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El colera es una enfermedad infecto-contagiosa intestinal aguda, causada por la ingestion de alimentos o
agua contaminada con los serotipos O1 y 0139 de la bacteria Vibrio cholerae. Se caracteriza por diarrea
secretora abundante que llevan rapidamente a la deshidratacion. Sin tratamiento adecuado produce la
muerte en horas, por lo que el diagnostico precoz es muy importante sobre todo porque al inicio es dificil
diferenciarla de otras enfermedades diarreicas agudas. La prueba diagndstico de oro es el coprocultivo; sin
embargo, no garantiza una deteccion rapida de la enfermedad. Recientemente se desarrollaron ensayos
rapidos, se basan en tiras reactivas y aglutinacion con particulas de latex, muy efectivos, pero dificiles de
adquirir por sus altos precios. El objetivo de este trabajo fue obtener un diagnosticador rapido basado en
particulas de latex acopladas a un anticuerpo monoclonal (AcM) contra el lipopolisacarido de V. cholerae
01, el cual se obtuvo en el Instituto Finlay. Se usaron particulas de latex de 0,8 pm en una suspension al
10% a las que se acopl6 durante 2 h a 37°C el AcM a 0,25 mg/mL. Se evalud la sensibilidad, especificidad
y el desempefio en 84 muestras de heces de pacientes con diagnodstico presuntivo de colera. El
diagnosticador que se obtuvo no evidenci6 reactividad cruzada frente a cepas no-Ol1, ni contra otros
enteropatdogenos. El diagnosticador latex presentd valores de sensibilidad, especificidad y eficacia de
97,87; 97,29 y 97,6 % respectivamente, muy similares al diagnosticador comercial CTK-Biotech. El
diagnosticador latex que se obtuvo se puede utilizar en el diagndstico rapido de la enfermedad.

Palabras clave: anticuerpos monoclonales, Vibrio cholerae, diagnéstico, latex.

Introduccion

El coélera es una enfermedad infecto-contagiosa
intestinal aguda, causada por la ingestion de alimentos
o0 agua contaminada con la bacteria Vibrio cholerae. Se
identificaron mas de 200 serogrupos (definidos por el
antigeno somatico O) pero solo los serogrupos Ol y
0139, causan brotes epidémicos, el O1 es el de mayor
incidencia. Las cepas distintas de la Ol y la O139
causan diarrea leve, pero no dan origen a epidemias (1).
La enfermedad es endémica en mas de 50 paises de

diferentes areas de Asia, Africa, el Mediterraneo y mas
recientemente, América Central y del Sur. En otras
regiones se presenta como epidemias muy
desbastadoras con un patrén estacional, aparece de
forma explosiva en varios focos simultdneamente (2).
La incidencia de la enfermedad a nivel mundial
aumentd de manera constante desde el afio 2005,
produce entre 3 y 5 millones de casos de colera por afio
y entre 100.000 y 120.000 defunciones. En el 2012, la
OMS notifico 245.393 casos de cdlera, de ellos mas del
49% se produjeron en la region de las Américas (3, 4).

*Dra. en Ciencias Quimicas, Investigador Titular y Jefa del Grupo de Anticuerpos Monoclonales y Diagnoéstico. Direccion de Investigaciones.
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Cuba, a raiz de la epidemia que ocurrié en Haiti a
finales del 2010, revitaliz6 la vigilancia para el
diagnostico oportuno de la enfermedad y dos afios mas
tarde se detectaron los primeros casos en la provincia
Granma, con 701 casos confirmados en todo el pais
hasta la semana epidemioldgica 8 del 2014 (5, 6).

El coélera es una enfermedad de aparicion brusca, con
periodo de incubacion corto, diarrea de tipo secretora,
copiosa, e indolora, semejantes al agua de arroz (7).
Estos sintomas son producto a que la bacteria produce
una enterotoxina (toxina colérica, TC) que causa una
excesiva secrecion intestinal de agua y electrolitos
(sodio, bicarbonato y potasio) (8).

Cuando la enfermedad comienza, alrededor del 80-90%
de los episodios tienen caracter leve o moderado,
dificiles de distinguir clinicamente de otras
enfermedades diarreicas agudas (EDAs). Sin embargo,
si no se recibe tratamiento oportuno, la enfermedad
evoluciona en horas a la rapida deshidratacion del
enfermo y a la muerte en muchos casos. La
rehidratacion intensiva es la medida mas importante,
con lo cual la mortalidad baja de un 50% a menos de un
0,2% (9, 10).

