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Resumen 
Cryptosporidium parvum es el principal agente etiológico de la diarrea neonatal de terneros en Argentina, condición que 
compromete el rendimiento económico-productivo de los bovinos en las ganaderías lecheras. Es, asimismo, de importancia 
para la salud pública por ser una especie zoonótica. Por ello, es necesario el desarrollo de métodos de inmunización efectivos 
contra este parásito. Al igual que otros protozoos del phylum Apicomplexa, C. parvum expone en la superficie de la membrana 
celular antígenos anclados por puentes de glicosilfosfatidilinositol (GPI), que constituyen candidatos vacunales prometedores. 
En trabajos previos se ha identificado el repertorio de proteínas ancladas a GPI en este parásito. Entre ellas, se encuentra 
CpSUB2, una proteína inmunodominante, que genera una respuesta humoral en los bovinos infectados por C. parvum. El 
objetivo de este trabajo fue la expresión y purificación de un fragmento del candidato vacunal CpSUB2 que podría ser utilizado 
en formulaciones vacunales. En primer lugar, mediante el análisis in silico se seleccionó un fragmento hidrofìlico de 392 
aminoácidos de esta proteína para su expresión en un sistema procariota. Luego de la clonación del correspondiente segmento 
de ADN en un vector adecuado y la transformación de bacterias Escherichia coli competentes, se seleccionó un clon re-
combinante y se determinaron las condiciones óptimas de expresión y purificación de la proteína. Siguiendo el protocolo 
optimizado, se produjeron 5,8 mg de proteína recombinante a partir de 400 ml de cultivo bacteriano. En futuros estudios, el 
candidato vacunal expresado será incluido en ensayos vacunales para testear su capacidad de proteger terneros contra la 
criptosporidiosis bovina.  
 
Palabras clave: Cryptosporidium parvum; diarrea neonatal de terneros; vacunas; proteínas ancladas por glicosilfosfatidil-
inositol; proteínas recombinantes.  
 

Ciencias Exactas, Naturales, Experimentales y de la Salud



1. Introducción 
 
Los protozoos del género Cryptosporidium son parásitos en-
téricos ubicuos de vertebrados, que pertenecen al phylum 
Apicomplexa. En la Argentina, Cryptosporidium parvum es 
el principal agente causal de la diarrea neonatal de terneros 
(DNT) con una prevalencia de entre el 25 y el 42% en terne-
ros jóvenes de menos de 20 días de edad en cuencas leche-
ras (Garro et al., 2021; De Alba et al., 2021, 2023). El ciclo 
de vida del parásito implica la formación de ooquistes resis-
tentes, de larga duración y altamente infecciosos, que se ex-
cretan con las heces del hospedador al medio ambiente. 
Estos contaminan el agua y/o alimentos de consumo humano 
ocasionando criptosporidiosis en poblaciones vulnerables, 
como ser individuos inmunodeprimidos (pacientes con cán-
cer, SIDA, receptores de trasplantes, entre otros), niños y an-
cianos (Dupont et al., 1995; Boulter-Bitzer et al., 2007; 
Dabas et al., 2017). Cryptosporidium parvum no sólo repre-
senta una amenaza para la salud pública (Pumipuntu & Pi-
ratae, 2018), sino que también es causal de pérdidas 
económicas considerables en la actividad ganadera, debido 

