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Resumen

Introduccion: Los eventos de colera ocurridos en Cuba evidenciaron la necesidad
de disponer de una prueba que permitiera la vigilancia de la enfermedad de forma
sostenible. El Instituto Finlay desarroll6 un sistema basado en la aglutinacién al latex

(ALcho1-1F) que mostrd excelentes resultados durante su estandarizacion.

Objetivo: Evaluar el sistema ALchoi-IF para el diagnéstico rapido presuntivo de

colera en adultos con diarrea aguda.

Metodologia: Se determind la sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivo y negativo (VPP y VPN), las razones de verosimilitud positiva y negativa
(RVP y RVN) del sistema ALcho1-IF. Se compararon los resultados con los de los
métodos comerciales disponibles en Cuba de las casas CTK-Biotech y SD-Bioline.
Se empled el diagndstico convencional como método de referencia. Se aplicé una
encuesta para conocer el comportamiento de las principales variables

epidemioldgicas de los pacientes estudiados.

Resultados: El ALchoi-IF tuvo una sensibilidad de 84,85% y una especificidad de
82,88%. Sus VPP, VPN, RVP y RVN fueron de 69,14%, 92,37%, 4,96 y 0,18
respectivamente. Su desempeiio fue similar al de la prueba de CTK-Biotech. Los
resultados del AlLcnhoi-IF tuvieron una buena concordancia con los resultados
obtenidos con el método de referencia con un indice kappa de 0,63. El consumo de
agua sin hervir fue la variable que mas se asocié al riesgo de enfermar de célera
(RP=2,12yp=0,016).

Conclusiones: EIl diagnosticador ALchoi-IF pudiera sustituir al sistema de CTK-
Biotech. Las acciones de educacion sanitaria para evitar el colera deben hacer

mayor énfasis en el uso de agua hervida.



Glosario de términos

AcMs

AcPs

Ags

AHK

AHL
ALchO1- IF
APA
CECMED
CMI
CPHEM-LH
ECET
ECEP

EDA
LNR-EP-IPK
IC

IPK

LPS
Minsap
OMS

OPS

PDK

PDR

RCP

RP

RVP

Anticuerpos monoclonales

Anticuerpos policlonales

Antigenos

Agar hierro dos azucares de Kliger

Agar hierro lisina

Prueba rapida presuntiva de célera, Instituto Finlay

Agua peptona alcalina

Centro para el Control Estatal de los Medicamentos y Dispositivos Médicos
concentracion minima inhibitoria

Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de La Habana
Escherichia coli enterotoxigénica

Escherichia coli enteropatégena

Enfermedad diarreica aguda

Laboratorio Nacional de Referencia de Enterobacterias Patogenas del IPK
Intervalo de confianza

Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri

Lipopolisacaridos

Ministerio de Salud Publica de Cuba

Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion Panamericana de la Salud

De sus siglas en inglés, Pathogen Detection Kit

Prueba de diagndstico rapido

Reaccion en cadena de la polimerasa

Razdn de prevalencia

Razon de verosimilitud positiva



RVN Razon de verosimilitud negativa

SMART De sus siglas en inglés, Sensitive Membrane Antigen Rapid Test
TC Toxina colérica

TCBS Tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa

TSA Agar triptona soya

UFC Unidades formadoras de colonias

VPP Valor predictivo positivo

VPN Valor predictivo negativo



Tabla de contenido

| Introduccion 1-5
1.1 Justificacion del estudio 4
1.2 Hipotesis del trabajo 4
1.3 Objetivos S
Il Marco teorico 5-20
1.1 Antecedentes 5
1.2 Principales caracteristicas clinicas del colera 5- 6
1.3 Epidemiologia 6- 7
II.4 Agente causal: caracteristicas generales 7
[I.5 Estructura antigénica 7- 9
II.6 Diagndstico microbiolégico 9-12
II.7 Diagnosticador ALcnhoi-IF 12-13
[1.8 Diagnosticador Cholera antigen 01/0139 de SD Bioline 13-14

[1.9 Diagnosticador On Site Cholera Ag 01/0139 Rapid Test

de CTK-Biotech 14

[1.L10 Otros diagnosticadores 15-17
[1.11 Evaluacion del desempefio de pruebas diagnosticas 17-20
[1.L11.1 Requisitos metodoldgicos 17 -18

[1.L11.2 Requisitos técnicos 18 - 20

[l Materiales y métodos 21-30
[1I.1 Tipo de estudio, poblacién y muestreo 21

[1l.2 Seleccién de la muestra y estrategia de muestreo 21-22

[11.3 Procedimientos generales 22 - 23
[11.4 Teécnicas y procedimientos especificos 23 -27

[11.5 Procedimientos estadisticos y analisis



de datos para la validacion del diagnosticador

[11.6 Aspectos éticos y conflictos de intereses
[11.7 Aspectos de bioseguridad
IV Resultados
V Discusion
VI Conclusiones
VIl Recomendaciones
VIII Referencias bibliogréficas

ANexos.

27 —-28

28 - 30
30
31- 36
37 - 47
48
49
50 - 56
57



Evaluacion del sistema ALcnos-IF para el diagnéstico rdapido presuntivo de V. cholerae 01

L. Introduccion

EI cOlera es una enfermedad infecto-contagiosa intestinal aguda, causada por la
ingestion de alimentos o agua contaminada con Vibrio cholerae. Basado en su
antigeno somético O, se conocen al menos 200 serogrupos de esta bacteria
patogénica; no obstante, V. cholerae O1 y 0139 han sido los mas relacionados con
eventos epidemioldgicos. Los restantes pueden ser causa de diarrea leve pero no

dan origen a epidemias (Harris JB et al., 2012).