La apariciébn brusca de la enfermedad, dificil de
diferenciar de otras EDA en los estadios iniciales, con
una rapida y torpida evolucion, que sin un tratamiento
oportuno puede llevar a la muerte en horas, hacen que
el desarrollo de métodos de diagnosticos rapidos,
especificos, sensibles y econdémicos sean de suma
importancia (11). La deteccién temprana de la bacteria,
no solo permite suministrar oportunamente el
tratamiento especifico, sino también iniciar de manera
agil y racional las medidas de control epidemiologico,
pues aunque otras EDAs requieren del mismo
tratamiento de rehidratacion, unicamente cuando se
trata de V. cholerae es indispensable establecer medidas
inmediatas de control epidemioldgico que permitan
limitar la propagacion de la enfermedad (12).

Contradictoriamente la prueba de oro para el
diagnostico de la enfermedad lo constituye el
coprocultivo, que si bien tiene importancia para el
aislamiento y serotipificacién de la bacteria, no tiene
relevancia clinica, pues el resultado de la misma
demora entre uno y tres dias en dar resultados
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confiables. Este procedimiento, ademas, requiere de
una infraestructura de laboratorio relativamente
compleja, cuando en muchos de los paises afectados por
el colera, la disponibilidad de laboratorios con
capacidad para realizar cultivos bacteriologicos es
reducida (11, 13).

En los ultimos afios se desarrollan varios métodos para
el diagnostico rapido de V. cholerae O1 y O139. Los
primeros métodos desarrollados empleaban anticuerpos
policlonales, que permiten identificar la bacteria
directamente a partir de medios de aislamiento
primario. Posteriormente se aument6 la especificidad
de estas pruebas con el desarrollo de AcM especificos
contra diferentes factores de virulencia de la bacteria,
principalmente contra la TC y contra el lipopolisacarido
(LPS) (12). Estos AcM se emplean en diferentes
sistemas diagnosticos, los de mayor uso son la técnica
de aglutinacion y los sistemas inmunocromatograficos,
conocidos como tiras reactivas (dipstick).

Dentro de los diagnosticadores que emplean la técnica
de aglutinacion se encuentran: Cholera Screen® (New
Horizons Diagnostics Corp., Columbia, Maryland,
USA), que se basa en la co-aglutinacion de células de
Staphylococcus aureus recubiertas con un AcM contra
antigenos de V. cholerae O1, Pathogen Detection Kit®
(PDK, Intelligent Monitoring Systems, Gainsville,
Florida, USA), en el que los AcM anti LPS se absorben
sobre particulas de latex y Cholera SMART®
(Sensitive Membrane Antigen Rapid Test, New
Horizons Diagnostics Corp., Columbia, Maryland,
USA) donde los AcM anti LPS que reaccionan con el
V. cholerae O1 presentes en la muestra, se marcan con
oro coloidal (14, 15).

Dentro de las tiras reactivas se encuentran el CTK
Biotech® (OnSite Cholera Ag Rapid Tes, CTK
Biotech, Inc., San Diego, USA) y el SD BIOLINE®
Cholera Ag O1/0139 (SD, Standard Diagnostics, Inc.,
Kyonggi-do, Korea), entre otros (16). Todos estos
métodos revolucionaron el diagnostico de la
enfermedad, son muy efectivos en el diagnostico precoz
de la enfermedad, pero son pruebas muy caras que no
estan al alcance de todos, sobre todo, teniendo en cuenta
que el colera es una enfermedad de paises pobres o sub
desarrollados.
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Cuba, a partir de la aparicion de casos de cdlera en el
2012, compra en el mercado diagnosticadores
comerciales, aun con sus altos precios, por lo que
desarrollar pruebas que permitan el diagnostico rapido
de la enfermedad a un menor costo, constituye un reto
para el pais.

El Instituto Finlay es un centro que se dedica a la
investigacion, desarrollo y produccion de vacunas,
dentro de sus fortalezas se encuentra el tener
experiencia en la obtencion de AcM contra diferentes
microrganismos, entre los que se incluye V. cholerae
(17, 18).