a que las infecciones de bovinos con este patógeno se aso-
cian comúnmente con una disminución en la probabilidad de 
preñez y parto, menores tasas de crecimiento, menor pro-
ducción de leche en la primera lactancia e incluso, muerte 
por deshidratación severa (Santín, 2013; Abuelo et al., 
2021).  
A pesar de su gran impacto, aún no existen tratamientos efi-
caces para prevenir la criptosporidiosis bovina. El único fár-
maco actualmente aprobado en Argentina es el lactato de 
halofuginona, de controvertida eficacia (Silverlås et al., 
2009). Por otra parte, terneros recién nacidos inoculados con 
ooquistes de C. parvum irradiados con rayos gamma mos-
traron protección frente a un desafío  a los 21 días de edad 
(Jenkins et al., 2004). En la búsqueda de candidatos vacu-
nales para el desarrollo de una herramienta para prevenir la 
criptosporidiosis, pocos antígenos han sido caracterizados y 
ensayados. Las proteínas de superficie de la membrana an-
cladas con un puente glicosilfosfatidilinositol (GPI), están in-
volucradas en la invasión de las células del hospedador y 
constituyen candidatos vacunales prometedores (Plassmeyer 
et al., 2009; Rodriguez et al., 2014; Florin-Christensen et al., 
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Abstract 
Cryptosporidium parvum is the main etiological agent of neonatal diarrhea in calves in Argentina, a condition that com-
promises the economic and productive performance of cattle in dairy farms. It is also important for public health because 
it is a zoonotic species. Therefore, the development of an effective vaccine against this parasite is necessary. Like other 
protozoa of the phylum Apicomplexa, C. parvum displays glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored antigens on the cell 
membrane surface, which are promising vaccine candidates. Previous work has identified the repertoire of GPI-anchored 
proteins in this parasite. Among them is CpSUB2, an immunodominant protein, i.e. that generates a humoral response 
in C. parvum-infected cattle. The aim of this work was the expression and purification of a fragment of the vaccine 
candidate CpSUB2 so that it can be further used in vaccine formulations. First, a 392 amino acid hydrophilic fragment of 
this protein was selected by in silico analysis for expression in a prokaryotic system. After cloning the corresponding DNA 
segment into a suitable vector and transformation of competent Escherichia coli bacteria, a recombinant clone was 
selected and conditions for protein expression and purification were optimized. On a laboratory scale, 5.8 mg of recom-
binant protein were produced from 400 ml of bacterial culture. In future studies, the recombinantly expressed antigen 
will be tested in vaccine trials to test its capacity to protect calves against bovine cryptosporidiosis.  
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2014; Tomazic et al., 2018). En trabajos previos de nuestro 
grupo de investigación, hemos descripto mediante análisis 
bioinformático, el repertorio de las proteínas de superficie de 
C. parvum ancladas por puentes GPI y comprobamos que 
tres de estas, GP60, CpH1 y CpSUB2, son inmunodominantes 
en terneros naturalmente infectados con el parásito (Tomazic 
et al., 2018). Más aún, se ha informado que GP60 neutraliza 
la infección parasitaria de la célula hospedadora in vitro 
(O'Connor et al., 2007). Por su parte, la proteína CpSUB2 es 
una serina-proteinasa que pertenece a la familia de las sub-
tilisinas (SUB). Se ha demostrado en otros protozoos pará-
sitos que este tipo de proteínas desempeñan un papel clave 
en la invasión y egreso de la célula hospedadora, como es el 
caso de PfSUB2 y PfSUB1 de Plasmodium falciparum, uno 
de los agentes causales de la malaria (Harris et al., 2005; 
Yeoh et al., 2007; Florin-Christensen et al. 2023; Poklepovich 
et al. 2023). 
Recientemente, se ha reportado una estrategia de vacuna-
ción pasiva de terneros por inmunización de vacas preñadas 
con un fragmento de GP60 recombinante, lo cual lleva a la 
producción de calostro hiperinmune que protege a los terne-
ros de la diarrea severa causada por la infección con C. par-
vum. Esta vacuna, sin embargo, no está disponible en 
Argentina (Timmermans et al., 2024). Una estrategia alter-
nativa de inmunización de terneros consiste en la adminis-
tración junto con el alimento de inmunoglobulinas Y (IgY), 
obtenidas a partir de yema de huevos de gallinas que han 
sido inoculadas con un antígeno seleccionado. Esto repre-
senta un método más rentable y relativamente simple, con 
la ventaja de que puede utilizarse tanto para prevenir como 
para tratar enfermedades (Mine & Kovacs-Nolan, 2002; Flo-
rin-Christensen et al., 2021). Utilizando esta estrategia, Vega 
y colaboradores (2020) desarrollaron un producto basado en 
anticuerpos IgY para proteger a los terneros contra otros 
agentes etiológicos de la DNT, como ser rotavirus del grupo 
A, coronavirus, Escherichia coli enterotoxigénica y Salmo-
nella spp. Más recientemente, esta metodología se ha utili-
zado para producir IgY contra la proteína p23 de C. parvum 
que, al ser administrada a terneros, resultó en una reducción 
significativa de la duración de la excreción de ooquistes y de 
la diarrea tras un desafío con el parásito (Mira et al., 2025). 
El objetivo del presente trabajo fue la expresión heteróloga 
de un fragmento de CpSUB2 de C. parvum y la producción 

