstabiliteit. Deze proef om-
vat de retentie van neutral rood binnenin het lysosomale compartiment van de granulocyten in
functie van de tijd.

Carballal en medewerkers (1997) bestudeerden de celtypen van het bloed bij de mossel, My-
tilus galloprovincialis. Naast het voorkomen van hyalinocyten (rode doorschijnende cellen
met centrale kern, omgeven met een kleine hoeveelheid cytoplasma) worden ook granulocy-
ten aangetroffen die voorzien zijn van granula en op basis van kleuring in drie klassen worden
ingedeeld namelijk : acidofiele granulocyten, basofiele granulocyten en een derde soort waar
beide soorten samen in een bloedcel aanwezig zijn. In onderhavige studie worden alle voor-
komende granulocyten voor de bepaling van de fagocytosecapaciteit bij de mossel (Mytilus

edulis) in aanmerking genomen.

MATERIAAL en METHODEN

In een eerste fase werd de invloed van het incubatiemedium, de incubatietijd en -temperatuur
op de fagocytosecapaciteit van de mossel onderzocht. Dit onderzoek heeft elementen geleverd
bij het uitwerken van een protocol voor de bepaling van de fagocytose bij de mossel. In een
tweede fase werd enerzijds de invloed van de ligging van de mosselen op eenzelfde golfbre-
ker en anderzijds de fagocytose bij mosselen afkomstig van vier verschillende locaties van de

Belgische kust bepaald.
1 Onderzoek van het incubatiemedium

Bij het onderzoek omtrent de fagocytosecapaciteit van mosselen werden enerzijds het incuba-
tiemedium Leibovitz L-15-AIMV voorzien van penicilline, heparine, Iml mosselbloed en
een overmaat gedode gistcellen en anderzijds het Phosfate Buffered Saline (PBS), een fysio-
logische oplossing van Oxoid (Code BR14a - Dulbecco A tablets) voorzien van Iml mossel-
bloed en een overmaat gedode gistcellen, onderzocht. De mosselen waren afkomstig van een
golfbreker te Oostende. De bemonstering, de bloedafname, de test om de vitaliteit van de he-
mocyten te bepalen en het aanmaken van de gebruikte gistcellensuspentie werden uitgevoerd

volgens het bijgaand protocol.

2. Invloed van de incubatietijd en de incubatietemperatuur op de fagocytosecapaciteit van

mosselen

De rttosselen waren afkomstig van het midden van de linkerzijde van een golfbreker ter

hoogte van Knokke en gedurende een achttal dagen in een aquarium bewaard. De temperatuur



van het aquariumwater bedroeg 13°C. Voor de bloedafname werd een steriele hypodermische
spuit in de achterste sluitspier van de mossel gebracht. Er wordt circa 0,5ml bloed per mossel
bekomen.

Bij het onderzoek naar de invloed van de incubatieduur en -temperatuur op de fagocytoseca-
paciteit werd een mengstaal van het bloed van 10 mosselen in een steriele gecoate falcon cen-
trifligeerbuis van 15ml verzameld. Om klontering te voorkomen wordt de gevulde falcon buis
gedurende 1 minuut op regelmatige wijze met de hand bewogen en omgezwenkt. Ais cul-
tuurmedium werd PBS gebruikt. Het verloop van de fagocytosecapaciteit werd gedurende 30
uur op regelmatige tijdsstippen bepaald. Voor wat de invloed van de incubatietemperatuur op
de fagocytosecapaciteit betreft werden vier temperaturen namelijk 4°C,130C,20°C en30°C

onderzocht.

3. Onderzoek van de fagocytosecapaciteit en fagocytose index bij mosselen in relatie met de

bemonsteringsplaats.

De mosselen waren afkomstig van één golfbreker, die vooraan(V), midden(M) en achter-
aan(A) bemonsterd werd. De mosselen werden gedurende zestig dagen in een aquarium op
13°C bewaard en op regelmatige tijdsstippen (1,3,6,10,20,60 dagen) onderzocht. De proefne-

mingen werden uitgevoerd volgens de richtlijnen van het protocol.

4. Onderzoek van de fagocytose bij mosselen afkomstig van vier verschillende locaties van de

Belgische kust.