En el afio 2011, Falero y cols obtuvieron un AcM contra
el LPS de V. cholerae O1 (16) con potencialidades para
su uso en el diagnostico de la enfermedad. El objetivo
de este trabajo es obtener un diagnosticador rapido de
colera mediante particulas de latex que se acoplan al
AcM contra LPS de V. cholerae O1.

Materiales y Métodos

Reactivos

Hibridoma productor de AcM anti LPS V. cholerae
O1: El clon 6G1E12F10 se adquirié de la coleccion de
hibridomas, del departamento de AcM vy
diagnosticadores del Instituto Finlay. Se obtuvo segun
Falero y cols (16).

Particulas de latex: Las particulas de poliestireno se
donaron por la firma CPM SA (Italia). Son particulas
de 0,8 um de diametro en una suspension al 10%.

LPS de V. cholerae O1: Se purifico de la cepa C 7258
de V. cholerae O1 Ogawa por el método de fenol-agua.
Present6 una concentracion de 20 pug/mL.

Cepas: Se emplearon cepas de V. cholerae del
serogrupo O1, biotipos Clasico y El Tor, serotipos
Ogawa ¢ Inaba. También se utilizaron cepas de V.
cholerae no Ol y de wvarios enteropatogenos:
Salmonella typhimurium, Salmonella typhi, Shigella
sonnei,  Shigella  flexneri,  Escherichia  coli
enterotoxigénica y Escherichia coli enteropatogénica.
Todas pertenecientes a la coleccion de la direccion de
investigaciones del Instituto Finlay.

12

Produccién in vivo del AcM anti LPS de V. cholerae
01

Para la produccion de AcM se emplearon 25 ratones
BALB/c entre 18 y 20 g de peso, se les administro
0,5 mL de Pristane (Sigma) por via intraperitoneal (ip).
Siete dias después se les inoculd por via ip, las células
del hibridoma 6G1E12F10 anti LPS V. cholerae O1 a
una concentracion de 10° células/mL por animal.

Entre los dias 10 y 12 post-inoculacion de las células,
se realiz6 la extraccion del liquido ascitico por puncion
por via ip. El liquido que se extrajo se centrifugd a
1620 G y se conservo a -20°C hasta su posterior
purificacion y caracterizacion.

Purificacion y caracterizacion del anticuerpo
monoclonal

La purificacion del AcM presente en el liquido ascitico
se realiz6 por cromatografia de afinidad, se emple6 la
columna Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE
Healthcare, Germany), al seguir las recomendaciones
del fabricante.

Al purificarse el AcM se procedioé a su desalinizacion
contra tampon de acoplamiento (glicina 0,1 M / NaCl
0, 17 M pH= 8,2) mediante cromatografia de exclusion
molecular, se utiliz6 una columna empacada con
Sephadex G-25M.

Para determinar la concentraciéon de proteinas se
empled el método del acido bicinconinico, se empled el
estuche comercial BCA™ segtin las recomendaciones
descritas por el fabricante (Pierce, USA.). La pureza se
verific6 mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE)
en condiciones reductoras. Se utilizd6 el gel de
poliacrilamida al 12,5%.

Acoplamiento del AcM anti LPS de V. cholerae O1
a las particulas de latex

Para el proceso de acoplamiento la concentracion del
AcM que se utiliz6 fue de 0,25 mg/mL (se determind
en estudios previos) en tampén de acoplamiento. Por
cada mL de AcM se afiadieron 150 pL de la suspension
de particulas de latex al 10%. La mezcla se incub6 2 h
a 37°C en agitacion orbital. Luego se afiadio albumina
de suero bovino (Sigma) como agente estabilizador y
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tiomersal como preservo para una concentracion final
de 0,2% y 0,02% respectivamente. El reactivo latex
(RL) obtenido se conservé a 4°C hasta su posterior
evaluacion.

Por ciento de acoplamiento (%A): El por ciento de
AcM que se acopld a las particulas latex se calculo
mediante la formula: %A= ((CP-CPL) x 100)/CP;,
donde CPp: Concentraciéon de proteina inicial, CPy.
Concentracion de proteina libre, que se definié como la
concentracion de proteinas del sobrenadante después de
centrifugado el RL.

La concentracion de proteinas se determind por el
método del acido bicinconinico descrito en el acapite
purificacion y caracterizacion del AcM.