de una cantidad suficiente de la proteína purificada que per-
mita la generación de IgY especificas en gallinas. 
 
 
2. Material y Métodos 
 
2.1. Análisis in silico de CpSUB2 
Se analizó in silico la secuencia aminoacídica de la proteína 
CpSUB2 de C. parvum obtenida del sitio web de NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; número de acceso: 
XP_627713.1). Primero, se localizó el dominio de subtilisina 
característico de la proteína utilizando el programa InterPro 
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Luego, utilizando los algo-
ritmos de los sitios de internet PredGPI (https://busca.bio-
comp.unibo.it/predgpi/) y NetGPI-1.1 (https://services. 
healthtech.dtu.dk/services/NetGPI-1.1/) se determinó la po-
sible ubicación del sitio omega, es decir, la ubicación del ami-
noácido al que se une vía etanolamina a GPI y forma parte 
de la secuencia de la señal de anclaje. Por otro lado, se pre-
dijo el sitio de clivaje del péptido señal utilizando SignalP-
5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/). 
Seguidamente, se realizó una predicción in silico de epítopos 
B. La proteína madura carece tanto del fragmento ubicado 
río abajo del sitio omega (C-terminal), como de péptido señal 
(N-terminal), por lo que estas regiones fueron excluidas de 
este análisis. La exploración de las secuencias se realizó con 
los programas de libre acceso disponibles en internet (Pre-
dicted antigenic peptides: http://imed.med.ucm.es/Tools/an-
tigenic.pl y SVMTrip: http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/ 
prediction.php). En base a la predicción bioinformática y los 
resultados previos sobre inmunorreactividad, se seleccionó 
el fragmento a expresar de forma recombinante (Tomazic et 
al., 2018). 
 
