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Resumen

El célera es una de las enfermedades diarreicas mas graves, responsable de causar al menos siete pandemias en el mundo. Entre
los factores de virulencia asociados a esta enfermedad se encuentra la toxina del cdlera, codificada por el gen ctx4 y el pilus corre-
gulador de toxina codificado por el gen tcpA, que juega un papel importante en la patogenicidad.

OBJETIVO. Validar una técnica de pcr multiplex para el diagnostico de Vibrio cholerae toxigénica basado en la deteccion de los genes
Ve-m, ctxA y tepA.

METODOS. La validacion de la técnica se realizd en el Laboratorio de Enteropatégenos, del Instituto Nacional de Salud, a partir de
ensayos de Pcr convencional (Vc-m) y pcr multiplex (ctxA-tcpA), asi como la estandarizacion del pcr multiplex con tres blancos (Ve-m/
ctxA/tcpA). La validacion se realizéd con 51 aislados clinicos de Vibrio cholerae toxigénica (ctx4) y 31 cepas de distintos géneros no
productora de ctxA. Se determind el rango de trabajo, la selectividad, la robustez, la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo y el valor predictivo positivo de la técnica.

RESULTADOS. Se valid6 la metodologia y se obtuvo un rango de deteccién que abarca de la dilucion 10° a 102 La robustez fue
optima al modificar diferentes variables. Se obtuvo 100% de inclusividad, exclusividad, precision analitica, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo, asi como la sensibilidad y especificidad.

CONCLUSIONES. La estandarizaciéon y posterior validacion de la pcr multiplex (Ve-m/ctxAltepA), realizada por operadores distintos,
corroboré los pardmetros considerados y confirmé la repetibilidad y reproducibilidad de la técnica, por lo tanto provee una técnica
répida, precisa, segura y selectiva para la identificacion de cepas de Vibrio cholerae toxigénica de aislados clinicos luego de un
aislamiento primario.

Palabras clave: validacién, rcr, Vibrio cholerae, toxina del cdlera (fuente: pecs BIREME).

Abstract

Cholera is one of the most serious diarrheal diseases, responsible for causing at least seven pandemics in the world. Among
the virulence factors associated with this disease is cholera toxin, encoded by the ctxA gene and the pilus coregulator of toxin
encoded by the tcpA gene, plays an important role in pathogenicity.

OBJECTIVE. To validate a multiplex pcr technique for the diagnosis of toxigenic Vibrio cholerae based on the detection of Ve-m,
ctxA and tcpA genes.

METHODS. The validation of the technique was carried out in the National Institutes of Health's Laboratory of Enteropathogens,
using conventional pcr (Vc-m) and pcr multiplex (ctxA-tcpA) assays, and the standardization of multiplex pcr with three targets
(Ve-m/ctxAltcpA), validation was performed with 51 clinical isolates of toxigenic Vibrio cholerae (ctxA) and 31 non-ctxA-producing
strains of different genera. The range of work, selectivity, robustness, sensitivity, specificity, positive predictive value and positive
predictive value of the technique were determined.

RESULTS. The methodology was validated, obtaining a detection range ranging from 10° dilution to 102 Robustness was optimal
when modifying different variables. We obtained 100% inclusivity, exclusivity, analytical precision, positive predictive value and
negative predictive value, as well as sensitivity and specificity.

CONCLUSIONS. The standardization and subsequent validation of multiplex pcr (Ve-m/ctxAltcpA), performed by different opera-
tors, corroborates the parameters considered, confirmed the repeatability and reproducibility of the technique, thus providing
a fast, safe and selective for the identification of toxigenic Vibrio cholerae isolates from clinical isolates after primary isolation.
Keywords: validation, rcr, Vibrio cholerae, cholera toxin (source: mMesH NLM).
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Intfroduccidon

El célera es una de las enfermedades diarreicas més graves,’
responsable de causar al menos siete pandemias distintas
de célera ocurridas desde 1817.2% Se conocen mas de 200
serogrupos de Vibrio cholerae, pero sélo O1y 0139 causan
epidemia y pandemia de célera.*®

Entre los factores de virulencia, la toxina del colera
(cT) codificada por el gen ctxA es el principal factor de virulen-
cia de Vibrio cholerae toxigénica, demostrada en 1959:°y la
toxin coregulated pilus (Tcp) es el receptor para ct codificado
por el gen tcpA y juega un papel importante en la coloniza-
cion intestinal.”-®

Por otra parte, ctxA y tcpA no se expresan comun-
mente en cepas ambientales.'® En la mayoria de serogrupos
01y 0139, la expresiéon de estos genes es critica para la
patogenicidad,'"'? los cuales se han relacionado con brotes
epidémicos, aunque ciertos reportes indican que algunas
de estas cepas no tienen la toxina causante del colera.’

