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Desarrollo de un ensayo de PCR para detectar los genes codificadores de
la toxina del cdlera (ctxAB) en preparaciones del candidato vacunal vivo
atenuado CV638 contra el colera
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El candidato vacunal vivo oral atenuado CV638 se produce siguiendo los criterios de las guias de Buenas Practicas de
Produccion especificas para vacunas. El ingrediente activo de este candidato vacunal es la cepa atenuada genéticamente
Vibrio cholerae 638; desarrollada por investigadores del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas de Cuba
(CNIC), a partir de la cepa toxigénica de V. cholerae serogrupo O1, biotipo El Tor C7258, (Pera, 1991), mediante la
remocion de los genes que codifican la produccion de la toxina del célera (CtxAB). Dado que la cepa 638 carece de
estos genes en su genoma, la presencia de CtXAB en las preparaciones vacunales estaria dada por una contaminacion
con una cepa toxigénica de V. cholerae. El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar un PCR especifico para
detectar los genes CtxAB a partir de ADN aislado de preparaciones del candidato vacunal CV638 contaminado
artificialmente con V. cholerae toxigénico. La sensibilidad del ensayo de PCR empleando como molde ADN de la
cepa toxigénica fue de 1 picogramo (pg) de ADN gendémico por reaccion, correspondiente a ~200 copias del genoma
de la bacteria. La sensibilidad del método de PCR para detectar cepas toxigénicas en preparaciones vacunales de la
cepa 638, contaminadas con una cepa toxigénica fue de ~7 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC) de la cepa
toxigénica por dosis del candidato vacunal CV638. Este método, una vez validado, pudiera emplearse en el control
de la calidad de la produccion del candidato vacunal vivo CV638.
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Introduccién de Investigaciones Cientificas a partir de la cepa
] ) o V. cholerae C7258 de serogrupo Ol, biotipo El Tor y
La especie bacteriana V. cholerae enterotoxigénica serotipo Ogawa. La cepa 638 se modificé genéticamente

d? los serogrupos O1 y O139 es el agente causal del 5 delecion del profago CTX®, portador de los genes
colera (1). Aunque existen tratamientos completamente de 1a toxina del colera (CtxAB), seguido del remplazo
efectivos para esta enfermedad, en situaciones de brotes del gen hapA, codificante de la hemaglutinina

epidémicos muchos pacientes no reciben el tratamiento proteasa, por un gen inactivado, mediante la insercion
oportuno, por lo que pueden aumentar los casos de de un fragmento de ADN de la bacteria Clostridium
muertes. Entre el 75-85% de las infecciones ocurren en thermocellum que contenia al gen celA, codificador de

portad(-)r.e,s asintomaticos que contribuyen ademas a la 1, epdoglucanasa A (4). Esta modificacién origina cepas
transmlglony ala 1n§taura010n del endemismo. Por to@o que no expresan la hemaglutinina proteasa y poseen
lo mencionado anteriormente, se han desarrollado varias la actividad endoglucanasa, la cual permite distinguir

vacunas contra el colera con el objetivo de reducir el a V. cholerae 638 de otros vibriones por la aparicion
impacto en morbilidad y mortalidad de la enfermedad en de un halo de degradacién en placas indicadoras de
esos escenarios (2). Los candidatos vacunales basados carboximetilcelulosa tefiidas con rojo congo

en cepas vivas atenuadas de V. cholerae se consideran

una de las variantes mas promisorias, dada su capacidad Para l'f‘ liberacion de 105_ lotes Vacunal_es de CV638 y
potencial para conferir una larga proteccion contra la cumpliendo las regulaciones establemdas_ (5) por el
enfermedad tras la administracion de una sola dosis (3). Centro para el Control Estatal de la Calidad de los

Medicamentos (CECMED), es necesario determinar
la ausencia de los genes de la toxina del colera en las
preparaciones vacunales para el control de calidad.

La cepa atenuada genéticamente V. cholerae 638 es
el ingrediente activo del candidato vacunal CV638
y se obtuvo por investigadores del Centro Nacional

* Lic. Bioquimica y Biologia Molecular. Dpto. Biologia Molecular. Area de Enfermedades Infecciosas.
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Aunque la cepa vacunal 638 posee el marcador celA, el
cual permite su distincion fenotipica inequivoca de otras
cepas de V. cholerae, 1a deteccion de pequefias cantidades
de vibriones toxigénicos mediante el analisis fenotipico
de la expresion del marcador celA en presencia de hasta
una cantidad 10° UFC/mL mayor de la cepa vacunal,
requiere la evaluacion de un gran ntiimero de colonias.
Por esta razon, es necesario implementar métodos que
permitan una evaluacion confiable de las preparaciones
vacunales y puedan ser utilizados por los laboratorios de
control y produccion.