2.2. PCR, clonación en vector de expresión y análisis por 
secuenciación 
Se amplificó por PCR la secuencia nucleotídica codificante 
del fragmento seleccionado de la proteína CpSUB2 
(XM_627713.1; 1183 bp). La mezcla de reacción de PCR se 
preparó en un volumen final de 25 μl conteniendo: 0,5 μM 
de cada primer (FW 5´CACCATGAATTCTGCCGGAACAA-
CATTTG´3; RV 5´ACCTGTCTCGTTCCTAGAGC´3), 0,2 mM de 
cada dNTP (Qiagen), 0,04 U/μl de polimerasa Pfu (Inbiohigh-
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way) y su buffer correspondiente. Como templado se em-
plearon 1,5 μl de ADN genómico extraído de ooquistes puri-
ficados a partir de heces de terneros de la provincia de 
Buenos Aires experimentalmente infectados con C. parvum 
(provisto por el Laboratorio de Protozoos Patógenos, INTA) y, 
como control negativo, se utilizó agua destilada. La reacción 
de amplificación se realizó bajo las siguientes condiciones: 
desnaturalización inicial a 95 °C durante 2 min, 30 ciclos de 
desnaturalización a 95 °C por 30 s, hibridación a 56 °C por 
30 s y extensión a 72 °C por 2 min, y una extensión final a 
72 °C durante 7 min. Los productos de amplificación, junto 
con un marcador de tamaño de ADN (100 pb Ladder, Pro-
ductos Bio Lógicos), se separaron mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 1,5% (TransGen) en presencia de EcoGel 
(Inbiohighway). 
El producto de amplificación se clonó en el vector de expre-
sión pET101/D-TOPO (Invitrogen) siguiendo la recomendación 
del fabricante. Se transformaron las bacterias E. coli One 
Shot TOP10 (Invitrogen) competentes con el vector de expre-
sión recombinante, y se las cultivó durante 1 hora a 37 °C 
en caldo LB (Luria-Bertani). Luego fueron sembradas en pla-
cas de LB agar con ampicilina (100 μg/ml) e incubadas toda 
la noche a 37 °C. Los clones positivos fueron identificados 
por PCR, utilizando como control positivo el ADN genómico 
analizado previamente. Se purificó el plásmido recombinante 
a partir de un clon seleccionado, utilizando para ello un kit 
comercial (PuroPlásmido, Productos Bio-Lógicos), y luego, 
se determinó su concentración y pureza utilizando un espec-
trofotómetro (Nanodrop, Thermo Scientific). El plásmido re-
combinante fue secuenciado en ambas direcciones 
(Macrogen, Corea del Sur) y las secuencias obtenidas fueron 
empalmadas utilizando el programa BioEdit (Hall, 1999). Se 
verificó la identidad del inserto y su ubicación en el marco 
de lectura codificante de la etiqueta de histidinas C-terminal 
utilizando BLASTn 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn
&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) y ORF 
finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), respectiva-
mente. Además, se calculó el peso molecular de la proteína 
recombinante CpSUB2 (rCpSUB2) codificada, utilizando el 
sitio web Protein Molecular Weight (https://www.bioinforma-
tics.org/sms/prot_mw.html). 
 

 
2.3. Expresión y purificación de rCpSUB2 
Luego de la transformación con el vector recombinante de la 
cepa E. coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen), se determinaron 
las condiciones óptimas de expresión de rCpSUB2 en cultivos 
de 5 ml (caldo LB con ampicilina 100 μg/ml). Primero se 
analizaron distintos tiempos de inducción (1, 2, 3, 4 y 20 h) 
con un valor fijo de IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranó-
sido de 1 mM) y una temperatura de incubación de 37°C. 
Una vez hallado el tiempo óptimo de inducción, se ensayaron 
diferentes concentraciones de inductor (0,5, 0,75 y 1 mM 
IPTG) y dos diferentes temperaturas de incubación (25 y 37 
°C). Las células se cosecharon por centrifugación a 12.000 
g durante 30 s y los pellets se resuspendieron en buffer de 
lisis (400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% v/v glicerol, 0,5% v/v 
Triton X 100, 10 mM imidazol, pH 7,8) conteniendo lisozima 
(1 mg/ml, Sigma) y PMSF (1 mM, Calbiochem). Luego las 
muestras fueron sonicadas y centrifugadas (12.000 g, 10 
min, 4 °C). Las proteínas insolubles (pellet) y solubles (so-
brenadante), se separaron mediante electroforesis en geles 
de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes 
(SDS-PAGE), junto con un marcador de peso molecular (Blue 
Plus, TransGen). Las proteínas se visualizaron con azul de 
Coomassie (Sigma), o bien se electrotransfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa para su inmunodetección (Wes-
tern blot) con un anticuerpo primario anti-histidina (6xHis, 
BD Pharmingen) y secundario anti-IgG de ratón acoplado a 
fosfatasa alcalina (Sigma) que permite una detección colo-
rimétrica utilizando el sustrato NBT/BCIP (ThermoFisher). Se 
utilizó β-galactosidasa recombinante con la etiqueta de 
6xHis como control positivo y BSA 0,5% como control nega-
tivo. 
La producción de rCpSUB2 se indujo bajo las condiciones 
óptimas de expresión en un volumen de cultivo mayor (400 
ml) y la proteína fue purificada utilizando cromatografía de 
afinidad al níquel (HIS-Select, Sigma) bajo condiciones des-
naturalizantes. Brevemente, las células se recolectaron me-
diante centrifugación y se solubilizaron en 8 ml de buffer de 
unión (8 M urea, 20 mM fosfato de sodio, 500 mM NaCl, pH 
7,8). El lisado bacteriano fue sonicado (6 pulsos de sonica-
ción de 20 s cada uno) y centrifugado (10.000 g, 20 min). El 
sobrenadante (extracto crudo) se filtró a través de una mem-
brana de 0,45 μm, y se incubó a 4 °C durante 1 h con la re-
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sina de afinidad. Luego, las proteínas que no se unieron (flow 
through) se recolectaron en un tubo, y la columna se lavó 
dos veces con 8 ml de buffer de unión. Por último, la proteína 
se eluyó con 4 ml de buffer de elución (8 M urea, 20 mM fos-
fato de sodio, 500 mM NaCl, pH 4), tomando alícuotas de 1 
ml (eluatos). Cada una de las fracciones obtenidas fue ana-
lizada por SDS-PAGE y Western blot. La concentración de 
proteínas se determinó mediante el método de Bradford, si-
guiendo las instrucciones del proveedor del reactivo (Sigma) 
y utilizando BSA (Sigma) como estándar. 
 