El diagnostico de rutina por laboratorio de Vibrio
cholerae, segun el Manual para la identificacién y pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos de patégenos bac-
terianos de la owms, se basa en el aislamiento vy tipificacién
microbiolégica mediante el uso de medio selectivo (1cBs)
y pruebas bioquimicas.’”® Una desventaja de los métodos
bioguimicos para la deteccién de Vibrio cholerae es que re-
quieren entre dos a siete dias para confirmar el diagnostico.
En la deteccidn del célera es importante una prueba rapida,
por lo que el tiempo es un factor critico para determinar la
utilidad de cualquier método de deteccion. Ademas son ne-
cesarios técnicos expertos para el proceso de las pruebas,
experiencia de la que no se dispone en todos los laborato-
rios.’®"” Por lo tanto, la facilidad de uso y la velocidad son
factores importantes en la creacién de un nuevo método
de deteccion.

Los avances en técnicas de biologia molecular han
abierto la posibilidad de un diagnoéstico més répido y espe-
cifico a través de la pcr convencional y la pcr duplex, que
permiten identificar y caracterizar los factores de virulencia
de Vibrio cholerae.'®?? Las pruebas de deteccion basadas
en PCR son rapidas y sensibles técnicas de diagnostico pri-
mario y patogenicidad, en las que los genes especificos del
biotipo, por ejemplo, Ve-m (16S-23S) se utilizan para identi-
ficar la presencia de V/ cholerae, 8232 y ctxA, tcpA'® se usan
para identificar los factores de virulencia, como la toxina del
célera.

El objetivo del presente estudio es estandarizar y
validar una técnica de pcr multiplex para el diagnoéstico de
Vibrio cholerae toxigénica basado en la deteccién de tres
genes; a través de la identificacion de un fragmento espe-
cifico para Vibrio cholerae que pertenece a una regién del
operdn rrNA especifica de la proteina de membrana externa,
de las regiones espaciadoras intergénicas (Irss) localizadas
entre 16S y 23S del r abN (Ve-m). Para detectar la presen-
cia de la toxina del célera se amplifica un fragmento del
gen ctxA, el cual codifica para la subunidad A de la toxina.
Asimismo se amplifica un fragmento del gen tcpA que co-
difica la proteina efectora (subunidad del pili) especifico del
biotipo El Tor.?®
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Materiales y métodos

Cepas

Se selecciond un total de 82 cepas: 51 de Vibrio cholerae toxi-
génicay 31 de distintos géneros no productores de ctxA (cua-
dro 1). Las cepas de Vibrio cholerae atcc 14033 (Serovar O1,
biotype El Tor, serotype Inaba) y Escherichia coli atcc 25922
(sin factores de virulencia) se utilizaron como controles po-
sitivo y negativo, respectivamente. Las cepas usadas fueron
caracterizadas mediante cultivo microbiolégico, y pruebas
bioguimicas y serolégicas.?* Asimismo, la presencia de Vibrio
cholerae se determiné mediante un pcr convencional Vc-m,®
y los factores de virulencia (ctxA y tcp) se establecieron me-
diante un pcr multiple.’® El producto de pcr del 20% de las
cepas caracterizadas por estas pruebas fueron secuenciadas,
y la identidad de las secuencias segun el GenBank correspon-
den a ctxA, tcpA y Ve-m de Vibrio cholerae toxigénica, por lo
que se considerd también como prueba de oro.