De mosselen waren afkomstig van Nieuwpoort (eerste alleenstaande golfbreker, links van het
staketsel); Oostende (eerste alleenstaande golfbreker, links van de havenheul), Blankenberge
(eerste alleenstaande golfbreker, links van het staketsel) en Knokke (vijfde golfbreker bij Sur-
fers Paradise, in de richting van Knokke). Voor de bemonsteringsplaats werd telkens geop-
teerd voor het midden van de linkerzijde van de golfbreker. De proefnemingen werden
driemaal herhaald en werden uitgevoerd volgens de beschrijving in het protocol. Het doei van
de experimenten was de invloed van de verontreiniging van het zeewater in de Belgische

kusthavens op de conditie van de mosselen met hematologische methoden te onderzoeken.
5. Onderzoek van de fagocytosecapaciteit van mosselen blootgesteld aan 0,5pg Cd271

Voor de proefneming werd gebruik gemaakt van twee aquaria, waarvan een gevuld is met
zeewater dat 0,5pl\l cadmium bevat. Het andere aquarium fungeerde ais blanco. Beide aquaria
waren voorzien van zuurstoftoevoer. De temperatuur van het water bedroeg 16°C. De mosse-
len werden blootgesteld aan 0,5pgCd271; dit is de concentratie die voorkomt in de havengeul
van Oostende. Een tweetal bepalingen werden uitgevoerd. Een eerste bepaling vond plaats na
7 dagen, net voor het verversen van het milieu en een tweede bepaling na het verversen van
het rhilieu en de toevoeging van een nieuwe dosis Cd2. De bepaling van fagocytosecapaciteit

werd uitgevoerd volgens de richtlijnen van het protocol.



RESULTATEN en BESPREKINGEN

1. Bij het uittesten van de twee incubatiemedia, het Leibovitz L-15-AIMYV en het PBS kwam
tot uiting dat alleen met de fysiologische oplossing PBS fagocytose wordt verkregen. Het ge-
bruik van penicilline gedurende de incubatieperiode was hier niet noodzakelijk. Gedurende de
incubatieperiode werd geen ontwikkeling van bacterién waargenomen. Het mosselbloed, het
PBS en de gedode gistcellen worden in de cultuurplaten kiemvrij aangebracht. Op het einde

van de incubatieperiode was de vitaliteit van de granulocyten in beide cultuurmedia 95%.

2. Het verloop van de gemiddelde fagocytosecapaciteit en de gemiddelde fagocytose index in
functie van de incubatietijd wordt in figuur 1 weergegeven. Er wordt een aanloopfase, een
snelle toename en een uitloopfase onderscheiden. Er werd vastgesteld dat na 7uur incubatie
gemiddeld 71% van de granulocyten fagocyteerden. De standaardafwijking bedroeg dan 19,8.
De incubatieperiode zal bij de verdere proefnemingen na 7uur worden beéindigd.

Voor wat de invloed van de incubatietemperatuur op de fagocytose (figuur 2) betreft kwam
tot uiting dat de fagocytose bij 4°C moeilijk op gang kwam, doch na 5 uur dezelfde was ais
bij de incubatie bij 13°C en 20°C. Na drie uur incubatie bij 30°C kon reeds een geleidelijke
daling van de fagocytosecapaciteit worden waargenomen. Hieruit kan worden besloten dat de
incubatietemperatuur best enkele graden boven de temperatuur van het zeewater kan worden

uitgevoerd.

3. De fagocytose na 6 dagen bewaren in het aquarium was beduidend hoger in het midden en
achteraan de golfbreker, dan vooraan de golfbreker (figuur 3). Dit kan verklaard worden door
de stress die geinduceerd wordt door het getij. De mosselen die afkomstig waren van achter
en midden de golfbreker liggen bij eb langer droog waardoor een gebrek aan zuurstof ontstaat
en zijn dus meer gestresseerd. Dit is in tegenstelling met de fagocytosecapaciteit na 60 dagen.
De mosselen die afkomstig waren van vooraan fagocyteerden het best, terwijl de mosselen die
afkomstig waren van achter en midden de golfbreker reeds uitputtingsverschijnselen ver-
toonden.

De fagocytose index (figuur 4) vertoonde nagenoeg hetzelfde verloop ais de fagocytosecapa-
citeit (figuur 3). Na 60 dagen verblijf in het aquarium is het aantal gistcellen die gefagocy-
teerd hebben dubbel zo groot bij de mosselen die afkomstig zijn van de kop van de
golfbreker. De vraag die hier kan gesteld worden is de volgende. Kan een stress situatie zowel
leiden tot een verdrukking ais tot een stimulering van het fagocytoseproces. Wijst een grotere
fagocytosecapaciteit en -index op een beter immuunsysteem of niet. Uit het experiment
kwam naar voor dat een stress situatie, zoals het lange tijd droog liggen van de mossel aan de
lucht gedurende eb, bij aanvang in een grotere fagocytosecapaciteit resulteert, maar gedurende
het bewaren snel uitputtingsverschijnselen vertoont met een sterk verminderde fagocytoseca-

paciteit.