Procedimiento de ensayo del reactivo latex
obtenido

La prueba se baso en la aglutinacion de las particulas de
latex acopladas al AcM anti LPS de V. cholerae Ol,
frente al antigeno (LPS) presente en las muestras. Para
realizar la prueba de ensayo, se usd una tarjeta de
aglutinacion con fondo oscuro, donde se colocaron
25 pL de LPS.

Como control negativo se aplicaron 25 pL. de solucion
salina fisioldgica. Se afiadi6 a cada preparacion 25 L
del RL, con el uso de un aplicador plastico se
homogeniz6é la mezcla y se agitd suavemente por
rotacion manual de la tarjeta durante 3 min. Se
consider6 como resultado positivo la aparicion de
grumos hasta 3 min de iniciada la reaccion.

Evaluacion de la especificidad y sensibilidad del
RL

La especificidad y sensibilidad se evalud frente a cepas
de V. cholerae Ol, No Ol vy frente a otros
enteropatogenos  (Salmonella  typhi, Salmonella
typhimurium, Shigella sonnei, Shigella flexneri y
Escherichia coli Enterotoxigénica y enteropatogénica).
Estas se cultivaron en medio caldo triptona soya
(BIOCEN, Cuba) a 37°C y con agitacion a 7 G.

Luego de 4 h, se tomé una muestra para la
determinacion de unidades formadoras de colonias
(UFC) y se procedi6 a la inactivacion de los cultivos a
56°C durante 20 min en un bafio termostatado con
agitacion (HAAKE SWB).

Para la evaluacion de la especificidad y sensibilidad, los
cultivos se ajustaron a 10> UFC/mL y se almacenaron a
4°C hasta su uso. Como control positivo del estudio se
utilizo LPS de V. cholerae.

Sensibilidad analitica: A partir de la suspension de
108 UFC/mL de los cultivos de las cepas que se
mencionaron anteriormente, se prepararon diluciones
seriadas 1:10 con agua.

Cada dilucién se evalud con el RL y se determiné la
mayor dilucion de UFC/mL en la cual se observo
reaccion de aglutinacion.

Evaluacion preliminar del desempefio del RL como
diagnosticador

Muestras: Se estudiaron un total de 84 muestras de
heces provenientes de pacientes en edad pediatrica con
diagnostico presuntivo de colera, estas muestras se

Tabla 1. Tabla de contingencia para el calculo de indicadores del desempefio.

Ensayo de referencia

Ensayo evaluado Resultados positivos Resultados negativos Total
Resultados positivos A B A+B
Resultados negativos C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D

A: Verdaderos positivos o positivos correctamente detectados, B: Falsos positivos, C: Falsos negativos, D: Verdaderos

negativos o negativos correctamente detectados.
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recibieron en el Centro Provincial de Higiene y
Epidemiologia de La Habana, Cuba.

Andlisis de las muestras: Las muestras se analizaron
mediante el RL que se obtuvo, el diagnosticador
comercial CTK Biotech, USA) y el coprocultivo como
prueba de referencia.

(A) Coprocultivo: Las muestras de heces se
enriquecieron en agua de peptona alcalina a pH=8,9-9,1
(APA, 1% de bacto-peptona y NaCl 1%) durante 4-6 h
a 37 °C. Después se tomo una asada de la superficie y
se cultivd en agar tiosulfato con citrato, sales biliares y
sacarosa (TCBS, Difco Laboratories, Detroit, USA).
Luego de 18-24 h de incubacion a 37 °C, las colonias
amarillas caracteristicas de V. cholerae se aislaron e
identificaron mediante técnicas bioquimicas 'y
serolégicas convencionales. Se utiliz6 como control
positivo la cepa V. cholerae O1 (VC 12) y como control
negativo se utilizd la solucion salina fisiologica.

(B) Diagnosticador RL: El procedimiento que se
utiliz6 fue similar al descrito en el acapite
“procedimiento de ensayo del reactivo latex obtenido™.
En este caso se colocaron 25 pL de la muestra de heces
y 25 pL del RL. Como control positivo de la técnica se
usé el LPS de V. cholerae y como control negativo se
utiliz6 solucion salina fisiologica.

(C) Diagnosticador comercial: CTK Biotech (OnSite
Cholera Ag Rapid Test, CTK Biotech, Inc., San Diego,
USA). Se emple6 segin las instrucciones del
fabricante.