Preparacion de muestras de AbN

Para la extraccién répida de Abn de las cepas de Vibrio chole-
rae toxigénica y de otros géneros, se tomaron de tres a cua-
tro colonias de un aislamiento en agar tripticasa de soya (TsA)
y se prepard una suspension de 500 uL en agua de calidad
molecular, a partir de la cual se realizaron diluciones con un
rango de 10° a 10°% en volimenes de 500 uL, estas suspen-
siones fueron sometidas a 100 °C durante 10 minutos, los
tubos se centrifugaron a 12 mil rpm durante dos minutos. Se
conservé el sobrenadante para ser utilizado como blanco en
la técnica de pcr multiplex.?*

Estandarizacion de la pcr multiplex

La estandarizacion de la pcr multiplex se realizé a partir del
conocimiento de las condiciones de las dos Pcr originales.
pcr de la secuencia de un fragmento especifico para la de-
teccion de Vibrio cholerae: se utilizé la pcr descrita por Chun
y colaboradores en 1999, con algunas modificaciones de
Caffer en 2007.?* Este ensayo amplifica un fragmento de la
secuencia correspondiente a una regién del operdn rena, de
las regiones espaciadoras intergénicas (Irss) localizadas en-
tre 16S y 23S del rapn, obteniéndose una banda de 300pb.
Los que se utilizaron primero fueron: pvc-F2-TTAAGCSTTTTCRCTGA-
GAATG Y pVCmM-R 1-AGTCACTTAACCATACAACCCG.

La pcr se llevd a cabo en un volumen final de 25 L,
conteniendo buffer de pcr, -Mg 1X (Thermo Fisher Scientific),
2 mM de MgCl, (Thermo Fisher Scientific), 0.8 mM de la mez-
cla de dntp's (Thermo Fisher Scientific), 0.8 uM de cada uno
de los primers de Vc-m (pve-F/pvem-r1), 1.25 U de Tag Abn po-
limerasa bU/uL (Thermo Fisher Scientific), 13.25 uL de agua
calidad molecular y finalmente 2 uL de abN; como control po-
sitivo y negativo se utilizé el aon de Vibrio cholerae atcc 14033
(Ve-m/ctdAltcpA) y Escherichia coli atcc 25922 sin factores de
virulencia, respectivamente. Ademas se utilizaron 25 ulL de la
mezcla de reaccién de Pcr sin ADN como control del sistema.
La amplificacién consistid en una primera desnaturalizacion
de 2 min a 94 °C, seguida de 30 ciclos, cada uno de ellos
compuesto por 45 s de desnaturalizacion a 94 °C, 45 s de ali-
neamiento a 60 °C y 45 s de extension a 72 °C. La extension
final fue de 10 min a 72 °C.
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VALIDACION DE UNA TECNICA DE PCR MULTIPLEX PARA LA DETECCION DE VIBRIO CHOLERAE

Cepas de Vibrio cholerae productoras de toxina g;;:t\d;oclepcs de distintos géneros no productoras de cixA
Cepa Serotipo | Genotipo Cepa Serotipo | Genotipo Microorganismo Cepa
1-532-92 | O1Inaba | Ve-m/ctAltep | 1.1336-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | Salmonella enteritidis 6.077-12
1-5101-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1345-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | Salmonella typhimurium | 1.148-12
1-5132-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1354-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Salmonella infantis 1.276-12
1-5211-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.1594-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.020-13
1-7442-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1600-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp | Enterobacter agglomerans | 1.082-13
1.0324-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltep | 1.1610-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctAltep Salmonella infantis 1.291-12
1.0747-92 | O1 Inaba | Ve-mictdAltep | 1.1618-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.090-13
1.0748-92 | O1Inaba | Ve-m/ctAltep | 1.1661-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 1.297-12
1.0792-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctdAltep | 1.1901-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.097-13
1.0811-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAjtcp | 1.1905-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 1.314-12
1.0817-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.2577-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella dublin 1.328-12
1.0819-92 | O1 Ogawa | Ve-mictdAltep | 1.2660-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.103-13
1.4696-12 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.2661-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Shigella flexneri 2a 1.279-13
1.4730-12 | O1 Ogawa | Ve-m/ictdAltep | 1.2665-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 1.332-12
1-672-92 | O1Inaba | Ve-m/ctxAltep | 1.2677-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep Shigella flexneri 1b 1.280-13
1-5098-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | 1.2684-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp | Escherichia coli O157:H7 | ops-191
1-5341-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | 1.2770-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella infantis 1.366-12
2-5367-92 | O1Inaba | Ve-m/ctxAltcp | 1.2772-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella infantis 1.414-12
1.1642-92 | O1 Ogawa | Ve-mictdAltep | 1.2773-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Shigella sonnei | 1.282-13
1.6892-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep | 1.2778-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp | Salmonella typhimurium | 2.484-12
1.0875-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Shigella sonnei | 1.284-13
1.2444-92 | O1 Inaba | c-m/ctxAltcp Salmonella infantis 2.547-12
2.2798-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Shigella flexneri 3a 1.596-13
1.0242-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 2.548-12
1.0344-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltep Escherichia coli 1.558-12
1.2432-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Salmonella enteritidis 2.585-12
1.2427-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltep Salmonella infantis 1.725-12
1.2417-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 2.317-13
1.0207-92 | O1 Ogawa | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.697-11
1.0214-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.600-11
1.0316-92 | O1 Inaba | Ve-m/ctxAltcp Escherichia coli 1.607-11
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Pcr multiplex del gen ctxA/tcpA: se utilizd la pcr descrita por
Mehrabadi y colaboradores,' con algunas modificaciones
de Caffer.?* Este ensayo amplifica un fragmento del gen ctxA
que codifica para la subunidad de la toxina. Por otro lado,
se amplifica un fragmento del gen fcpA que codifica para la
proteina efectora (subunidad del pili), obteniéndose bandas
de 564pb (ctxA) y 451pb (tcpA). Los que se utilizaron primero
fueron: cT 94F-CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG, CT 614R-CGATGATCTTGGAG-
CATTCCCAC, TCP-72F- CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG Y TCP 477R-CGAAAG-
CACCTTCTTTCACGTTG.