 
3. Resultados 
 
3.1. Análisis in silico de CpSUB2 
La proteína completa CpSUB2 de C. parvum tiene una longi-
tud de 2269 aminoácidos y está codificada por un único exón. 
Se predijo que la proteína madura comprende desde el ami-
noácido 33 al 2236, y su dominio de subtilisina característico 
abarca desde el aminoácido 766 al 1026 (261 aminoácidos 
de longitud). El fragmento seleccionado para su expresión 
recombinante abarcó desde el aminoácido 676 hasta el 1067 
(392 aminoácidos de longitud) incluyendo al dominio catalí-
tico. Por medio de las herramientas SVMTrip y Predicted An-
tigenic Peptides se predijeron un total de 13 epítopos B en 
esta región. Estos análisis indican que el fragmento selec-
cionado es potencialmente capaz de despertar una respuesta 
humoral, lo que sugiere que CpSUB2 es un buen candidato 
vacunal. En trabajos previos, se demostró que el fragmento 
comprendido entre los aminoácidos 729 al 1056 es inmuno-
dominante en el suero de los terneros naturalmente infecta-
dos con Cryptosporidium spp. (Tomazic et al., 2018). El 
fragmento seleccionado en este trabajo contiene este seg-
mento inmunorreactivo.  
 
3.2. PCR, clonación en vector de expresión y secuencia-
ción 
Se visualizó en el gel de agarosa una banda intensa del ta-
maño esperado (Figura 1A), por lo que el amplicón se utilizó 
para producir el vector recombinante (pET101/D-TOPO/ 
CpSUB2). Se obtuvieron 72 colonias en placas selectivas 
(datos no mostrados) de la cepa E. coli TOP10 transformadas 
con el vector recombinante. El análisis por PCR de las 7 co-

lonias estudiadas se muestra en la Figura 1B. Dado que la 
mayor intensidad de banda se observó para el clon número 
6, éste fue elegido para su propagación y la purificación del 
plásmido recombinante. Este último presentó una concen-
tración de 50 ng/μl y valores aceptables de pureza con res-
pecto a proteínas (relación 260/280: 1,9) y solventes 
(relación 260/230: 2,16) por lo que se envió a secuenciar. 
 

 
 
El análisis de la secuencia nucleotídica amplificada mostró 
un porcentaje de identidad del 99,9% con la secuencia de 
referencia (XM_627713.1), correspondiente a un aislamiento 
de C. parvum de Iowa, Estados Unidos, debido a una única 
sustitución (T > C) en la posición nucleotídica 2793 del gen, 
sin cambio en la secuencia de aminoácidos. Adicionalmente, 
presentó un porcentaje de identidad del 100% con secuen-
cias pertenecientes a aislamientos de C. parvum oriundos 
de Argentina (números de acceso MF576528-31), eviden-
ciando un posible polimorfismo. Por otra parte, se comprobó 
la inserción del fragmento de interés en el vector en el marco 
de lectura correcto, codificando para una proteína recombi-
nante de 425 aminoácidos (incluyendo la etiqueta de histi-
dinas), con un peso molecular calculado de 47 kDa. 
 