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. Suele
presentarse de forma explosiva en varios focos simultaneamente causando
epidemias desbastadoras con un patron estacional (Kumar P et al., 2012; Baik YO et
al., 2014).

Existe un subregistro global de los casos de célera; no obstante, la Organizacion
Mundial de la salud (OMS) reporta que entre 1,4 y 4,3 millones de personas son
afectadas anualmente por esta enfermedad, de las cuales mueren entre 28 000 y
142 000 en todo el mundo (OMS, 2014; OMS/OPS, 2015). Esta realidad es mas
notoria en algunas regiones del mundo, en especial el Sudeste asiatico, Medio
Oriente y Africa (Kumar P et al., 2012; Baik YO et al., 2014; OMS, 2015).

Entre 2004 y 2008 fueron notificados a la OMS un total de 838 315 casos, cifra
mayor que los 676 651 casos declarados entre 2000 y 2004; esto constituyd un
aumento del 24% de la incidencia anual global (OMS, 2014; OMS/OPS, 2015). El 24
de octubre del 2010, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) alert6 sobre
la confirmacién de los primeros casos de célera en Haiti donde en poco mas de tres
afos se registraron 700 541 casos (Almodovar-Battle MC & Dickinson FO, 2014). En
Republica Dominicana se consignaron 31 532 casos sospechosos de célera desde
el inicio de la epidemia en noviembre del 2010 hasta la semana estadistica 8 de
2014 (OPS/OMS, 2015). Desde el afio 2010 y con motivo de la propagacion de la
epidemia en el Caribe, Cuba revitalizé y fortalecid la vigilancia para el diagndstico
microbiolégico de cdlera. Dos afios mas tarde, en junio del 2012, se detectaron los
primeros casos en la provincia Granma (OPS/OMS, 2013; Almodovar-Battle MC &
Dickinson FO, 2014).
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Los brotes epidémicos se producen principalmente por la ingestion de agua
contaminada con las heces infectadas con V. cholerae. Hasta el momento, el
hombre es el Unico reservorio conocido y se convierte en fuente de contaminacion
mediante el depoésito de fomites infectados en sitios inadecuados. Se requieren entre
10° y 10° unidades formadoras de colonias (UFC) para provocar una infeccion
exitosa; no obstante, en personas con hipoclorhidria o anaclorhidria de cualquier
origen, puede ser suficientes 10* UFC (Harris JB et al., 2012; Weil AA et al.; 2012;
Tabatabaei SM & Khorashd AS, 2015; Miwanda B et al., 2015). El periodo de
incubacion de la enfermedad oscila entre unas pocas horas y cinco dias, lo que
facilita la aparicion de brotes epidémicos (Weil AAet al.; 2012).

El método de referencia para el diagnostico de la infeccion es el cultivo, aislamiento
e identificacion de su agente causal (Harris JB et al., 2012; Weil AA et al.; 2012;
Tabatabaei SM & Khorashd AS, 2015). Sin embargo, este requiere no menos de 48
horas, ademas de la disponibilidad de recursos materiales y personal capacitado
para hacer una distincién correcta entre V. cholerae y otros enteropatbégenos como
Escherichia coli enterotoxigénica (ECET), Escherichia coli enteropatégena (ECEP),
Campylobacter jejuni, Aeromonas sp., Plesiomona shigeloide, Criptosporidium sp. y
Giardia intestinalis, los cuales pueden producir cuadros diarreicos similares al célera
(Farmer JJ & Kelly T, 1991; Kelly MT et al., 1991).

Las pruebas de diagndstico rapido deben aportar resultados presuntivos con un nivel
de confiabilidad que permita la adopcién oportuna de las medidas de contencion del
brote y el tratamiento adecuado de cada paciente (Farmer JJ & Kelly T, 1991). Esto
altimo cobra mayor relevancia en los lugares donde la poblacion sufre brotes
epidémicos frecuentes y el acceso a los servicios de salud especializados es
limitado. Los pacientes infectados con algunos de los patogenos intestinales
referidos con anterioridad requieren de tratamiento de rehidratacion oral o
parenteral; sin embargo, sélo en los casos en los que se detecta V. cholerae Ol u
0139 se hace indispensable establecer medidas inmediatas de control
epidemioldgico (OPS/OMS, 2017). Esto permite orientar mejor el diagnostico de los
casos indices en eventos masivos de diarreas agudas y limitar la propagacion de la
enfermedad (Rahman M et al., 1989; Kabir | et al.,, 1996; Nato F et al., 2003;
OPS/OMS, 2017). En estas condiciones, contar con un método de diagndstico
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sensible y especifico que brinde resultados en el menor tiempo posible puede

resultar vital.

Acorde a la literatura consultada, desde 1990 hasta la fecha, han sido evaluados
cerca de 25 pruebas de diagnéstico rapido (PDR) para coélera (Michal D et al., 2012,
Keddy KH et al., 2013). Las primeras en aparecer utilizaban anticuerpos policlonales
(AcPs), requerian pre-cultivo en medios de aislamiento primario y presentaban
reacciones cruzadas con otras bacterias (Bolafios HM et al., 2004; Michal D et al.,
2012). El desarrollo de la tecnologia de obtencion de anticuerpos monoclonales
(AcMs) dio lugar al advenimiento de diferentes tipos de PDR basadas en el principio
de inmunocromatografia de flujo lateral. A partir del afio 2000 se han comercializado
14 pruebas de este tipo para el diagnéstico rapido de esta enfermedad (Carrillo L et
al., 1994; Nato F et al., 2003; Bolafios HM et al., 2004; Sinha A et al., 2012). Estos
tienen como factor comdn el uso de AcMs altamente especifico para el antigeno A

del lipopolisacéarido (LPS) de la membrana externa de V. cholerae O1.