Indicadores evaluados: Se evaluo el desempefio de los
dos diagnosticadores (RL y CTK Biotech), cada uno
frente al coprocultivo como ensayo de referencia. Para
esto se confeccionaron las tablas de contingencia 2x2
(Tabla 1) y se calcul6 la sensibilidad (S=(A/(A+C)) x
100%), la especificidad (E= (D/ (B+D)) x 100%) y los
valores predictivos positivos (VPP=(A/(A+B)) x
100%) y negativos (VPN= (D/(C+D)) x 100%) de cada
uno (19).

Estudio de Concordancia: Se utiliz6 el indice Kappa
(K) para evaluar la concordancia de los
diagnosticadores evaluados respecto al coprocultivo
(Tabla 2) (19).
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Tabla 2. Clasificacion del indice de concordancia
Kappa.

Concordancia Indice Kappa

Deficiente <0,20

Regular 0,21-0,40

Moderada 0,41-0,60

Buena 0,61-0,80

Muy Buena 0,81-1,00
Resultados

Obtencion, Purificacion y Caracterizacion del AcM
anti LPS de V. cholerae O1

Se obtuvo un volumen total de 50 mL de liquido
ascitico en los ratones inoculados con el hibridoma anti
LPS de V. cholerae Ol1, equivalente a 2 mL/raton. El
liquido ascitico se purifico por cromatografia de
afinidad y posteriormente se desalinizo (Fig. 1).

El primer pico de la cromatografia de afinidad (Fig. 1
A.I) corresponde a la fraccion no retenida en la columna
(contaminantes del liquido ascitico) y el segundo (Fig.1
A.Il) al AcM eluido a pH=2,7. El perfil B muestra la
fraccion del AcM después de desalinizado contra
tampon de acoplamiento, de esta forma, el AcM quedo
en las condiciones adecuadas para el ensayo de
acoplamiento a las particulas de latex. La concentracion
de proteinas totales del AcM desalinizado fue de 1,8
mg/mL y el recobrado del proceso de purificacion se
estimo en 1,26 mg de AcM por mL de liquido ascitico.
El AcM mostré una alta pureza, lo cual se evidencia en
la Figura 2, se muestra el perfil electroforético de cada
una de las fracciones que se involucraron en el proceso
de purificacion.

El carril 1 corresponde al liquido ascitico, se observa
que ademas de las bandas correspondientes al AcM
existen otros contaminantes. El carril 2 corresponde a
la fraccion inespecifica, se observa la presencia
exclusiva de los contaminantes, lo cual sugiere una
eficiente adsorcion de las inmunoglobulinas a la matriz
de proteina G. El carril 3 muestra al AcM purificado, se
visualizan las bandas correspondientes a las cadenas
pesadas (50 kDa) y ligeras (25 kDa) de la IgG de raton.
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Fig. 1. Perfil cromatografico del proceso de purificacion.
A: Cromatografia de afinidad utilizando la columna
Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare,
Germany): A.I-Fraccion inespecifica; A.Il-Fraccion
especifica (AcM 6G1E12F10 anti LPS V. cholerae O1).
B: Proceso de desalinizacion en Sephadex G-25M.

Acoplamiento del AcM anti LPS de V. cholerae O1
a las particulas de latex

El AcM anti LPS de V. cholera Ol se acopld a las
particulas de latex mediante una metodologia facil y
reproducible, obteniéndose un RL con un porcentaje de
acoplamiento del 100%.

Evaluacion de la especificidad y sensibilidad del
RL

La sensibilidad del RL se evalud frente a diferentes
cepas V. cholerae O1 y al LPS como control positivo,
mostrd una alta sensibilidad, con aglutinacion franca en
todos los casos y con un limite de deteccion de
10> UFC/mL (Tabla 3).
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Fig. 2. Perfil electroforético de la purificacion del AcM
anti LPS V. cholerae O1 que se obtuvo mediante SDS-
PAGE. PPM: Patron de peso molecular. Carril 1: Liquido
ascitico. Carril 2: Fraccion inespecifica. Carril 3:
Fraccion especifica (AcM desalinizado).