3.3. Expresión y purificación de rCpSUB2 
Se transformaron bacterias E. coli de la cepa BL21 con el 
vector recombinante y se evaluó la expresión de la proteína 
de interés bajo diferentes condiciones de cultivo mediante 
SDS-PAGE y Western blot. Cuando se analizaron las fraccio-

Ciencias Exactas, Naturales, Experimentales y de la Salud

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplifica-
ción de CpSUB2 obtenidos por PCR a partir de ADN de ooquistes de 
Cryptosporidium parvum (A, calle 1) y las colonias seleccionadas (B, 

calles 1-7). Los controles positivo (+) y negativo (-) también se 
muestran. M: marcador de tamaño de ADN. Las flechas indican los 

amplicones del tamaño esperado de 1183 pb.



nes proteicas solubles e insolubles en los geles de poliacri-
lamida, solo se observó un resultado positivo en las fraccio-
nes insolubles (datos no mostrados). En el análisis por 
Western blot de los extractos proteicos insolubles se observó 
i) una banda con un peso molecular aparente de ~50 kDa, 
ii) una banda tenue de aproximadamente 2 kDa menos (~48 
kDa), iii) dos bandas mayoritarias de menor peso molecular 
(~35 y 33 kDa) y iv) múltiples bandas de mayor peso mo-
lecular (Figura 2). En relación a las variables óptimas de 
cultivo, se optó por un tiempo de inducción de 20 h, y 0,75 
mM de IPTG a 37 °C, condiciones que resultaron en una 
mayor expresión de las bandas deseadas (Figura 2A y 2B, 
respectivamente). Cuando la temperatura de incubación fue 
de 25 °C, no se observó expresión de la proteína recombi-
nante (datos no mostrados). 
 

La purificación de la proteína de interés se realizó con una 
columna de afinidad de níquel-agarosa gracias al agregado 
de una etiqueta de histidinas en la porción C-terminal de la 
proteína recombinante. Todas las fracciones de purificación 
fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot (Figura 3A 
y 3B, respectivamente). Si bien una pequeña parte de la pro-
teína rCpSUB2 se pierde en los lavados, se obtuvieron frac-
ciones enriquecidas en la proteína de interés con una masa 

estimada de 5,8 mg a partir de 400 ml de cultivo bacteriano 
(Figura 3B, calles 5 y 6).  
 

  
4. Discusión 
 
Cryptosporidium parvum es un parásito que causa diarrea 
en los terneros recién nacidos, lo que en ocasiones provoca 
la muerte, afectando significativamente a las industrias ga-
naderas de todo el mundo. La ausencia de un tratamiento 
adecuado contra la criptosporidiosis ha impulsado a los in-
vestigadores a desarrollar estrategias eficaces de control y 
prevención, como lo es la vacunación. En trabajos previos 
se ha descripto a la proteína de superficie CpSUB2 como po-
sible candidato vacunal, identificada como miembro del pro-
teoma anclado a GPI de C. parvum (Tomazic et al., 2018). 
Se ha demostrado que CpSUB2 representa un homólogo de 
las subtilisinas, las que, en parásitos de este phylum, han 
revelado ser funcionalmente importantes para la invasión de 
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Figura 2. Western blot usando un anticuerpo primario anti-6xHis y 
secundario anti-IgG de ratón acoplado a fosfatasa alcalina para ana-
lizar los extractos proteicos insolubles de cultivos incubados a 37°C. 
Resultados a (A) diferentes tiempos de inducción (calles 1 a 6: 20, 4, 
3, 2, 1 y 0 h, respectivamente; 1 mM IPTG) y (B) diferentes concen-

traciones de IPTG (calles 1 a 4: 0, 0,5, 0,75 y 1 mM, respectiva-
mente; inducción por 20 h). También se muestran los controles 

positivo (+) y negativo (-). M: marcador de peso molecular. Las fle-
chas indican los pesos moleculares aparentes en kDa de las bandas 

señaladas.