Los métodos mas antiguos, como el Pathogen Detection Kit® (PDK) de Intelligent
Monitoring Systems, Gainville, FL, usan AcMs acoplados a particulas de latex
suspendidos en una soluciéon amortiguadora (Carrillo L et al., 1994; Bolafios HM et
al., 2004); otros como el Sensitive Membrane Antigen Rapid Test (SMART) de New
Horizons Diagnostic Corporation, Columbia, Md, consisten en un sistema
inmunocromatografico de dos pasos, que combina el uso de un AcM marcado con
oro coloidal y un AcP fijado a una membrana de nitrocelulosa que permite visualizar
el resultado de la prueba (Carrillo L et al., 1994; Bolafios HM et al., 2004). Ademas
existen sistemas como el COLTA, comercializado por la misma casa, que se basa en
el principio de co-aglutinacién y tiene un AcM acoplado a células muertas por calor
de Staphylococcus aureus (Rahman M et al.,, 1989; Bolafios HM et al., 2004).
Posteriormente vieron la luz los métodos inmunocromatograficos de un solo paso,
los cuales usan AcMs que reconocen especificamente al antigeno (Ag) A de
V. cholerae O1. En este grupo el sistema mas estudiado y conocido es el Crystal VC,
desarrollado inicialmente por investigadores del Instituto Pasteur de Paris y
comercializado gracias a un acuerdo con Span Diagnostics Ltd, Udhna, Surat, India
(Wang XY et al., 2006). Esta prueba de diagnéstico, constituye un referente Gtil pues

fue extensamente evaluada en protocolos de laboratorio y en estudios de campo en
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areas endémicas como Bangladesh, Madagascar y Mozambique (Sinha A et al.,
202).

El presente trabajo evalu6 el desempefio de un sistema de diagnostico producido en
el Instituto Finlay, La Habana, Cuba, basado en el método de aglutinacion de
particulas de latex (Cuello-Pérez M et al., 2015) (en lo adelante para esta
investigacion este producto se nombrard AlLchoi-IF) para la deteccion cualitativa
rapida de V. cholerae O1. Como método de referencia se empled el diagndstico
convencional. De forma adicional se comparé con los sistemas comerciales en uso
en Cuba: Cholera Ag 01/0139 (SD-Bioline Standard Diagnostics, Inc., Korea) y
Cholera Ag Rapid Test CE (CTK-Biotech; San Diego, California), ambos basados en
el principio inmunocromatografico para la deteccion y diferenciacion cualitativa de los

antigenos O1 y 0139 de V. cholerae en muestras de heces humanas.

I.1. Justificacién del estudio

Las pruebas inmunocromatogréaficas disponibles en Cuba para el diagnéstico rapido
presuntivo de cllera son sensibles, pero no son de produccion nacional lo que
encarece el diagnéstico y su suministro resulta inestable. El Instituto Finlay
desarroll6 un sistema de diagnostico rapido presuntivo de coélera, el cual precisa de
ser evaluado para su posterior certificacion segun las normativas vigentes (Norma
Cubana NC EN 13612:2006; CECMED. Regulacién No. 47-2007)

[.2. Hipdtesis de trabajo: El diagnosticador AlLcnoi-IF permite la deteccion
cualitativa de V. cholerae O1 excretado por los pacientes con diarreas agudas y
muestra un desemperio igual al de las pruebas inmunocromatogréficas disponibles

en la actualidad en Cuba para diagnostico rapido de colera.
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[.3. Objetivos
Objetivo general

Evaluar el desempefio del sistema ALcho1-IF para el diagndstico rapido presuntivo de
cOlera por V. cholerae O1 en pacientes adultos con diarrea aguda atendidos en el
IPK del 1 de mayo al 30 de septiembre de 2015.

Objetivos especificos
1. Determinar la capacidad predictiva del sistema ALcho:1-IF en muestras clinicas.

2. Comparar el desempefio del sistema ALchoi-IF con el de las pruebas rapidas
inmunocromatogréficas comerciales disponibles en la red nacional de

laboratorios de microbiologia en Cuba.

3. Caracterizar la poblacion de estudio segun variables de interés epidemiolégico.
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I1.1. Antecedentes

EI célera es una de las enfermedades infecciosas mas devastadoras y antiguas
conocidas por el hombre. Aunque no hay consenso respecto del origen del término,
existen referencias de Hipdcrates (400 AC) y en sanscrito en Sushruta Sambhita (400-
500 ac) (Koch R, 1884; Colwell RR, 1996). Su agente etiolégico fue descrito por
primera vez en 1854 por Pacini en Italia y en 1883 por Robert Koch quien aislo6 el
"bacillus cholera" del agua durante un brote de diarrea en Egipto (Koch R, 1884). En
el siglo XIX, se produjeron verdaderas oleadas de epidemias de esta enfermedad
desde el sur de Asia hacia muchas partes del mundo y fue la primera enfermedad
para la cual se establecio un sistema de vigilancia y reporte a gran escala (Colwell
RR, 1996; Sanchez RM & Pérez |A, 2014).

[I.2. Principales caracteristicas clinicas del célera

Las manifestaciones clinicas del colera varian desde la infeccion asintomatica hasta
la diarrea severa. Esa Ultima forma, se caracteriza por inicio abrupto, deposiciones
acuosas profusas con aspecto de “agua de arroz”, vomitos que conllevan a gran
pérdida de sales y agua (hasta 20 L por dia) y a la deshidratacion. Si no se trata de
forma adecuada podria desencadenar un choque hipovolémico, acidosis metabdlica,
falla renal y muerte. Adicionalmente, el 75% de los pacientes presentan calambres
musculares, que pueden ser localizados en las extremidades o generalizados (Flores
JJ, 1990; Sanchez RM & Pérez IA, 2014).