La pcr se llevd a cabo en un volumen final de 25 ul,
conteniendo buffer de pcr, -Mg 1X(Thermo Fisher Scientific), 2
mM de MgCl, (Thermo Fisher Scientific), 0.8 mM de la mezcla
de dntP's (Thermo Fisher Scientific), 0.4 uM de cada uno de los
primers de ctxA (cT 94F/cT 614R), 0.4 uM de cada uno de los pri-
mers de tcpA (tcp 72r/tcp 477r), 1.25 U de Taqg AbN polimerasa
(Thermo Fisher Scientific), 13.25 uL de agua calidad molecular
y finalmente 2 uL de apbn; como control positivo y negativo
se utilizé el abN de Vibrio cholerae atcc 14033 (Ve-m/ctdA/tep)
y Escherichia coli atcc 25922 sin factores de virulencia, res-
pectivamente. Ademas se usaron 25 ul de la mezcla de reac-
ciéon de Pcr sin ADN como control del sistema. La amplificacién
consistié en una primera desnaturalizacion de 2 min a 94 °C,
seguida de 30 ciclos, cada uno de ellos compuesto por 45 s de
desnaturalizaciéon a 94 °C, 45 s de alineamiento a 60 °Cy 45 s
de extensién a 72 °C. La extension final fue de 10 min a 72 °C.
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Estandarizacién de la rcr multiplex Ve-m/ctxAltcp: se
partié con las condiciones descritas por Caffer® La pcr se
llevd a cabo en un volumen final de 25 L, buffer de pcr, -Mg
1X (Thermo Fisher Scientific), 2 mM de MgCl, (Thermo Fisher
Scientific), 0.2 mM de mezcla de dntp (Thermo Fisher Scienti-
fic), 0.8 uM de cada uno de los primers de Vc-m (pvc-F/pvem-
r1), 0.4 uM de cada uno de los primers de ctxA (cT 94F/cT
614R) (cuadro 2), 0.4 uM de cada uno de los primers de tcpA
(Tcp 72F/1cP 477R), 1.25 U de Taq AbN polimerasa (Thermo Fis-
her Scientific), 9.3 uL de agua calidad molecular y finalmente
2 uL de abN; como control positivo y negativo se utilizé el Abn
de Vibrio cholerae atcc 14033 (Ve-m/ctxAltep) y Escherichia
coli atcc 25922 sin factores de virulencia, respectivamente.
Ademas se utilizaron 25 ul de la mezcla de reaccion de pcr
sin ADN como control del sistema. La amplificacion consistid
en una primera desnaturalizacion de 2 min a 94 °C, seguida
de 30 ciclos, cada uno de ellos compuesto por 45 s de des-
naturalizacion a 94 °C, 45 s de alineamiento a 60 °C y 45 s de
extensién a 72 °C. La extension final fue de 10 min a 72 °C.

