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Introducción
P. dicentrarchi (Ciliophora, Scuticociliatida) es un protozoo parásito que causa escuticociliatosis en peces marinos de cultivo, afectando especialmente al rodaballo y causando importantes tasas de mortalidad y 
morbilidad (1). Es un protozoo de vida libre que puede actuar como patógeno histiófago, con capacidad de invadir y destruir tejidos sistémicamente en determinadas condiciones. Aunque los trofozoítos externos pueden
ser eliminados con formalina, los que se localizan internamente en el pez son muy difíciles de combatir. Los anticuerpos monoclonales (mAbs) constituyen herramientas fundamentales para el diagnóstico y control de 
patógenos. Su uso ha permitido mejorar la sensibilidad y especificidad de numerosos inmunoensayos destinados a la identificación de agentes infecciosos en peces, la prevención de enfermedades, el seguimiento 
de las respuestas inmunitarias y el desarrollo de vacunas (2). En este trabajo se ha utilizado la tecnología de generación de hibridomas para obtener distintos mAbs capaces de reconocer específicamente diferentes 
antígenos de superficie de P. dicentrarchi. Estas herramientas presentan un alto potencial para el desarrollo de métodos de diagnóstico rápido, lo que contribuiría a prevenir la propagación de enfermedades en los 
peces, y, en consecuencia, a favorecer una acuicultura más sostenible y con una mejor salud animal. 

Material y métodos
La cepa de P. dicentrarchi utilizada en este trabajo fue aislada de rodaballos 
enfermos durante una epizootia natural y mantenida en cultivo según Iglesias 
et al. (3). La generación de hibridomas se llevó a cabo siguiendo el método de 
Galfre y Milstein (4). De los hibridomas positivos se seleccionaron 3 mAbs 
Phil1-Phil3 (IgG1), que se purificaron mediante cromatografía de afinidad (5). 
Las características de los mAbs se analizaron mediante 
inmunofluorescencia y citometría de flujo. Los trofozoítos de P. dicentrarchi 
se marcaron con los mAbs o un control de isotipo (mAb anti-Tenacibaculum
maritimum CETGA104, IgG1) y un anticuerpo secundario acoplado a FITC 
(Sigma). Para la detección de ciliados in vivo, los rodaballos se inocularon 
mediante inyección intraperitoneal (ip.) con 100 µL de una solución 
conteniendo 1x105 trofozoítos de P. dicentrarchi o con solución salina como 
control. Se recogieron muestras de exudado peritoneal a los 3, 5 y 7 días 
después de la inoculación y se fijaron en 1% de formol antes del marcaje por 
inmunofluorescencia con los mAbs. Para analizar los tejidos de branquia se 
realizó una infección por baño y se recogieron muestras de raspado branquial 
a distintos tiempos para el marcaje. 

Resultados
Se obtuvieron anticuerpos monoclonales (mAbs) 
específicos frente a los trofozoítos de P. 
dicentrarchi, los cuales reconocieron proteínas de 
diferentes tamaños mediante Western blot (Fig.1). 

Fig. 1. WB. Caracterización de los mAbs anti-P. dicentrarchi. Carril 1: 
Marcadores de peso molecular. Carriles 2-4: Migración de extracto de 
proteína de P. dicentrarchi mediante SDS-PAGE en condiciones 
reductoras y transferencia a una membrana de PVDF.  La proteína 
transferida se detectó utilizando los mAbs phil1, phil2 y phil3 (2 
µg/mL) y un anticuerpo específico anti-IgG de ratón como anticuerpo 
secundario.

Fig.2. Imágenes de microscopía de fluorescencia (Zeiss Axiolab 5) de trofozoítos (algunos en división) de P. dicentrarchi incubados con el mAb Phil 1, detectado usando un 
anticuerpo secundario anti-mouse IgG-FITC. Núcleos teñidos con DAPI. Se observa la tinción de las membranas de las cinetias somáticas y de la membrana entre las cinetias.  

Tres de estos mAbs purificados se caracterizaron utilizando distintas técnicas. 
Mediante inmunofluorescencia, se observó que uno de los anticuerpos 
generados -Phil1- se une a las membranas celulares, marcando tanto la línea de 
membranas de las cinetias somáticas que recorren la superficie corporal como 
la membrana entre las cinetias (Fig.2).
Otro de los monoclonales -Phil2- se une a los cilios, marcando estos apéndices 
a lo largo de toda la superficie celular (Fig. 3), incluyendo el cilio caudal (Fig. 4). 
El mAb Phil3 fue analizado mediante citometría de flujo, observándose un 
marcaje homogéneo de toda la población de trofozoítos (Fig.5). Utilizando estos 
mAbs se evaluó la capacidad de detección del ciliado in vivo en tejidos de 
rodaballo. Se analizó mediante inmunofluorescencia la presencia del patógeno 
en raspados de branquias de peces infectados por baño, así como en el 
exudado peritoneal de peces inoculados por vía ip., detectándose un marcaje 
específico de las células del parásito en las muestras (Fig. 6). La identificación 
específica in vivo mediante mAbs podría constituir un método alternativo al 
análisis por PCR. Además, los anticuerpos dirigidos contra antígenos de 
superficie, como los antígenos de inmovilización, pueden actuar como 
herramientas para bloquear el movimiento o la actividad del ciliado (3), lo que 
sugiere un posible uso terapéutico.

Fig.3. Imágenes de microscopía de fluorescencia de trofozoítos de P. dicentrarchi incubados con el mAb Phil 
2, detectado usando un anticuerpo secundario anti-mouse IgG-FITC (verde). Se observa el marcaje de los 
cilios sobre la superficie del parásito. Los núcleos se tiñeron con DAPI. 

Fig.4. Imágenes de microscopía de 
fluorescencia de trofozoítos de P. dicentrarchi 
incubados con el mAb Phil 2, detectado 
usando un anticuerpo secundario anti-mouse
IgG-FITC (verde). Detalle del marcaje del cilio 
caudal (Flecha). 

Fig.5. Citometría de flujo (Cytoflex, CINBIO, Uvigo). Izquierda: Población total de trofozoítos 
representada mediante dispersión frontal y lateral FSC-H/SSC-H (tamaño/complejidad). Derecha: 
Histograma y gráfico de puntos  representando la población de trofozoítos marcada con el mAb Phil3 
(5 µg/mL). El marcaje se detectó utilizando anti-mouse IgG-FITC. Se mezclaron cantidades iguales de 
muestras marcadas y no marcadas en el mismo tubo y se analizaron enfrentando la intensidad de 
fluorescencia y el tamaño (FSC-A/FITC-A). Dentro de la población mixta, se identificó una 
subpoblación diferenciada de células positivas (~50%). 
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Fig.6. Marcaje de trofozoítos de P. dicentrarchi 
con el mAb Phil 1 en muestras de branquia (panel 
superior) y de cavidad peritoneal (panel inferior), 
5 días después de una infección experimental por 
baño o ip. respectivamente. Núcleos teñidos con 
DAPI. 
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