Al examen fisico se puede observar ojos y mejilla hundidos, disminucién de la
turgencia cutanea, manos con aspecto de “manos de lavandera”, voz tenue,
mucosas secas Yy lengua aspera. En estado mas avanzado, el paciente manifiesta
labios ciandticos, temperatura corporal subnormal, respiraciéon rapida y superficial,
taquicardia e hipotension (el pulso y presion pueden llegar a ser imperceptibles),
abdomen escavado generalmente no doloroso y anuria. Los nifios pueden presentar
fiebre, letargia, tetania o convulsiones generalizadas y edema pulmonar (Flores JJ,
1990; Sanchez RM & Pérez IA, 2014).

-5.
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Entre las complicaciones y secuelas mas significativas cuando no se realiza
intervencion adecuada y oportuna se encuentran: fallo renal, vomitos y calambres
persistentes, arritmia cardiaca, fallo miocéardico-pulmonar, ilion paralitico y
alteraciones del sistema nervioso central. En las embarazadas es frecuente la
muerte fetal y el aborto en el Gltimo trimestre. La tasa de mortalidad de los pacientes
no tratados es de 60% (Flores JJ, 1990; Sanchez RM & Pérez IA, 2014)

[1.3. Epidemiologia

Recientemente se estimd que existe una incidencia anual de 3 a 5 millones de casos

de célera en todo el mundo y 100 000 muertes por esta causa (CDC, 2014).

La transmision de persona a persona es extremadamente rara, probablemente
debido a que el inéculo necesario para causar la enfermedad es alto. En una
epidemia la fuente de contaminacion habitual son las personas infectadas que
contaminan el agua o los alimentos, lo que facilita que la enfermedad se propague
con facilidad en lugares donde no existen buenas condiciones sanitarias (Somarriba
L etal., 2013; CDC, 2014).

Algunos sistemas acuaticos, como las aguas costeras, riveras de lagos y rios son
reservorios ambientales de V. cholerae la cual es considerada una bacteria acuatica.
Esta es capaz de sobrevivir por largos periodos en estos habitas asociado
principalmente a la quitina de diversos artropodos marinos, los cuales al ser
ingeridos se convierten también en una fuente de infeccién eventual (Somarriba L et
al., 2013; CDC, 2014).

La dosis infectiva es alta, son necesarios entre 10° y 10® UFC para provocar
infeccion; no obstante, en personas con hipoclorhidria o anaclorhidria, como la que
existe en los niflos, los ancianos y en adultos con tratamientos antiacidos por
entidades como la gastritis cronica, la Ulcera péptica y la infeccion por Helicobacter
pylori puede ser de hasta 10* UFC (Sanchez JHJ, 2005 Somarriba L et al., 2013;
Fernandez SF & Alonso G, 2009; CDC, 2014).

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila entre dos horas y cinco dias, lo

gue facilita la aparicién de brotes epidémicos en los lugares carentes de condiciones
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higiénicas y sanitarias adecuadas (Fernandez SF & Alonso G, 2009; Sanchez JHJ,
2005).

II.4. Agente causal: caracteristicas generales

V. cholerae, es un bacilo aerobio, gramnegativo, curvo o recto, movil con un flagelo
polar unico, halofilo, perteneciente a la familia Vibrionaceae. Se encuentra en aguas
costeras y estuarios de rios, donde puede asociarse a cianobacterias, zooplancton y
crustaceos, incluyendo especies comerciales como cangrejos, camarones Yy
langostas (Somarriba L et al., 2013). En lugares donde no hay condiciones higiénicas
y sanitarias adecuadas la bacteria puede multiplicarse facilmente en el agua potable

e incluso en los alimentos (Somarriba L et al., 2013; CDC, 2014).

V. cholerae tiene mas de 200 serogrupos clasificados segun la estructura del
antigeno somatico O del lipopolisacarido de su membrana externa. Los serogrupos
01 y 0139 son los unicos capaces de provocar epidemias o endemias (Fernandez
SF & Alonso G, 2009; Somarriba L et al., 2013). Basado en variabilidades del Ag O y
otras caracteristicas fenotipicas, se reconocen tres serotipos (Ogawa, Inaba e
Hikojima) y dos biotipos (Clasico y El Tor) los cuales pertenecen al serogrupo O1,
considerado el mas virulento y epidémico por excelencia (Sanchez JHJ, 2005;
Fernandez SF & Alonso G, 2009; Somatrriba L et al., 2013).

A nivel molecular, los principales genes patogénicos de V. cholerae se encuentran
en regiones del cromosoma en forma de “clusters” o agrupaciones. Estos tienen la
capacidad de ser propagados horizontalmente lo que sugiere que los aislados
ambientales pueden volverse mas virulentos para el hombre a través de la
adquisicion de dichos genes de patogenicidad (Karaolis DKR et al., 1998, Heidelberg
et al., 2000).

I1.5. Estructura antigénica

V. cholerae se diferencian por la estructura molecular del polisacarido O tipo
especifico que forma parte del LPS anclado en la membrana externa de la bacteria.