Anélisis de los productos de rcr: los productos de la
PCR Se analizaron en corridas electroforéticas empleando ge-
les de agarosa al 2% (p/v). Las corridas se realizaron a 100
V durante 40 min. Los geles de agarosa fueron tefiidos con
bromuro de etidio 1ug/mL (Fluka Biochemika) durante 15
minutos. Los resultados se analizaron y fotodocumentaron
mediante un transiluminador (Vilber Lourmat, Torcy, Francia).

Cuadro 2
Secuencia de los oligonucleétidos iniciadores utilizados en la técnica de rck miltiplex para la deteccion de los
genes Vc-m/cixA/tcpA

Primers | Gen blanco Secuencia de (?Iig{onuclec')tidos Tamano (.:ic.-ztl frr?\(::]mento de Referencia
(5'-3") amplificacion (pb)

pvC-F2 Ve-m 5" TTAAGCSTTTTCRCTGAGAATG 3' 300 19
pvem-r1 5’ AGTCACTTAACCATACAACCCG 3'

TCcP 72F tcpA B’ CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG 3 451 19
TcP 477R 5’ CGAAAGCACCTTCTTTCACGTTG 3

cT 94F CtXA 5" CGCGCAGATTCTAGACCTCCTG 3' 564 18

cT 614R B’ CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC 3

Validacion de la pcr Ve-m/ctxA/tcpA+

« Rango de trabajo

Se utilizd la cepa de Vibrio cholerae arcc 14033 (Ve-m/

ctxA/tcp) en diluciones que abarcan desde 10° a 10°.
La cepa Escherichia coli atcc 25922 sin factores de vi-
rulencia se utilizd como control negativo (10°). La pcr
multiplex se repitié por cuadruplicado, en cuatro dias
distintos por el mismo operador, empleando el mismo
equipamiento y los mismos reactivos. Se determind el li-
mite de deteccidn para la pcr multiplex (Ve-m/ctxA/tcpA).
» Selectividad
Se realizaron amplificaciones de todas las cepas Vi-
brio cholerae toxigénica y cepas de distintos géneros

no productoras de ctxA (cuadro 1), empleando como
blanco el AbN correspondiente a la dilucién 10°. Como
controles se emplearon las cepas de Vibrio cholerae
arcc 14033 y Escherichia coli atcc 25922. La pcr mul-
tiplex (Ve-m/ctxAltcpA) se repitié por quituplicado, en
cinco dias distintos por dos operadores diferentes,
empleando el mismo equipamiento y los mismos
reactivos.
* Robustez

Se utilizé la cepa de Vibrio cholerae atcc 14033 (Ve-m/
ctxAltecpA), asi como 10 cepas referenciales prove-
nientes de aislamientos clinicos cuya identidad de las
secuencias gendémicas de sus amplificados corres-
ponden a ctxA, tcpA y Ve-m de Vibrio cholerae segun
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el GenBank (1.5632-92, 1.5132-92, 1.5211-92, 1.034-92,
1.079-92, 1.0811-92, 1.0817-92, 1.4696-92, 1.4730-92)
(cuadro 1), también se utilizd una cepa de Escherichia
coli atcc 25922 (sin factores de virulencia). Los ensa-
yos se realizaron por quintuplicado, se identificaron
aquellas variables que puedan afectar el desempeno
del ensayo, con operador distinto, dias diferentes de
realizacion del ensayo, se utilizo el termociclador 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems).
* Analisis estadistico

Para determinar la utilidad del pcr multiplex (Ve-m/
ctxA/tcpA) como prueba diagnostica para Vibrio cho-
lerae se compararon los resultados con los obtenidos
en la pcr simple (Ve-m) y la pcr mlltiplex (ctxA/tcpA)
antes descritos.

VALIDACION DE UNA TECNICA DE PCR MULTIPLEX PARA LA DETECCION DE VIBRIO CHOLERAE

La sensibilidad, especificidad, indice de Youden,
los valores predictivos positivos y negativos de las prue-
bas diagnoésticas fueron calculados utilizando el progra-
ma para analisis epidemioldgico de datos tabulados
EPIDAT version 3.1 en un intervalo de confianza de 95%.

Ademas se usé la prueba de indice de Kappa
de Cohen para evaluar el nivel de concordancia de la
PcR multiplex (Vc-m/ctxA/tcpA) con la pcr simple (Ve-
m)y lapcr multiplex (ctxA/tcpA), también se utilizé este
estadistico para evaluar la concordancia entre los dos
analistas en los criterios evaluados. Para determinar si
la proporcion de los resultados fueron iguales en los
cinco dias de evaluacion, se utilizé el estadistico de a
de Cochran. Estos anélisis estadisticos se realizaron
con el programa sTata versiéon 14.0.