4. Het vergelijkend onderzoek omtrent de fagocytosecapaciteit en de fagocytose index van
mosselen in de nabijheid van de Belgische kusthavens werd opgenomen in figuur 5. Het aan-
tal levende granulocyten in het mosselbloed bedroeg in Nieuwpoort, Oostende en Knokke
gemiddeld circa 87%. In Blankenberge werd gemiddeld een hoger aantal bepaald, namelijk
92%. Het verloop van de fagocytosecapaciteit en fagocytose index is nagenoeg dezelfde in de
locaties Blankenberge en Knokke en in mindere mate in Oostende, waar hogere waarden op
het einde van de incubatie periode werden bekomen. Bij de Nieuwpoortse mosselen werden
gedurende gans de incubatie periode hogere waarden voor de fagocytose opgetekend. Volgens
Peeters(1991) kan een stress situatie zowel tot een verdrukking ais tot een stimulering van het
fagocytoseproces leiden. Hieruit kan afgeleid worden dat de impact van de bevuiling op de

conditie van de mosselen, groter is in Nieuwpoort dan in de andere locaties.

5. De resultaten van onderzoek omtrent de invloed van Cd2+ op de fagocytosecapaciteit bij
mosselen zijn in figuur 6 opgenomen. Vo66r het verversen is het verschil in fagocytosecapaci-
teit tussen de blanco en de met Cd2' besmette mosselen duidelijk merkbaar. Gedurende de in-
cubatieperiode herstellen de granulocyten van de besmette mosselen zich goed. Na het
verversen en toevoeging van een extra dosis Cd2* daalde de fagocytosecapaciteit tot net boven
zero. Gedurende de incubatieperiode herstelde de fagocytosecapaciteit zich zeer moeilijk. De
toevoeging van Cd2t+ heeft duidelijk geleid tot een vertraging van de immuun respons van de

granulocyten bij mosselen.

Foto : Fagocytose van gistcellen door granulocyten van mosselbloed
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Figuur 1: Verloop van de fagocytosecapaciteit en fagocytose index in functie van de incubatietijd.

Figuur 2 : Verloop van de fagocytosecapaciteit en fagocytose index in functie van de temperatuur.
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Figuur 6 : Verloop van de fagocytosecapciteit bij mosselen vo6r en na het verversen met cadmium voorzien zeewater



PROTOCOL

* Bemonstering.

De bemonsterde mosselen worden zo aseptisch mogelijk in plastieken zakken verzameld. Het
tijdstip, het getij, de temperatuur van de lucht en het zeewater, de plaats van bemonstering op
de golfbreker worden genoteerd. In het laboratorium worden de mosselen van de klasse 40-
45mm gereinigd in zeewater en voor het verder onderzoek in de koelkast of in het aquarium

bewaard.

e Bloedafname.

De mossel wordt met een fijne spatel, tot ongeveer halfweg de ventrale zijde geopend. Een
steriele hypodermische spuit van 1ml wordt in de achterste sluitspier van de mossel gebracht.
Er wordt circa 0,4 ml bloed per mossel bekomen. Het bloed van tien mosselen wordt verza-
meld in een steriele gecoate falcon centrigeerbuis van 15ml. Om klontering te voorkomen
wordt de gevulde falcon buis circa 1 minuut op regelmatige wijze met de hand bewogen en

omgezwenkt.

e Vitaliteitstest

In een vakje van een gecoate cultuurplaat (cell Wells multiwellculture plates, Corning, cat.
Nr. 25850), wordt 30pl celsuspentie met 30pl trypaanblauw (Gibco BBL, cat nr 15250-020)
vermengd. Na het vermengen van beide suspensies wordt een rustpose van 5 minuten inge-
bouwd. De gekleurde celsuspentiec wordt met behulp van de telkamer van Kova (Kova slide
10, Boehringer Mannheim, cat. nr. 087144) microscopisch (vergroting x 400) onderzocht. De
bloedcellen die de blauwe kleur hebben opgenomen worden ais dood genoteerd.