La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como
PCR, en contraste con la caracterizacién fenotipica,
permite una deteccion especifica y sensible, y por tanto,
una caracterizacion genotipica de las células bacterianas.
Este método ha sido utilizado con éxito ampliamente
para detectar cepas de V. cholerae toxigénicas presentes
en muestras clinicas o ambientales (6), asi como en
preparados vacunales (7).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente
estudio tiene como objetivo desarrollar un ensayo de
PCR especifico para detectar los genes de la toxina del
colera (CtxAB) y evaluar su desempefo en preparaciones
del candidato vacunal vivo CV638 contaminadas
artificialmente con V. cholerae toxigénico.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

La cepa de V. cholerae toxigénica C7258Kn (Serogrupo
O1, biotipo El Tor, serotipo Ogawa, Peru, 1991),
derivada de V. cholerae C7258 asi como la cepa vacunal
atenuada V. cholerae 638 (C7258 ACTX®, hap::celA)
(4) se utilizaron como fuente de ADN gendmico para ser
empleado como molde durante el establecimiento de las
condiciones del ensayo de PCR.

Para la propagacion de las cepas bacterianas se utilizo el
caldo Luria-Bertani (LB) (8) y el LB solido se prepard
por adicion de agar al 1,5%. Para la seleccion de la
cepa C7258Kn el medio de cultivo se suplementd con
kanamicina (Kan), a 50 pg mL".

Seleccidn y sintesis de cebadores

Los cebadores se disefiaron de acuerdo con Ia
secuencia del operon CtxAB de la cepa V. cholerae El
Tor N16961 (9), mediante el analisis con el programa
GeneRunner v3.05 (Hastings Software, Inc., New York,
EUA). La especificidad de los cebadores se evaluo
in silico mediante las herramientas bioinformaticas
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Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/) y BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE
TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome). Una vez
seleccionados los cebadores, estos se sintetizaron en
el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (La
Habana, Cuba).

Preparacion de mezclas de CV638 contaminadas con
la cepa toxigénica C7258Kn

Diez dosis del candidato vacunal CV638 (10'° Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por dosis vacunal) se
resuspendieron individualmente en 1 mL de solucion
salina (NaCl 0,9%, m/v), se centrifugaron 10 min a
13.000 rpm y se desecho el sobrenadante. Paralelamente,
a un cultivo exponencial de la cepa C7258Kn crecido en
LB (Densidad optica a 600 nm igual a 1,0) se le realizaron
diluciones seriadas en base 10 hasta un factor 10®* en
solucion salina. Alicuotas de 1 mL de las diluciones
10-10®* de C7258Kn, por duplicado, se emplearon para
resuspender los precipitados celulares de la suspension
del candidato vacunal CV638. A dos de las muestras que
se emplearon como controles negativos se les anadio 1 mL
de solucion salina. Alicuotas de 500 pL de las suspensiones
del candidato vacunal CV638 se centrifugaron 10 min a
13.000 rpm y se desech¢ el sobrenadante. El precipitado
celular se conservo a—20°C hasta la purificacion del ADN
total.

El nimero de UFC de la cepa C7258Kn presente en las
diluciones empleadas para contaminar las preparaciones
vacunales se cuantificaron por extension en placas de
LBKn, por triplicado, y en volumenes variables segun la
diluciéon (1 mL de las diluciones 108y 107; 100 uL de la
dilucion 10y 100 pL de una dilucion 10" de la dilucion
107%). El nimero de UFC de V. cholerae 638 presente en
las preparaciones se determind por extension de alicuotas
de 10 pL de las diluciones 103-10® en triplicado y en
placas de LB. Las placas se incubaron a 37°C durante
toda la noche y al dia siguiente se procedié al conteo de
las colonias.

Extraccion del ADN total

La purificacion del ADN total bacteriano se realizo
mediante el método que emplea al bromuro de cetil-
trimetil amonio (CTAB) (10). El ADN genémico de
la cepa C7258Kn empleado como control positivo, se
aislo a partir de un cultivo en LB durante toda la noche.
El ADN obtenido a partir de las preparaciones del
candidato vacunal CV638 se resuspendié en 100 pL de
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agua destilada y se conservo a 4°C hasta su utilizacion.
La concentracion e integridad de cada muestra se
evalud espectrofotométricamente (espectrofotometro
Eppendorf, EUA) y por electroforesis en geles de
agarosa al 0,8%, respectivamente.