Figura 3. SDS-PAGE (A) y Western blot (B) usando un anticuerpo pri-
mario anti-6xHis y secundario anti-IgG de ratón acoplado a fosfatasa 
alcalina para analizar las fracciones de purificación de rCpSUB2. Ex-
tracto crudo (calle 1), flow through (calle 2), primer lavado (calle 3), 

segundo lavado (calle 4), eluatos 1 a 4 (calle 5 a 8). También se 
muestra el control negativo (-) y el marcador de peso molecular (M). 
Las flechas indican los pesos moleculares aparentes en kDa de las 

bandas destacadas.
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las células hospedadoras (Florin-Christensen et al., 2023; 
Poklepovich et al., 2023). En este trabajo, mediante análisis 
bioinformático, se predijo la existencia de epítopos B, lo que 
sugiere su importancia funcional.  
Otro antígeno identificado en el proteoma anclado a GPI de 
C. parvum es GP60. La transferencia de anticuerpos anti-
GP60 en el calostro a través de la inmunización de las ma-
dres ha resultado una estrategia confiable de inmunización 
pasiva contra este parásito (Timmermans et al., 2024). Esto 
permite hipotetizar que rCpSUB2 podría tener un efecto si-
milar. Por otra parte, la suplementación alimentaria con anti-
CpSUB2-IgY obtenida por inmunización de gallinas podría ser 
otro enfoque para utilizar a esta proteína en un esquema de 
inmunización pasiva. Esta estrategia se ha aplicado con éxito 
contra infecciones virales y bacterianas que causan diarrea 
en terneros neonatos (Vega et al., 2020), y mostró resultados 
muy prometedores en infecciones por C. parvum utilizando 
p23 como antígeno (Mira et al., 2025).  
Los sistemas de expresión procariotas son de los más utili-
zados, debido a su bajo costo y fácil acceso y por permitir 
una transformación simple y altamente eficiente (Baneyx, 
1999; Cantoia et al., 2021). Entre las bacterias, E. coli es el 
hospedador predominante para la producción de proteínas 
recombinantes (Rosano et al., 2019; Aguilar Lucero et al., 
2021; Zhang et al., 2024). En este trabajo, se utilizó la cepa 
E. coli BL21 Star (DE3) para expresar un fragmento de 392 
aminoácidos de la proteína CpSUB2 de C. parvum (17,3 % 
de la proteína completa) y se determinaron las condiciones 
óptimas para su producción. En estudios previos, también 
se ha utilizado E. coli como sistema de expresión para pro-
ducir proteínas de C. parvum. Por un lado, Tomazic y cola-
boradores (2018) utilizaron la cepa de E. coli Rosetta 2DE3 
pLacI para expresar un fragmento de menor tamaño de 
CpSUB2 (328 aminoácidos, 14,5 % de la proteína completa), 
y hallaron la proteína recombinante en cuerpos de inclusión 
insolubles, hecho que concuerda con lo observado en el pre-
sente trabajo. La producción de proteínas recombinantes en 
cuerpos de inclusión es un fenómeno común en E. coli, es-
pecialmente para proteínas de origen eucariota (Singh & 
Panda, 2005; Chew et al., 2020). Por otro lado, Miura y co-
laboradores (2017) expresaron GP60, proteína anclada a GPI, 
que está relacionada con la adhesión a la célula hospedadora 
en C. hominis y C. parvum. En dicho estudio fue necesario, 