Deze techniek heeft ook zijn toepassing bij de bepaling van de fagocytose. Na het fagocyteren
wordt 30pl uit de cultuurplaat vermengd met 30gl trypaanblauw oplossing. De gefagocyteer-

de gistcellen blijven geei, terwijl de overige gistcellen de blauwe kleur opnemen.
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* Aanmaken van gistcelsuspensie met bakkersgist (Saccharomyces cerevisiae)

Voor het bekomen van een nieuwe gistcultuur wordt het LB-medium (Gibco BBL, nr. 12780-
045) met bakkersgist ge€nt. Voor de vermenigvuldiging van de gistcellen wordt een schudap-
paraat gebruikt. De incubatieduur en -temperatuur bedroegen respectievelijk 15 uur en 20°C.

Een hoeveelheid van het LB-medium met gekweekte gistcellen wordt overgebracht in een
centrifiigeerbuis (Nunc Inc., cat. nr. 374632) en 10 minuten bij 21°C afgecentrifugeerd bij
1700t/min. De neergeslagen gistcellen worden driemaal gewassen met 10ml PBS ( Phosfate
saline, Dulbecco’s Formula Modified, car. Nr 10010-015 ) Uiteindelijk worden de gistcellen
in 25ml PBS gebracht en met 25ml congorood vermengd. De stockoplossing van congorood
wordt verkregen door 100mg congorood (Sigma, cat.nr. C6277 ) in 100 ml water op te lossen.
De gistcellen worden tweemaal gewassen om de overtollige kleurstof weg te werken en daar-
na gesteriliseerd. De gewassen gistcellen worden in PBS opgeslagen en in de koelkast bij 4°C

bewaard. De bewaarduur van de gesteriliseerde gistcellen is minimum 14 dagen.

* Bepaling van de fagocytosecapaciteit en de fagocytose index

Het mosselbloed wordt verdeeld over de gecoate steriele cultuurplaten. In elk rond vakje van
de cultuurplaat wordt 2ml PBS; Im] mosselbloed en 50 totlOOpl gedode gistcellen gepipe-
teerd. De concentratie van de gedode gistcellen (+35 gistcellen per granulocyt) moet gedu-
rende de incubatieperiode steeds in overmaat aanwezig te zijn. Wanneer de fagocytose groot
is (>10 gistcellen per granulocyt) moeten de cultuurplaten na 4 uur aangevuld worden met een
tweede hoeveelheid gistcellen.

De incubatie wordt uitgevoerd in 5 vol% CO02 gedurende 7uur bij kamertemperatuur. Op re-
gelmatige tijdsstippen wordt de fagocytosecapaciteit en de fagocytose index bepaald. Hier-
voor worden 30pl medium met 30pl trypaan in de telkamer van Kova aangebracht. Met
behulp van een lichtmicroscoop worden er 100 levende granulocyten onderzocht. Het aantal
cellen die gefagocyteerd hebben en de hoeveelheid gistcellen die per levende granulocyt wor-

den opgenomen, worden genoteerd.
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BESLUIT

* Het incubatiemedium speelt een belangrijke rol in het fagocytoseproces bij mosselen. Het
L-15-AIMV medium blijkt een negatieve invloed op fagocytose uit te oefenen, terwijl in

aanwezigheid van PBS de granulocyten sneller fagocyteerden.

* Er werd een grote individuele spreiding vastgesteld. Bij elk experiment dient men een

bloedstaal samen te stellen die afkomstig is van minstens tien mosselen.

*+ De optimale incubatietemperatuur ligt tussen 10°C en 20°C, wat incubatie bij kamertem-

peratuur mogelijk maakt.

* Bij een bewaarproef van mosselen, die 60 dagen in beslag nam, werd vastgesteld dat de
ligging van de mosselen op de golfbreker een invloed heeft op de fagocytosecapaciteit. De
mosselen die zich achteraan en midden de golfbreker bevinden, verkeren door zuurstofgebrek

bij eb in een meer gestresseerde toestand.

» Uit het vergelijkend onderzoek omtrent de fagocytosecapaciteit van mosselen in de nabij-
heid van de Belgische havens kon worden vastgesteld dat de impact van een niet adequaat

milieu op de conditie van mosselen groter is in Nieuwpoort dan in andere locaties.
e Uit het onderzoek omtrent de invloed van Cd2' op de fagocytosecapaciteit van mosselen

kwam tot uiting dat de toevoeging van Cd2+duidelijk tot een vertraging van de fagocytosepro-

ces heeft geleid.
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