De igual forma se evalu6 la especificidad del RL frente
a cepas de V. cholerae no Ol, y frente a otros
enteropatogenos  (Salmonella  Typhi, Salmonella
Typhimurium, Shigella sonnei, Shigella flexneri,
Escherichia coli). Se observa en la Tabla 4, que el RL
presentd una alta especificidad y no se observo
reactividad cruzada en ninguno de los casos.

Desemperio preliminar del RL como
diagnosticador

Se estudiaron un total de 84 muestras de heces que se
analizaron con el RL y con el diagnosticador comercial
CTK Biotech, se comparé cada uno frente al
coprocultivo como ensayo de referencia. Para esto se
confeccionaron las tablas de contingencia 2x2. La
Tabla 5 muestra las tablas de contingencia para cada
diagnosticador. De las 84 muestras que se analizaron
con el RL como diagnosticador, se observd que
47 muestras (55,95%) resultaron positivas y 37 (44,04
%) resultaron negativas al RL, con respecto al total de
muestras que se analizaron (Tabla 5A).
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Tabla 3. Sensibilidad del reactivo latex frente a cepas de Vibrio cholerae

Ol.
Nombre de la Clasificacion Resultados Sens]pllldad
cepa analitica
C7258 O1, El Tor Ogawa positivo
Gamene 01, El Tor Ogawa positivo
C6706 Ol, El Tor Inaba positivo
N16961 Ol, El Tor Inaba positivo
10?> UFC/mL
VCi2 01, Clasico Ogawa positivo
Zaire 01, Clasico Ogawa positivo
VCl13 01, Clasico Inaba positivo
CVDI101 01, Clasico Inaba positivo
Control + LPS positivo 100 ng/mL

De estas 47 muestras positivas al RL, 46 fueron
verdaderos positivos, para un VPP del 97,87 %. De las
37 muestras negativas al RL, 36 fueron verdaderos
negativos para un VPN del 97,29%. Se observé un falso
positivo y un falso negativo para un 1,19% respecto al
total de muestras que se analizaron.

El RL como diagnosticador mostré una sensibilidad del
97,87% y una especificidad del 97,29%. De igual
forma las 84 muestras se analizaron con el uso del
diagnosticador comercial CTK Biotech, del total de
muestras que se analizaron, 54 (64,28%) fueron
positivas y 30 (35,71 %) fueron negativas al CTK (Tabla
5B).

De las 54 muestras positivas al CTK, 47 fueron
verdaderos positivos, para un VPP del 87,03 % y de las
30 muestras negativas al CTK, todas fueron verdaderos
negativos, para un VPN del 100%. Sin embargo, se
observaron 7 falsos positivos respecto al total de
muestras que se analizaron para un 8,33%. El CTK
mostr6 una sensibilidad del 100% y una especificidad
del 81,07%.

Los resultados de los indicadores para ambos
diagnosticadores se muestran en la Figura 3.

Tabla 4. Especificidad del reactivo latex frente a
cepas de V. cholerae no O1 y otros enteropatogenos.

Nombre de la

Clasificacion Resultados
cepa
Playal64 V. cholerae no Ol Negativo
Mariel61 V. cholerae no O1 Negativo
14028 Salmonella typhimurium Negativo
12 Salmonella typhi Negativo
04 Shigella sonnei Negativo
09 Shigella flexneri Negativo
FMUO63880  Cocherichia coli Negativo
enterotoxigenica
FMU043264  Cocherichia coli Negativo

enteropatogénica

16



Tabla 5. Tablas de contingencia. A: Reactivo latex

(RL) y B: CTK Biotech.
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Ensayo de concordancia

En la Tabla 6 se observa que en ambos casos, K fue
superior a 0,81 lo que significa una concordancia muy
buena con respecto al coprocultivo, siendo superior

A
— - ara el RL (19).
Reactivo latex  Coprocultivo Total p (19)
(RL) Positivo Negativo
Positivo 46 1 47
Negativo 1 36 37 .
Tabla 6. Concordancia (Kappa) con respecto al
Total 47 37 84 coprocultivo.
Diagnosticador Coprocultivo
B CTK Biotech 0,836
CTK Biotech - _Coprocultlvo - Total Reactivo Latex 0,930
Positivo Negativo
Positivo 47 7 54
Negativo 0 30 30
Total 47 37 84
120 -
100 A £ Q
N N
S 80 - X
2 \ \
5 60 \ \
S \ \ E Reactivo Latex
£ 40 § \ OCTK Biotech
20 § \
0 N N & &
Sensibilidad Especificidad VPP VPN

Indicadores evaluados

Fig. 3. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de ambos diagnosticadores en comparacion con el coprocultivo.
VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo.
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Discusién

El brote de cdlera que comenzd en el 2010 en Haiti y
que se extendid a la Republica Dominicana, afecto
también a paises de Centroamérica y del Caribe,
incluyendo a Cuba (5, 6). La aparicion de los primeros
casos en el 2012 y la prevalencia de la enfermedad hasta
la actualidad, llevé a las autoridades nacionales y
regionales de salud a tomar medidas para evitar su
expansion (5).