Estas diferencias estructurales del polisacarido O determinan los mas de 200
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serogrupos de V. colerae. El serogrupo O1 esta a su vez subdividido en dos biotipos
con caracteristicas fenotipicas y patdgenicas distintas y se denominan: Clasico y El
Tor. Los aislados del serogrupo O1 de ambos biotipos se clasifican a su vez en dos
serotipos principales: Ogawa e Inaba. El primero presenta un grupo metilo — 2- O en
el extremo no reducido del carbohidrato terminal del polisacédrido O especifico que
esta ausente en el serotipo Inaba (Johnson RA et al., 2012). El serotipo Hikojima es
muy infrecuente y tiene las dos modalidades antigénicas de los serotipos explicados
antes. Estos determinantes antigénicos dan lugar a antigenos somaticos
termoestables serotipo — especificos que son detectados mediante pruebas
serologicas y se denominan A, B y C (Finkelstein RA, 2011; Kitaoka M et al., 2011;
Johnson RA et al., 2012). Todos los aislados del serogrupo O1 tienen un antigeno
comun gue es la molécula blanco de las pruebas de diagnéstico rapido presuntivo de
cOlera, que es el antigeno A, aunque también existen pruebas de diagndstico rapido
gue identifican antigenos de la toxina colérica (Nato et al.,, 2003). Los que
pertenecen al serotipo Ogawa tienen ademas el antigeno especifico B, es decir son
AB y aquellos pertenecientes al serotipo Inaba muestran ademas el antigeno C, por
lo tanto son AC. Los del serotipo Hikojima son ABC, es decir tienen los dos
antigenos que identifican a los dos serotipos mas frecuentes ademas del antigeno A

gue es el especifico del serogrupo O1 (Finkelstein RA, 2011; Kitaoka M et al., 2011).

La determinacion del serogrupo se realiza mediante aglutinacion en lamina a partir
de un cultivo en agar triptona soya (TSA) de 18 horas a 37°C. Antes se debe verificar
qgue el cultivo se encuentre en forma lisa mediante la reaccién de aglutinacién con
solucion salina al 2%. La serotipificacion es realizada también en lamina portaobjeto
con los antisueros correspondientes y siempre partiendo de un aislado con
caracteristicas fenotipicas de V. cholerae (Caffer Ml et al., 2007; OMS, 2011, Kitaoka
Metal., 2011)

En la figura 1 se muestra el diagrama general para la identificacion de los principales

serogrupos y serotipos de V. cholerae.

-8-
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Colonias tipicas en agar TSA

Aglutinacion con solucion salina 2%
|
+¢ ¢ -
Aglutinacion con Aislado rugoso
antisuero polivalente O1 (no tipable)
|
v &
V. cholerae no O1 V. cholerae O1
|
' ' | l
Aglutinacion con Aglutinacién con Aglutinacién con Aglutinacion con
antisuer? 0139 antisuero Inaba antisuero Ogawa antisuero Inaba/Ogawa
i/ \ | b '
V. cholerae 0139 V. cholerae V. cholerae O1 V. cholerae O1 V. cholerae O1
no O1, no 0139 Inaba Ogawa Hikojima

Figura 1. Diagrama para la identificacion de los serogrupos y serotipos de V. cholerae

(Caffer Ml et al., 2007).

[1.6. Diagnostico microbioldgico

En la sospecha inicial de colera el reconocimiento de las caracteristicas clinicas

tipicas y del entorno epidemiol6égico son sumamente importantes. No obstante, el

método de referencia o regla de oro en el diagnostico de esta infeccion es el

aislamiento e identificacion de su agente causal a partir de productos patolégicos,

especialmente muestras de heces diarreicas. Su realizaciobn requiere de un

laboratorio bien equipado y personal calificado. Los protocolos normalizados para el

diagnéstico convencional incluyen varias etapas y consumen no menos de 72 horas

de trabajo. Entre las principales etapas se encuentran (Caffer Ml et al., 2007,
Fernandez SF & Alonso G, 2009; Somarriba L et al., 2013):

1. Toma y procesamiento de la muestra: Se debe realizar durante la fase aguda de

la enfermedad. Las muestras utiles son las heces diarreicas recogidas en esta

fase y antes del inicio de cualquier tratamiento antibidtico o antiparasitario. Debe

ser obtenida aproximadamente 1 g de heces frescas o0 0,5 — 1 mL de heces

liquidas. En casos especiales puede realizarse mediante hisopado rectal.
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Debe procesarse en un periodo menor de 2 horas después de ser recogida. Si
esto no fuera posible, debe ser colocada en un medio de transporte como el

Cary-Blair, donde se puede conservar hasta 5 dias a 4-8 °C.

. Examen directo: Permite realizar un diagndstico presuntivo rapido, aunque por lo
general se considera poco confiable y no aplica como prueba de tamizaje. Incluye
varias pruebas como la microscopia de campo oscuro, la prueba de inmovilizacion
con el antisuero O1, la tincion de Gram sustituyendo la safranina por carbol-

fucsina como colorante de contraste y la inmunofluorescencia.

. Cultivo, pruebas fenotipicas y seroldgicas: Se lleva a cabo la siembra simultanea
de 0,5-1 mL o 1 g de heces en 10 -15 mL de medio de enriquecimiento agua de
peptona alcalina (APA) pH 8.5, asi como en medios generales y selectivos (agar
sangre, agar Mc Conkey y agar Tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS, de sus
siglas en inglés tiosulfato citrato bilis sacarosa). Una vez sembrados los medios
sélidos se incuban durante 18 — 24 horas a 37 °C y el medio de enriquecimiento
durante 4 a 6 horas, a la misma temperatura. Luego de transcurridos estos
tiempos se toma una asada de la superficie del caldo y se realiza la resiembra en
TCBS.

Las colonias con las caracteristicas culturales del género Vibrio deben ser
resembradas en los medios de agar dos azucares de Kliger (AHK) y agar hierro
lisina (AHL). Ambos medios de diferenciacion son incubados a 37 °C durante 18 a
24 horas antes de su lectura, la cual debe mostrar la fermentaciéon de glucosa, la
no utilizacion de lactosa y la descarboxilacion de la lisina en presencia de este
agente. Una vez establecida la pertenencia al género Vibrio se realiza la prueba
de la oxidasa, la cual debe dar un resultado positivo y se procede con las pruebas
fenotipicas que permiten establecer el diagndstico de la especie V. cholerae:
produccion de catalasa, prueba de la cuerda, descarboxilacién de la lisina y la
ornitina, hidrdlisis de la arginina, utilizacién del manitol y del inositol, sensibilidad

al compuesto vibriostatico O/129 y la prueba de tolerancia al NaCl.