Establecimiento de las condiciones del ensayo de
PCR

Las concentraciones de los reactivos empleadas para
el ensayo de PCR fueron: MgCl: 1,5 mM (Promega,
Madison WI, U.S.A.), cebadores: 10 pmol/uL (CIGB,
La Habana), deoxynucleodsidos trifosfato: 200 pumol/L
(Promega, Madison WI, U.S.A.), tampon de PCR 1X
(Roche) y 1 U de ADN polimerasa Taq (CIGB, Sancti
Spiritus). Las reacciones de PCR se realizaron en el
equipo de ciclos térmicos Eppendorf (EUA) en un
volumen final de 20 pL, con el siguiente programa de
amplificacion: desnaturalizacion a 94°C por 2 min,
40 ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C por 30 segy 72°C
por 30 seg. Se utilizd un paso de extension final de
2 min a 72°C. Los productos amplificados se conservaron
a —20°C hasta su andlisis electroforético, para lo cual se
emplearon 15 pL del producto de la reaccion de PCR.

Como temperatura de hibridacion del ensayo se evaluaron
45, 50, 55, 60 y 65°C y se mantuvieron constantes el
resto de los parametros de la reaccion. Para seleccionar
la temperatura de hibridacion del ensayo, se utilizaron
100 ng de ADN molde de la cepa toxigénica C7258Kn. El
programa de amplificacion no sufrio variaciones excepto
en el rango de temperatura de hibridacion evaluado
(45°C — 65°C).

Determinacion del limite de deteccion del ensayo de
PCR

Alicuotas de 1 uL del ADN genémico de la cepa
C7258Kn (1 ng/pL-10 fg/pL) se emplearon en duplicado,
en tres ensayos de PCR independientes, para determinar
la sensibilidad del ensayo.

El ADN purificado a partir de cada una de las
muestras del candidato vacunal 638, contaminadas con
aproximadamente 10, 102, 10° y 10* células de V. cholerae
C7258Kn, se empled para determinar igualmente la
sensibilidad del método. En el ensayo de PCR, se
realizaron 5 réplicas por cada muestra de ADN purificada
(20 en total por cada condicion).

Los productos de amplificacion se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2% (m/v) y se
visualizaron por tincién con bromuro de etidio (0,5 mg/
mL) e incidencia de luz ultravioleta en transiluminador
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(Reuser, S.L, EUA). Para el analisis densitométrico de las
imagenes se empled el programa GuefastScan (<http://
www.neuronicsa.com/modulos/producto/guefast.htm>),
que permite realizar la exploracion automatica de los
carriles de un gel para determinar objetivamente la
posicion e intensidad relativa de las bandas de ADN, a
partir del calculo de la relacion sefial/ruido de la banda.

Evaluacion estadistica

Para todos los analisis estadisticos se emple6 el paquete
GraphPad Prism, version 5 (<http://www.graphpad.
com/scientific-software/prism-5-trial.software.informer.
com>) y el nivel de significacion se fijo en 0,05. La
normalidad de los datos se verifico con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (<http://www.physics.csbsju.edu/
stats/KS-test.html>) y la homocidasticidad de multiples
grupos de muestras se comprobo por la prueba de Bartlett
(<http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/eda/section3/
eda357.htm>). Se uso el analisis de varianza (ANOVA)
de clasificacion simple para comparar los datos de las
intensidades relativas de las bandas de PCR obtenidas en
las reacciones para evaluar el efecto de la temperatura de
hibridacion, obtenidas del analisis mediante GuefastScan.
Las comparaciones a posteriori se hicieron por el Test
de  Tukey  (<http://www.iasri.res.in/.../12-multiple
comparison Procedure.pdf>).

Resultados y Discusién

La deteccion de los genes de la toxina del colera en
cepas de V. cholerae aisladas de pacientes con colera, es
un paso importante en el diagnodstico de la enfermedad,
debido a que solo las cepas productoras de la toxina
se han asociado con epidemias y diarreas acuosas, las
cuales causan deshidratacion grave al paciente (11). Por
este motivo, para la liberacion de los lotes vacunales
CV638 cumpliendo las regulaciones establecidas por el
CECMED (5), es necesario determinar la ausencia de
los genes CtxAB en las preparaciones de este candidato.
Varios ensayos de PCR se han descrito para detectar
los genes ctxAB, utilizando cebadores que amplifican
regiones que abarcan tanto al gen codificador de la
subunidad catalitica A (CtxA) como la subunidad
estructural B (ctxB) (6, 12-14).