Cuadro 3
Contingencia para el andlisis estadistico de los resultados
Pcr simple (Vc-m)
Positivo Negativo
PCR multiplex Positivo A (vP) B (FP) A+ B
(Ve-m/ctxA/tcpA) Negativo c (FN) D (VN) c+D
Total A+cC B+D
PcrR Duplex (ctxA/tcpA)
Positivo Negativo
PCR multiplex Positivo A (vP) B (FP) A+ B
(Ve-m/ctxA/tcpA) - Negativo c (FN) D (WN) c+p
Total A+cC B+D

Resultados

Estandarizaciéon de la pcr multiplex Vc-m/
CtXA/tcp

Se comenzd por evaluar el comportamiento de cada par de
primer en las condiciones que se emplearian en la pcrR multi-
plex. Para ello se prepard una mezcla de reactivos que conte-
nian soélo primers que hibridaban con la secuencia de Ve-m y
otras que hibridaban con ctxA/tcpA. En las condiciones estan-
dares detalladas se produjo una amplificacién adecuada de
las secuencias seleccionadas.

Cuando se emplearon todos los primers en la misma
reaccion para realizar la pcr multiplex (Vc-m/ctxA/tcpA), se ob-
tuvo una buena amplificacién en dos bandas (V-cm y tcpA),
sin embargo, la intensidad de la tercer banda (ctxA) indicaba
un desempeno subdptimo de la amplificacion en el formato
multiplex y, por lo tanto, la necesidad de mejorar la sensibili-
dad de la reaccion. Con este objetivo se analizaron los cam-
bios posibles en las condiciones de reaccién y se realizaron

distintas experiencias para evaluarlos. Las modificaciones
consideradas fueron: distintas temperaturas de alineamiento
o hibridacién, diferentes concentraciones de MgCl, y distintas
concentraciones de dNTP's.

A continuacién se detallan los resultados obtenidos al
modificar cada una de las condiciones indicadas.

e Temperatura de alineamiento (hibridacion).
Se realizaron ensayos en los que se emplearon dis-
tintas temperaturas cercanas a las 6ptimas para cada
par de primers. Se determiné que a 61 °C durante 45
segundos se obtiene la mayor sensibilidad e intensi-
dad de las bandas para cada uno de los amplicones.

«Concentracién de cloruro de magnesio
(MgCl,). Se hicieron ensayos utilizando distintas
concentraciones de cloruro de magnesio. El limite de
deteccion de cada uno de los amplicones mejoré de
forma significativa con el cambio en la concentracion
de MgCl,, cuando se utilizé a una concentracion final
de 3 mM.
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*Concentracion de dnTpP’s. Se llevaron a cabo en-
sayos utilizando distintas concentraciones de dnTP's.
El limite de deteccion de las bandas no varié en los
rangos de concentracion de 0.2 a 0.6 mM, sin embar-
go, cuando se utilizé a una concentracién final de 0.8
mM, esto derivd en una mejoria notable en la detec-
cién de las tres bandas.

Con base en todas las experiencias anteriores, las concentra-
ciones finales de los reactivos de la pcr multiplex (Ve-m/ctxA/
tcpA) quedaron definidas de la siguiente forma.

Para un volumen final de 25 uL: buffer de pcr, -Mg 1X
(Thermo Fisher Scientific), 3 mM de MgCl, (Thermo Fisher
Scientific), 0.8 mM de la mezcla de dntP's (Thermo Fisher
Scientific), 0.8 uM de cada uno de los primers de Vc-m (pvc-F/
pvcm-r1), 0.4 uM de cada uno de los primers de ctxA (cT 94F/
cT 614R), 0.4 uM de cada uno de los primers de tcpA (1cp
72r/tce 477R), 1.25 U de Taq AbN polimerasa (Thermo Fisher
Scientific), se utilizaron 2 uL de ApN y capacidad suficiente de
agua calidad molecular para 25 L.