Una vez identificada la especie, se prosigue con el estudio antigénico. Se debe
probar primero el antisuero polivalente O1 para la determinacion del serogrupo y

luego sigue la determinacion del serotipo con los sueros monovalentes para el
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serotipo Ogawa e Inaba. Si el resultado al enfrentar la colonia en estudio es
negativo para el antisuero O1, se procede a utilizar el antisuero 0139 (figura 1).
Los aislamientos presuntivamente del serogrupo O139, o del serotipo Hikojima
deben ser enviados a un laboratorio de referencia para un diagnostico

confirmatorio.

. Técnicas moleculares: Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), una de las
mas utilizadas es la que amplifica un fragmento especifico para V. cholerae que
pertenece a una de las regiones espaciadoras intergénicas localizadas entre las
subunidades de 16s y 23s del ANRr de este enteropatdégeno. Existe ademas una
RCP multiple que amplifica un fragmento del gen ctxA y del gen tcpA que
codifican para la subunidad A de la TC y para el pili co-regulador de la toxina de
V. cholerae O1 (Pukatzi S & Provenzano D, 2013).

. Pruebas para la determinacion del biotipo: Para este propésito pueden utilizarse el
aislamiento en agar sangre, hemaglutinacion de eritrocitos de pollo, el fagotipaje,

la reaccidén de Voges-Proskauer, la sensibilidad a polimixina B y la RCP.

. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana in vitro: Los métodos recomendados y
mas empleados para este propdsito son la difusion en agar Muller — Hinton con
sangre segun Kirby- Bauer y la microdilucién en caldo o agar. Los antimicrobianos
recomendados por la OMS son: cotrimoxazol, furazolidona, tetraciclina, y acido
nalidixico. Los resultados para el disco de tetraciclina son usados para predecir la
susceptibilidad a la doxiciclina. Si hay resistencia al acido nalidixico se debe
comprobar el comportamiento del aislado frente a ciprofloxacino ya que
probablemente haya en ese caso sensibilidad intermedia a esta quinolona
(Kitaoka M et al., 2011). El Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI,
de sus siglas en inglés Clinical Laboratory Standart Institute) solo provee los
puntos de corte para la interpretacién de los halos de inhibicion para ampicilina,
cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclina, y cotrimoxazol ya que los resultados de
sensible, intermedio y resistente para los aislados de V. cholerae O1 y 0139
frente a estos antimicrobianos estan correlacionados con los resultados de
concentracion minima inhibitoria (CMI) para estos antibiéticos por el método de

microdilucién en medio liquido. EI método de difusion con discos no debe ser
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usado para la doxiciclina y la eritromicina pues los resultados de los aislados de
V. cholerae 01/0139 frente a estos antibidticos por este método son
frecuentemente inexactos. Para la interpretacion del halo de inhibicidon frente a
ciprofloxacino se debe usar el punto de corte que establece CLSI para
enterobacterias, pues no hay punto de corte para V. cholerae en este caso
(Kitaoka M et al., 2011; CLSI, 2015).

Todo lo expuesto respecto al diagndéstico de certeza del colera y a la caracterizacion
fenotipica de la especie V. cholerae como agente etiolégico de la enfermedad,
explica por qué es necesario contar con métodos alternativos de diagndstico rapido
que permitan una orientacion presuntiva. Estos métodos deben ser confiables,
sencillos de aplicar, faciles de interpretar por cualquier personal y utiles en

condiciones de campo.

En Cuba el aumento en el nimero de atenciones médicas por enfermedad diarreica
aguda (EDA) ocurridas en afos recientes (Coutin MG et al., 2006; Almodovar-Battle
MC & Dickinson FO, 2014) conllevé al uso de pruebas de diagnéstico rapido
presuntivo de cdlera en todos los niveles de atencion médica del pais. Esta situacion
puso de manifiesto la necesidad de contar con una PDR cubana que permitiera
abaratar los costos del diagnéstico y mantener la estabilidad en la disponibilidad de

este recurso.

Con estos antecedentes, el Instituto Finlay de La Habana, Cuba, con amplia
experiencia en la obtencién de AcMs contra diferentes microorganismos, emprendio
el desarrollo de un diagnosticador rapido presuntivo de célera basado en el método
de aglutinacion a particulas de latex (Falero G et al., 2003; Cuello-Pérez M et al.,
2015).

I1.7. Diagnosticador ALcho1-IF

El diagnosticador ALcho1-IF consiste en una solucién de un AcM a una concentracion
de 0,25 mg/mL acoplado a particulas latex en una suspension al 10%. Dicho AcM
fue obtenido a partir de un hibridoma productor de 1IgG que reconoce el LPS de
V. cholerae O1 perteneciente a la coleccion del Instituto Finlay, La Habana, Cuba
(Falero G et al., 2003).
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El principio de la prueba consiste en la reaccibn de complementariedad
inmunoldgica entre el AcM y el LPS de V. cholerae O1. La positividad de la reaccion
se visualiza gracias a la aglutinacion de las particulas latex acopladas al AcM una

vez que se produzca la union de este AcM con el Ag A del LPS de V. cholerae O1.