al igual que en este trabajo, la optimización de diferentes va-
riables obteniendo resultados similares (Miura et al., 2017). 
A su vez, se logró aislar la proteína de interés del resto de 
las proteínas bacterianas mediante una técnica de croma-
tografía de afinidad al níquel en condiciones desnaturalizan-
tes, en las que la proteína pierde su estructura secundaria y 
terciaria, y eluye al disminuir el pH del buffer (Qiagen, 2003). 
En los ensayos de SDS-PAGE y Western blot se observó una 
banda relativamente intensa con un peso molecular aparente 
de 50 kDa, lo cual se corresponde con el peso molecular cal-
culado para rCpSUB2 (47 kDa). Además, se observaron ban-
das de menor y mayor peso molecular. Dado que en los 
ensayos de Western blot se utilizó un anticuerpo específico 
contra la etiqueta de histidinas en la región C-terminal, las 
bandas de peso molecular 33, 35 y 48 kDa corresponderían 
a fragmentos del C-terminal de la proteína expresada. Se ha 
reportado previamente en otros estudios de expresión en E. 
coli la obtención de fragmentos proteicos producto del ac-
cionar de proteinasas bacterianas (Falero et al., 2008; Gi-
bisch et al., 2024), por lo que, es probable que rCpSUB2 
posea sitios de corte para este tipo de enzimas próximos a 
su extremo N-terminal que expliquen la degradación obser-
vada. En relación a las bandas de mayor peso molecular, es 
posible que correspondan a agregados proteicos de la pro-
teína completa y/o sus fragmentos (Qiagen, 2003). Por otro 
lado, Tomazic y colaboradores (2018) purificaron la proteína 
recombinante CpSUB2 también por cromatografía de afinidad 
al níquel, pero en condiciones nativas, utilizando para la elu-
ción diferentes concentraciones de imidazol. Considerando 
el costo económico que implica utilizar altas concentraciones 
de imizadol, en este trabajo se logró establecer un método 
de purificación de rCpSUB2 de manera más económica y ren-
table. 
La proteína recombinante producida podría utilizarse en for-
mulaciones vacunales. Como se mencionó anteriormente, la 
suplementación alimentaria con anti-CpSUB2-IgY obtenida 
por inmunización de gallinas podría ser otro enfoque promi-
sorio de inmunización pasiva. La bibliografía es variada en 
cuanto a la cantidad de proteína y el número de refuerzos 
necesarios para los ensayos de inmunización de gallinas. 
Según estas variables, se utilizan entre 300 y 1250 μg para 
completar el programa de inmunización de una gallina (Nasiri 
et al., 2016; Zhang et al., 2016; Kim et al., 2017; Miura et 
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al., 2017). En este trabajo, se obtuvieron 5,8 mg de la pro-
teína rCpSUB2 purificada que servirían para inmunizar hasta 
19 gallinas para generar IgY anti-CpSUB2, utilizando un pro-
grama reduccionista.  
El desarrollo de un esquema de inmunización pasiva de ter-
neros para combatir la criptosporidiosis bovina constituye 
una herramienta novedosa y atractiva. Por un lado, aporta 
un nuevo medio para mejorar la salud de los terneros recién 
nacidos, beneficiando a la industria ganadera y garantizando 
un mejor bienestar del ganado. Además de esto, dado que el 
uso de drogas está muy extendido como tratamiento de la 
criptosporidiosis en terneros (Fayer & Ellis, 1993), la vacu-
nación y la mejora de la inmunidad específica podrían reducir 
la necesidad de intervenciones con antibióticos y/o halofu-
ginona, promoviendo prácticas de gestión más sostenibles y 
responsables. Por el otro lado, permitiría, además, disminuir 
la dispersión de ooquistes que comprometen la salud pú-
blica. 
 
 
5. Conclusión 
 
Se logró expresar un fragmento de la proteína rCpSUB2 de 
C. parvum utilizando E. coli como sistema de expresión y se 
purificó masa suficiente para establecer un plan de inmuni-
zación de gallinas para generar IgY anti-CpSUB2. Mostramos 
que el sistema de expresión y purificación establecido generó 
una cantidad de rCpSUB2 suficiente para la inmunización de 
hasta diecinueve gallinas. 
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