Figura 1
Electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/V) de los
productos de las reacciones de PCR Vc-m, PCR
cixA-tcpA y PCR Vc-m-ctxA-tcpA. Limite de deteccion
para los tres PCR

1 2 3 4 5 6 7 8

Como templado se utilizd ADN obtenido de la lisis de Vibrio

cholerae ATCC 14033 en diluciones equivalentes a 10-0 a 10-5

bacterias/reaccién. Carril 1: Marcador de tamano de pares de

base (pb). Carriles del 2-7: rango de diluciones que van de 10-0
a 10-5. Carril 8: Escherichia coli ATCC 25922 10-0.

ENF INF MICROBIOL 2019 39 (1): 19-27

Validaciéon de la pcr Ve-m/ctxA/tcp

«Rango de trabajo
La cepa de Vibrio cholerae Atcc 14033 analizada tanto
por las pcr simples como por la pcr multiplex, presen-
té un rango de deteccidon que abarca desde la dilucion
10°a 102 Esto indica que se lograron las condiciones
Optimas de la pcr multiplex para conservar la sensibi-
lidad de las reacciones individuales (figura 1). La cepa
analizada presenté como limite de deteccion la dilu-
cién correspondiente a 107", Los resultados obtenidos
con la cepa Escherichia coli atcc 256922 (sin factores
de virulencia) fueron negativos.

« Selectividad
Inclusividad. La totalidad de las cepas de Vibrio chole-
rae toxigénica estudiadas presentaron las bandas es-
peradas para los genes correspondientes, al utilizar el
ADN equivalente a la dilucién 10°. Asi, las cepas presen-
taron bandas de 300 pb (Vc-m), 4571 pb (tcpA) y 564 pb
(ctxA). Parte de los resultados se muestra en la figura 2.

Figura 2
Inclusividad de la técnica de rcr multiplex para la

deteccionde , ... . .

3940 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
—564pb —>451pb —>300pb

Carriles 1, 20 y 39: marcador de tamano de pares de base
(pb), carriles del 2 al 19, 21 al 38 y del 40 al 54-: cepas de Vibrio
cholerae proveniente de aislados clinicos. Carril 55:
Escherichia coli aicc 25922. Carril 56: cepa de Vibrio cholerae
atcc 14033. Carril 57: control del sistema.
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* Exclusividad
La totalidad de las cepas de distintos géneros no pro-
ductoras de ctxA no presentaron sefal positiva para
los fragmentos gendmicos evaluados, al utilizar el AbN
correspondiente a 10°,

En este criterio de validacién los ensayos fue-
ron llevados a cabo por dos operadores y se evalud
la concordancia de la técnica de pcr multiplex (Vc-m/
ctxA/tcpA). Mediante el estadistico de Kappa de Co-
hen se obtuvo un valor de 1 verificando que existe
una alta concordancia entre los dos operadores.
También se pudo evaluar la significacidon obteniendo
el estadistico z con un valor de 13.04 y la prueba chi
2 de independencia observando un valor significativo
(p <0.05).

Mediante el estadistico de a de Cochran se
pudo determinar que la proporcién de casos nega-
tivos detectados por la prueba pcr multiplex (Ve-m/
ctxA/tcpA) presentd una proporcion de 33:1, ademas
fue posible determinar que no existieron diferencias
significativas en los resultados obtenidos en los cinco
dias en la prueba evaluada (@ = 0.000; p >0.05).

En la determinacién de la exclusividad, las 31
cepas de distintos géneros no toxigénica fueron ne-
gativas en una concentracion de 10° en la mezcla de
reaccion de PCR.

VALIDACION DE UNA TECNICA DE PCR MULTIPLEX PARA LA DETECCION DE VIBRIO CHOLERAE

* Robustez
Las 11 cepas estudiadas presentaron las tres ban-
das esperadas en un total de 10 repeticiones que
incluyeron dos operadores y realizados en cinco dias
distintos. Se demuestra asi que la Pcr es resistente
al cambio de respuesta cuando se introducen varia-
ciones deliberadas tanto por el operador como en
los distintos dias (figura 3). En un total de cinco re-
peticiones se obtuvieron las tres bandas esperadas,
empleando como blanco el AbN correspondiente a la
dilucién 1070,

Se logré concordancia de la técnica de Pcr
multiplex (Vc-m/ctxA/tcpA) para los dos operadores
mediante el estadistico de Kappa de Cohen obtenien-
do unvalorde 1, lo que corrobora la alta concordancia
de los resultados obtenidos. También se pudo evaluar
la significacion obteniendo el estadistico z con un va-
lor de 8.06 y la prueba chi 2 de independencia obser-
vando un valor significativo (p <0.05).