Durante los estudios preliminares conducidos por el Instituto Finlay se comprob6 una
alta sensibilidad (limite de deteccién de 10> UFC/mL) y especificidad analitica de
este diagnosticador frente a diferentes cepas de V. cholerae O1 constatandose que
no hubo reaccidon cruzada con otros enteropatégenos como: V. cholerae no O1,
Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella sonnei, Shigella flexnery y
ECEP. La evaluacion inicial de su desemperio frente a 84 muestras frescas de heces
diarreicas humanas mostré una sensibilidad del 97,87% y especificidad del 97,29%
(Cuello-Pérez M et al., 2015).

No obstante, antes de proponer la introduccién del ALcho:-IF al sistema nacional de
salud cubano, era necesario realizar un estudio para la evaluacion de su desempefio
frente a un nUmero mayor de muestras de heces diarreicas humanas y comparar su
funcionamiento con los diagnosticadores comerciales usados en el pais: el Cholera
antigen 01/0139 de SD-Bioline y el On Site Cholera Ag 01/0139 Rapid Test de
CTK-Biotech.

[1.8. Diagnosticador Cholera antigen 0O1/0139 de SD-Bioline (www.standardia.
com/en/homeoroduct/rapid_Diagnostic_Test/Cholera_Ag.-O1-0139.html)

Esta es una prueba rapida presuntiva para la deteccién cualitativa de V. cholera O1/
0139 en heces humanas frescas. Constituye un método de uso facil, no tiene
reaccion cruzada con otras especies de vibrios y sus resultados estan disponibles en
20 minutos. Tiene un limite de deteccién de 10’ UFC/mL acorde a lo reportado por el
fabricante y es aplicable a estudios de pesquisaje masivo en condiciones de campo.
A diferencia del diagnosticador de CTK-Biotech sélo permite procesar muestras de

heces y requiere una mayor manipulacion pues tiene varios componentes.

El sistema contiene una membrana pre-cubierta con un AcM anti-V. cholerae O1 en
la zona 1 de la tira'y con un AcM anti-V. cholerae O 139 en la zona 2. Ninguna de las

dos zonas o lineas de diagndstico son visibles antes de la aplicacion de la muestra.
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Su visibilidad ocurre cuando cualquiera de los dos antigenos (O1 u 0139)
reaccionan con un AcP acoplado a oro coloidal que esta libre y forma un conjugado
gue migra por capilaridad a lo largo de la membrana y es captado por los respectivos
AcMs fijos a la membrana. Esto genera una linea color purpura en la zona 1 si en la

muestra esté presente el Ag O1 o en la zona 2 si esta presente el Ag O139.

En caso de no estar presente ninguno de los dos Ags no se forma el conjugado y en
consecuencia tampoco es generada la linea color parpura en ningunas de las dos
zonas de diagnéstico. La linea control debe aparecer siempre ya que su presencia

garantiza la correcta realizacion y funcionamiento de la prueba.

[1.9. Diagnosticador On Site Cholera Ag 01/0139 Rapid Test de CTK-Biotech
(Ctk.biotech.com/ctk.product/ctk-productcholera-ag-rapid-test)

Al igual que el diagnosticador de SD-Bioline, el sistema de CTK-Biotech es un
método inmunocromatografico de flujo lateral que a diferencia del test coreano utiliza
dos pares de AcMs, ambos acoplados a particulas de oro coloidal. Dos AcMs libres
que reconocen cada uno especificamente a los Ags O1 u 0139 si estan presentes
en la muestra y dos AcM anti 01/0139 fijos a las zonas diagnésticas 1 y 2
respectivamente que atrapan a los conjugados Olanti O1 u O139 antiO139 si éstos
se forman dando origen a una linea color purpura que representa o indica la
positividad de la prueba cuando los Ags O1 u 0139 se encuentran en la muestra. El
sistema de CTK-Biotech es una prueba ampliamente conocida y utilizada en Cuba,
se adapta bien a las condiciones de campo y tiene algunas diferencias con el
diagnosticador SD-Bioline ya que permite procesar vOomito ademas de heces,
requiere menos manipulacion pues contiene menos componentes, es un poco mas
rapida debido a que su tiempo maximo de lectura es 10 minutos y ademas su limite
de deteccion es de 10° UFC/mL segun su fabricante, por lo que es también mas

sensible.
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[1.10. Otros diagnosticadores

Las PDR presuntivo de célera son esenciales en la vigilancia de los brotes
epidémicos de la enfermedad y en el control de los mismos. Estas han evolucionado
desde la microscopia, los métodos de aglutinacion, los inmunocromatograficos hasta
la RCP. En enero de 2010, habian sido reconocidas 24 pruebas comerciales para el
diagnéstico rapido presuntivo del colera y han sido publicados al menos 18 estudios
del desempefio en muestras clinicas en condiciones de campo y de laboratorio
(Michal D et al., 2012).

Los primeros métodos para la deteccion precoz del colera se basaron en la
utilizacién de AcP que identificaban determinantes antigénicos de la toxina colérica o
del LPS de V. cholerae 01/0139 y a menudo presentaban reaccion cruzada con
otras especies de bacterias enteropatdgenas (Carrillo L et al., 1994; Hasan JAK et
al., 1994; Nato F et al., 2003; Bolafios HM et al., 2004). Ademas, estas primeras
pruebas no ofrecian una deteccion inmediata ya que requerian de la recuperacion
del germen a partir de la muestra, por lo que sélo acortaban en un dia el tiempo
demandado por el diagnéstico convencional (Rahman M et al., 1989).