Seleccion de cebadores especificos para los genes
CtxAB

La sensibilidad y especificidad de una reaccion de PCR
depende en buena medida de usar cebadores de calidad,
que incluye que sean especificos para cada alelo del
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gen diana (15-18). Ademas, los cebadores no deben
formar estructuras secundarias, tales como los lazos o
burbujas, ni dimeros intermoleculares. En este estudio, se
analizaron combinaciones de oligonucleotidos presentes
en la region codificadora de los genes CtxAB a partir de
la secuencia del genoma de V. cholerae N16961, con
el objetivo de determinar la presencia de ambos genes
simultdneamente. La especificidad de los cebadores se
evaluo in silico, mediante la busqueda de secuencias
homologas en las base de datos nucleotidica no redundante
del NCBI. Al concluir estos analisis, se seleccionaron los
oligonucledtidos de secuencias: 5'-CCC AAA GTC TAG
GTG TAAAAT TCC-3"y 5'- GCAATC CTC AGG GTA
TCCTTC-3', los que se corresponden con los nucledtidos
686-709 de CtxA y 267-287 de ctxB, respectivamente.

Posteriormente, se realizd una evaluacion de los cebadores
en V. cholerae y E. coli mediante el programa Primer-
Blast. Este analisis reveld que los cebadores amplifican
una unica banda de 399 pb, solamente en cepas de
referencia de V. cholerae y no en E. coli.

Las cepas de V. cholerae identificadas pertenecian al
serogrupo Ol y los biotipos El Tor (N16961, MAK757,
2010EL-1786, IEC224 y G4222) y Clasico (0395), asi
como al serogrupo 0139 (MO10). Este analisis indico
que el par de cebadores seleccionados permiten detectar
la presencia de los genes CtxAB en una gran variedad de
cepas de V. cholerag, pertenecientes tanto al biotipo El Tor
como Clasico, del serogrupo Ol asi como el serogrupo
0139.

La calidad de los cebadores informados en la literatura que
hanssidoutilizados para detectar los genes de patogenicidad
de V. cholerae, incluidos los empleados para detectar CtxA
y CtxB, se analizo in silico recientemente (19-20). Este
andlisis reveld que dos terceras partes de los cebadores
publicados no son capaces de detectar apropiadamente
todas las variantes genéticas de los genes diana.

En el caso de CtxA, de acuerdo al analisis del alineamiento
de 10 secuencias uUnicas derivadas de 65 secuencias
informadas, los 18 cebadores analizados fueron capaces
de identificar todos los alelos de CtxA secuenciados (19-
20). En el caso del cebador seleccionado en el presente
estudio, que hibrida con el gen CtxA, el alineamiento de
las secuencias correspondientes a 9 secuencias unicas
de CtxA reveld que este cebador hibrida en las regiones
conservadas en todas las secuencias, excepto en la del
fragmento CtXAB de una cepa de V. cholerae serotipo Inaba
aislada en Vietnam (niimero de acceso AJ575590.1) (21).
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En el caso del gen ctxB, de acuerdo al analisis del
alineamiento de 24 secuencias Unicas derivadas de
205 secuencias informadas, ninguno de los cebadores
publicados es capaz de identificar a todos los alelos
de ctxB secuenciados (19-20). En el caso del cebador
seleccionado que hibrida con el gen CtxB, este no se
encuentra en la region conservada en todas las secuencias
de ctxB. Sin embargo, hasta el momento, entre las cepas
de V. cholerae de diferentes serogrupos y biotipos se han
descrito 9 genotipos diferentes de ctxB, sobre la base de
variaciones conservadas no aleatorias en los nucle6tidos
58, 72, 83, 101, 115, 138, 165 y 203 (21). El analisis de
estas variaciones revel6 que el cebador en CtxB no hibrida
en estas secuencias (nucledtidos 267-287), por lo que
debe ser capaz de reconocer todos los genotipos descritos.

La especificidad de los cebadores se evalud
experimentalmente utilizando como ADN molde el de
las cepas V. cholerae C7258Kn y V. cholerae 638. El
par de cebadores amplificd un unico fragmento de ADN
en la cepa toxigénica, no asi en la vacunal que tiene
delecionados los genes CtxAB (Fig. 1, carriles 1-2).