Mediante el estadistico de a de Cochran se pu-
do determinar que la proporcién de casos detectados
de Vibrio cholerae por la prueba pcr multiplex (Vc-m/
ctxA/tcpA) presentd una proporcion de 52:2, ademas
fue posible determinar que no existieron diferencias
significativas en los resultados obtenidos en los cinco
dias en la prueba evaluada (o = 0.000; p >0.05).

Figura 3

Robustez de la técnica de rcr multiplex para la deteccién de

sssssdand = o

A, b

23 456 7 8 91011121314

- | ¢ $IE

Ve-m-ctxA-tcpA®

B

<«—564pb
o <—451pb
* |<—300pb

o
A

123 456 7 8 91011121314

A: operador 1. B: operador 2 (se muestran algunas imdgenes de las cinco repeticiones). Carril 1: marcador de tamafo de pares
de base (pb), carriles del 2 al 11: cepas referenciales de Vibrio cholerae proveniente de aislados clinicos. Carril 12: Escherichia coli
arcc 25922. Carril 13: cepa de Vibrio cholerae atcc 14033. Carril 14: control del sistema.

Discusion

En los Ultimos afos se han desarrollado muchas técnicas
basadas en pcr, las cuales permiten identificar y caracteri-
zar factores de virulencia de microorganismos patdgenos
presentes en muestras clinicas, de animales, de alimentos
y ambientales.

Los métodos microbioldgicos actualmente utilizados
para la deteccion de Vibrio cholerae presentan desventajas en
el tiempo de diagnéstico. La deteccion del célera requiere una
prueba rapida, por lo que el tiempo es un factor critico para
determinar la utilidad de cualquier método de deteccién.

Los avances en técnicas de biologia molecular han
abierto la posibilidad de un diagndstico mas rapido y especi-

fico a través de la pcr convencional y la pcr duplex, las cuales
permiten identificar y caracterizar los factores de virulencia
de Vibrio cholerae.’®? Las pruebas de deteccion basadas en
PCR son rapidas y sensibles técnicas de diagndstico primario
y de patogenicidad, donde los genes especificos del biotipo,
como el Vc-m (16s-23s)'82%24 y ompW' se utilizan para identi-
ficar la presencia de Vibrio cholerae, y ctxA y tcpA'® se usan
para identificar y caracterizar los factores de virulencia como
la toxina del colera.

En el presente trabajo se estandarizé y se valido
una pcr multiplex utilizando como secuencias blanco el frag-
mento especifico para Vibrio cholerae, que pertenece a una
region del operén rena, de las regiones espaciadoras inter-
génicas (Irss) localizadas entre 16S y 23S del rapn (Vc-m),™®
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el fragmento del gen ctxA que codifica para la subunidad A
de la toxinay el fragmento del gen tcpA que codifica para la
proteina efectora (subunidad del pili) especifica del biotipo El
Tor, ya que esta proteina es polimérfica. Los tamafnos de los
productos de amplificacién (300 pb para Vc-m, 451 pb para
tcpA'y 564 pb para ctxA) se pueden diferenciar muy bien en
un gel de agarosa. Asimismo, las temperaturas de hibrida-
cion son compatibles con los distintos cebadores.

En nuestro estudio se estandarizé la técnica de la
pcr multiplex v luego fue validada. Esta es una condicion
indispensable para que la técnica pueda ser aplicada en la
deteccién de un agente etioldgico, por lo tanto el desempefio
de la técnica debe estar bien definida y asegurada adecuada-
mente.? La Organizacion Internacional de Normalizacion defi-
ne validacion como la confirmaciéon mediante la aportacién de
evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos para
una utilizacién o aplicacion especifica prevista.?6?

En esta investigacién se ha podido determinar que
el desempeno de la validacion de la pcr multiplex Ve-m/ctxA/
tcpA fue Optimo, ya que se obtuvo un limite de deteccion
igual al de cada pcr realizada individualmente, al utilizar el Abn
correspondiente a la dilucion de 10". No se observaron in-
terferencias al utilizar concentraciones elevadas de abpn (107°)
cuando se determiné el rango de trabajo, lo que implica una
excelente sensibilidad para el diagndstico de la patologia.
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