El desarrollo de métodos diagndsticos rapidos,
especificos, sensibles y econdmicos para la deteccion
temprana de V. cholerae Ol es de suma importancia
para el tratamiento oportuno de la enfermedad y para su
control epidemioldgico, sobre todo si tenemos en
cuenta el alto costo que implica movilizar recursos
humanos y poner en marcha las medidas para frenar los
brotes de colera.

En este trabajo se presenta la obtenciéon de un
diagnosticador rapido de cdlera, que se basé en un AcM
contra el LPS de V. cholerae O1, desarrollado en el
Instituto Finlay, el cual se acoplo a particulas de latex.
El RL se obtuvo por una metodologia sencilla, con un
100% de acoplamiento. La funcionabilidad del mismo
se basa en la aglutinacion que ocurre cuando las
particulas de latex acopladas al AcM reaccionan con el
LPS de V. cholerae O1 presente en las muestras.

Los resultados del presente estudio muestran que el RL
que se obtuvo presenta una alta sensibilidad y
especificidad, no se evidencié reactividad cruzada al
evaluarse frente a cepas de microorganismos
productores de otras EDAs como son: Salmonella
Typhi, Shigella sonnei, Shigella flexneri, y Escherichia
coli.

En los estadios iniciales del colera los episodios de
diarreas son muy similares a los que se producen por
otras EDAs, por lo que contar con un diagnosticador
capaz de reaccionar de forma especifica frente al
V. cholerae Ol y discriminar entre otros
enteropatégenos es un resultado de gran valor
diagnostico. Es esta una de las ventajas del uso de AcM
sobre los anticuerpos policlonales, asi como la afinidad
por el antigeno (1), lo cual reafirma el uso de AcM
como reactivos diagnosticos.
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Otro de los resultados importantes lo constituye el valor
de sensibilidad analitica del RL: 10> UFC/mL. Este
valor es similar al que obtuvieron Choo y cols (18),
donde usan el AcM del Instituto Finlay, pero acoplado
a nanoparticulas de oro, se basa en el principio de
inmunocromatografia. Sin embargo, el valor de
sensibilidad analitica del RL es muy superior a los que
se declaran para otros diagnosticadores comerciales,
como el CTK Biotech 10° UFC/ml, Cholera-SMART®
y PDK 107 UFC/mL (12). La alta sensibilidad del RL,
permitird su uso en el futuro, no solo como
diagnosticador de la enfermedad, sino también como
reactivo para la deteccion de cepas de V. cholerae Ol
en muestras de agua y alimentos, las cuales constituyen
las principales fuentes de infeccion para el humano.

Como parte del estudio también se realiz6 una
evaluacion preliminar del desempefio del RL como
diagnosticador. Para esto se estudiaron un total de 84
muestra de heces provenientes de pacientes en edad
pediatrica con diagnéstico presuntivo de cdlera,
recibidas en el Centro Provincial de Higiene y
Epidemiologia de La Habana, Cuba. Las muestras se
analizaron con el RL que se obtuvo en este estudio y el
diagnosticador comercial de CTK Biotech (USA),
ambos comparativamente con el coprocultivo, como
prueba de oro en el diagndstico de la enfermedad. Se
utilizo el CTK Biotech, por ser el diagnosticador que en
el momento del estudio, se utiliza en los centros de
salud publica de Cuba para el diagnéstico de Ia
enfermedad. En el estudio preliminar del desempefio, el
RL como diagnosticador presentd valores elevados de
sensibilidad, especificidad y concordancia al
compararse con el coprocultivo. Aunque con el uso del
diagnosticador comercial CTK Biotech se obtuvieron
valores de sensibilidad del 100%, 7 muestras
presentaron resultados falsos positivos, por lo que la
especificidad, el wvalor predictivo positivo y la
correlacion con el coprocultivo fueron menores que los
obtenidos con el RL.