El tamafio del fragmento amplificado fue de 400 pb,
segun el analisis de su migracion y su comparacion con
la del patron de peso molecular. Esta talla es cercana a
la esperada (399 pb). Estos resultados indicaron que los
cebadores seleccionados eran especificos para los genes
CtxAB.

Rango de temperatura de hibridacién atil para el
par de cebadores seleccionados

Teniendo en cuenta la temperatura de fusion de los
cebadores, predicha por el programa GeneRunner (60,1°C

(pb)

399 pb

Fig. 1. Especificidad del ensayo de PCR empleando como
molde ADN cromosomal de la cepa: 1, 638; 2, C7258Kn. En
3, patron de peso molecular de 100 pb (Promega, EUA).
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Fig. 2. Efecto de la temperatura de hibridacion en el ensayo
de PCR empleando como molde el ADN de la cepa C7258Kn:
1, 45°C; 2, 50°C; 3, 55°C; 4, 60°C; 5, 45°C.

parael cebador 1y 61,2°C para el cebador 2), se evaluaron
como temperaturas de hibridacion 45, 50, 55, 60 y 65°C.
El par de cebadores amplificod el fragmento esperado a
todas las temperaturas evaluadas (Fig. 2, carriles 1-5).

La intensidad relativa de los fragmentos amplificados
se determiné mediante el andlisis densitométrico de
la imagen de los geles con el programa GueFastScan
(Fig. 3). En el grafico se muestran el promedio de la
relacion sefal/ruido de cada banda y la desviacion
estandar de 3 réplicas de un mismo experimento por
duplicado. La comparacion de la intensidad relativa
del producto de amplificacion con los cebadores a
las diferentes temperaturas de hibridacion, mediante
ANOVA de clasificacion simple (a=0,05; g.l.e.=29),
reveld6 que no existen diferencias significativas en
la intensidad relativa del producto amplificado a las
temperaturas de hibridacion de 45, 50, 55 y 60°C y
si existen diferencias significativas a 65°C, segun

a
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Fig. 3. Efecto Intensidad relativa de los productos amplificados
en funcion de las temperaturas de hibridaciéon ensayadas.
Letras iguales, diferencias no significativas; letras diferentes,
diferencias significativas.

*: Intensidad relativa expresada como la relacion sefial/ruido
detectada para la banda del gel

analisis con Prueba de Tukey. Como temperatura de
hibridacion se seleccion6 50°C, dado que se observo una
amplificacion especifica de la banda esperada.

Limite de deteccion del ensayo de PCR

La sensibilidad del ensayo de PCR frente al ADN de la
cepa toxigénica C7258Kn se evalud preliminarmente
utilizando cantidades decrecientes de ADN (1 ng hasta
10 fg por reaccion) por triplicado. Las reacciones que
amplificaron consistentemente la banda esperada fueron
aquellas en las que se encontraban como minimo 1 pg de
ADN molde, valor estimado como limite de deteccion de
este ensayo (Fig. 4). Teniendo en cuenta que el genoma de
V. cholerae posee 3,2 Mb, 1 pg de ADN se corresponden
con aproximadamente 200 genomas de la bacteria. Dado
que los genes CtXAB se encuentran en simple copia,
mediante este ensayo es posible detectar hasta ~200 copias
de los genes CtXAB por reaccion.

Aunque la amplificacion a partir de ADN puro de la
cepa toxigénica es relativamente simple, la verdadera
prueba de los métodos basados en un PCR para detectar
cepas toxigénicas de V. cholerae en una preparacion de
una cepa vacunal viva, es la deteccion de su sensibilidad
en condiciones donde exista un alto nimero de células
de la cepa vacunal, asi como lio-protectores tales
como leche y sacarosa que pueden interferir durante
la purificacion del ADN. Por esta razén, el ADN
purificado a partir las dosis de CV638 contaminadas
con las diferentes cantidades de la cepa toxigénica
(Tabla 1) se emple6d como molde en el ensayo de PCR para
determinar el limite de deteccidon en estas condiciones,
empleando 2 pg de ADN total por reaccion. Se observo
una correspondencia entre el nimero de UFC de la cepa
toxigénica en las dosis del CV638 contaminadas con las

'_-—--_..._

Fig. 4. Limite de deteccion del ensayo de PCR: 1, sin ADN
(control de reactivos); 2, ADN de 638; 3, 10 fg; 4, 100 fg; 5,
1 pg; 6, 10 pg; 7, 100 pg y 8, 1 ng de ADN de C7258Kn. M,
marcador de peso de ADN de 100 pb (Roche, EUA).
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Tabla 1. Numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) de la cepa toxigénica V. cholerae C7258Kn en las
diluciones empleadas para contaminar las preparaciones
vacunales.

Diluciones de la cepa UFC de la cepa toxigénica

toxigénica + DE*
108 7,33+2,4
107 53,40 £13,0
10 683,33+ 18,8
10° 7333,3 £2248

* Promedio de UFC + desviacion estandar por mL de dilucion.

diluciones realizadas (Tabla 1). El nimero de UFC de
638 en la preparacion vacunal fue de 9,8 + 1,5 x 10'°,

Este ensayo amplifico la banda de la talla esperada
(399 pb) en las muestras de ADN provenientes de las
preparaciones contaminadas con ~7 x 10° células de
la cepa toxigénica V. cholerae C7258Kn (Fig. 5). Este
valor estd en el mismo orden que el reportado por otros
autores para garantizar la seguridad de vacunas orales
vivas contra el colera como es el caso de la vacuna
Orochol (7) por lo que, una vez validado, el ensayo del
presente estudio pudiera emplearse en la deteccion de
cepas toxigénicas en los preparados vacunales. Otros
métodos de PCR tales como el PCR anidado y el PCR en
tiempo real, pudieran mostrar una sensibilidad mayor;
pero desde el punto de vista técnico son mas exigentes.

Fig. 5. Limite Sensibilidad del ensayo de PCR empleando
ADN del candidato vacunal CV638 contaminado con la cepa
toxigénica C7258Kn: 1, sin ADN (control de reactivos); 2, 2
ug de ADN de 638; 3, 2 ug de ADN contaminado con ~73
UFC de C7258Kn; 4 y 5, 2 ug de ADN contaminado con
~534 UFC de C7258Kn; 6y 7,2 ug de ADN contaminado con
~6833 UFC de C7258Kn; 8 y 9, 2 ug de ADN contaminado
con ~7333 UFC de C7258Kn. M, marcador de peso de ADN
de 100 pb (Roche).
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La dosis infectiva de V. cholerae O1 se ha estimado sea
de 10°-10® UFC totales en individuos sanos, aunque
en algunos individuos con baja acidez estomacal se ha
estimado que pudiera llegar a ser de hasta 10° UFC/
mL (1). La comparacion de estas dosis infectivas
con el nivel de deteccion de ~7 x 10° células de la
cepa toxigénica por preparacion vacunal, indica que
el nivel de deteccion del ensayo descrito es adecuado
para ser empleado durante el control de calidad de
los lotes vacunales y pudiera, por tanto, ser una
herramienta valiosa en el aseguramiento de la calidad
de los lotes del candidato vacunal vivo CV638. Para
ello sera necesario validar la técnica de acuerdo a las
regulaciones establecidas por el CECMED (5) entre las
que se encuentran determinar el limite de deteccion, la
especificidad y la robustez del método. En este caso, se
determino el limite de deteccion y la sensibilidad del
método, dos caracteristicas importantes del ensayo.
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Development of a PCR assay to detect cholera toxin genes (ctxAB) in preparations of
attenuated live vaccine candidate against cholera CVV638

Abstract

The live oral vaccine candidate against cholera CV638 is produced under Good Manufacturing Practices. The active
ingredient of this vaccine candidate is the genetically modified strain Vibrio cholerae 638; developed by researchers at
the National Center of Scientific Research, from the strain V. cholerae serogroup O1 biotype El Tor C7258 (Peru, 1991),
by removing cholera toxin genes (CtxAB). Since the strain 638 lacks these genes in its genome, the presence of CtxAB
in vaccine preparations would be given by a contamination with a toxigenic V. cholerae strain. The present study aimed
at designing a specific PCR to detect CtxAB genes in DNA isolated from preparations of the vaccine candidate CV638,
artificially contaminated with toxigenic V. cholerae strain. Sensitivity of the optimized PCR assay was 1 pg of genomic
DNA from toxigenic strain of V. cholerae C7258, corresponding to ~200 genomic copies. The sensitivity of the PCR
method for detecting toxigenic strains in CV638 vaccine preparations contaminated with a toxigenic strain was ~7 x 10
colony forming units of the toxigenic strain per dose of CV638. Once validated, this method could be used in the quality
control of the production of the live vaccine candidate CV638.

Keywords: V. cholerae 638, vaccines, cholera toxin, PCR.
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