Resultados similares declararon Choo y cols (18),
donde obtuvieron un 92,95% de sensibilidad y un 100%
de especificidad, con la tira reactiva al utilizar el AcM
del Instituto Finlay. Otros diagnosticadores Cholera-
SMART®y PDK, en el estudio de campo que realizaron
Bolafios y cols (12), mostraron valores de sensibilidad
y especificidad del 100% para el SMART, mientras que
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el PDK presentd valores de 100% y 85,7 %
respectivamente.
Conocer que el RL se puede utilizar como

diagnosticador de la enfermedad es un logro, sobre todo
por los valores que se alcanzaron de especificidad,
sensibilidad, limite de deteccion y concordancia con el
coprocultivo, estando a nivel de los indicadores de
varios de los diagnosticadores comerciales que se
utilizan a nivel mundial. Por otra parte, hay que tener
en cuenta que los diagnosticadores rapidos en general y
el RL en particular son pruebas que se disefian para el
tamizaje, por lo que su empleo no excluye la necesidad
de realizar otras pruebas para tipificar la bacteria
(serogrupo, serotipo, biotipo), identificar la toxina
colérica, vigilar la resistencia a los antibidticos y
realizar estudios filogenéticos, todo ello de gran
importancia frente a los brotes de la enfermedad.

Conclusiones

Se obtuvo un diagnosticador de colera, su tecnologia se
baso en un AcM anti LPS V. cholerae O1 que se acopld
a particulas de latex. EI RL que se obtuvo permitira
llegar a un diagnéstico certero de colera en poco
tiempo, ademas no requiere de instrumental complejo,
ni de personal técnico altamente calificado y tiene un
desempefio satisfactorio en condiciones preliminares de
campo. Los resultados demostraron que el RL tuvo
valores de especificidad y sensibilidad similares a otros
diagnosticadores, con posible reduccion de los costos
actuales del diagnodstico de la enfermedad. Permite
recomendar su empleo para la vigilancia del colera en
Cuba y en areas con escasos recursos, en las que esta
enfermedad constituye un grave problema de salud
publica. Sin embargo, se recomienda estudiar el
desempefio a partir de protocolos aprobados por los
organismos regulatorios como el Centro para el Control
Estatal de los Medicamentos y Dispositivos Médicos
(CECMED) y los centros evaluadores como el Instituto
Pedro Kouri y el Centro Provincial de Higiene y
Epidemiologia, asi como producir los lotes para realizar
estudios de estabilidad.
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Obtaining of a rapid diagnostic test for Cholera, based on latex
particles coupled with a monoclonal antibody against Vibrio cholerae
O1 lipopolysaccharide

Abstract

Cholera is an acute contagious intestinal disease caused by ingestion of food or water contaminated
with O1 and O139 serotypes of the bacterium Vibrio cholerae. Cholera is characterized by abundant
secretory diarrhea leading to dehydration. Death occurs within hours without treatment, so early
diagnosis is very important, especially at the beginning of the disease, because it is difficult to
differentiate from other acute diarrheal diseases. The diagnostic golden test is the stool culture;
however, it does not guarantee a rapid detection of the disease. Rapid tests have been recently
developed; they are based on test strips and agglutination with latex particles, which are very
effective, but difficult to acquire for their high prices. The objective of this research was to obtain a
quick assay based on latex particles coupled with a monoclonal antibody (mAb) against V. cholerae
O1 lipopolysaccharide obtained in Finlay Institute. Latex particles of 0.8 um were used in a 10%
suspension, and they were coupled to the mAb (0.25 mg/ml) for 2 hours at 37°C. The sensitivity,
specificity and performance were evaluated in 84 stool samples from patients with presumptive
diagnosis of cholera. The diagnostic test obtained showed no cross-reactivity against no-O1 strains
and other enteropathogens. Latex diagnostic test showed values of sensitivity, specificity and
efficacy 0f 97.87; 97.29 and 97.6% respectively, very similar to the commercial diagnostic test CTK-
Biotech. The latex reagent obtained can be used in the rapid diagnosis of the disease.

Key words: monoclonal antibodies, Vibrio cholerae O1, diagnostic, latex.
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