La estandarizacién de la metodologia para la obtencion de AcMs impacté en el
desarrollo de las PDR para el colera. Entre los primeros sistemas con esta
tecnologia estdn los que utilizan AcMs conjugados con particulas de latex
suspendidas en una solucion amortiguadora como el PDK de Intelligent Monitoring
Systems, Gainville, FL (Bolafios HM et al., 2004) y los métodos de co—aglutinacion
que utilizan AcM adsorbidos a S. aureus muertos por calor que coaglutinan con
V. cholerae O1 como el Cholera Screen de New Horizons Diagnostics Corp,
Columbia, Md (Carrillo L et al., 1994; Bolafios HM et al., 2004). En la primera década
del actual siglo, aun eran utilizadas pruebas de diagndstico rapido como el colera
SMART que combinaban el uso de AcPs y AcMs en un formato sandwich, que

requiere varios pasos y que tienen buenos resultados (Nato F et al., 2003).

Desde hace varios afios los sistemas inmunocromatograficos de flujo lateral de uno
o dos pasos son los mas utilizados como PDR presuntivo de coélera. Uno de los

métodos inmunocromatograficos mas conocidos y evaluados es el V. cholerae
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Crystal de Span Diagnostics Ltd, India (Wang XY et al., 2006; Sinha A et al., 2012;
Chakraborty S et al., 2013), el cual es un dispositivo inmunocromatografico de un
solo paso que utiliza un AcM unido a particulas de oro coloidal que fue originalmente
desarrollado en el Instituto Pasteur en el afio 2003 y ha sido evaluado en
Bangladesh, Madagascar y Mozambique (Sinha A et al.,, 2012; Wang XY et al.,
2013). Los estudios del desempefio de este diagnosticador en los dos primeros
paises arrojaron una sensibilidad entre 94 y 100%, con especificidad entre 84 y
100% utilizando el cultivo como método de referencia (Sinha A et al., 2012). El
estudio de campo de este diagnosticador realizado en una zona endémica de
Mozambique en el que se establecieron varios grupos experimentales segun el
cuadro clinico de los pacientes, la sensibilidad y la especificidad totales de esta
prueba rapida fue de 95% y 89% respectivamente, siendo mayor la sensibilidad en
aquellos pacientes que requirieron terapia de rehidratacion endovenosa (Wang XY et
al.,, 2013). En otro estudio de evaluacion del desempefio del VC Crystal en
condiciones de laboratorio, se obtuvo una sensibilidad de un 100% y una

especificidad del 66% con respecto al cultivo (Vijaya S, Dhanalakshmi TA, 2015).

El sistema Cholera SMART® de New Horizons Corp., Columbia, Md. antes
mencionado, tiene como principio la precipitacion de un AcM marcado con particulas
de oro coloidal que detecta especificamente V. cholerae O1. Esta precipitacion da
lugar a un complejo que es capturado por un AcP fijado a una membrana de
nitrocelulosa lo cual hace posible la visualizacion del resultado. Este sistema mostro
una sensibilidad analitica de 6x10” UFC/mL en muestras de heces diarreicas de
pacientes con sospecha célera y una sensibilidad y especificidad de un 100% con
estas mismas muestras (Bolafilos HM et al., 2004). Este resultado fue similar al
obtenido en otro estudio de campo realizado con este diagnosticador donde se
obtuvo una sensibilidad de un 95,6% (Hasan JAK et al., 1994).

Por otra parte las pruebas de coaglutinacion para el diagnéstico rapido de
V. cholerae O1 fueron las primeras en ser utilizadas para este propésito y datan de
los afios 1970°s y 1980°s del siglo pasado (Rahman M et al., 1989). Uno de estos
sistemas utiliza células de S. aureus (ATCC 12598) muertas por calor, estabilizadas
con formaldehido y luego tratadas con antisueros especificos anti-V. cholerae O1.

Los Acs presentes en este antisuero se adhieren por sus fragmentos Fc a la proteina
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A de la membrana externa de la célula estafilocdccica y reaccionan por su region
variable con su antigeno homoélogo en las muestras, lo que provoca la coaglutinacion
y la positividad de la prueba. La evaluacién del sistema demostré que detecta
V. cholerae O1 a partir de colonias sospechosas en agar TCBS con una sensibilidad
y especificidad similares al cultivo (Rahman M et al., 1989). El mismo se comercializa

como Cholera Screen de New Horizons Corporation (Bolafios HM et al., 2004).

[1.11. Evaluacion del desempefio de pruebas diagnésticas
[1.11.1 Requisito metodolégicos

Uno de los requisitos establecidos en Cuba para la inscripcion de este tipo de
producto en el Registro Nacional de Diagnosticadores es demostrar mediante un
estudio de evaluacion del desempefio que el sistema responde al propésito para el
cual fue disefiado. Esto requiere que el estudio se realice en un laboratorio no
comprometido con el fabricante (CECMED; Regulaciéon No. 47-2007).

En Cuba la Regulacion 47 del 2007 emitida por el Centro para el Control Estatal de
los Medicamentos y Dispositivos Médicos (CECMED) ofrece una serie de
orientaciones para la evaluacion del desempefio de los diagnosticadores y
complementa lo establecido para este tipo de estudio en la regulacion vigente sobre
los Requisitos Generales para el Registro Sanitario de los Diagnosticadores en el
pais (Fernandez SP & Diaz SP, 2013). De forma adicional, la Norma Cubana EN
13612:2006 establece el procedimiento general para la evaluacion del
funcionamiento de los diagnosticadores que debera ser cumplido con independencia
del tipo de diagnosticador de que se trate (Norma Cubana NC EN 13612:2006;
CECMED; Regulacion No. 47-2007).

Entre los requisitos generales a tener en cuenta en la evaluacion del desempeiio de

los diagnosticadores establecidos en la Regulacion 47 estan los siguientes:

— El diagnosticador a evaluar sera comparado con otro que tenga una aplicacion
similar o con el método o estandar de referencia establecido, los cuales se

utilizaran ademas para caracterizar las muestras que se utilicen en la evaluacion.
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También se podra utilizar en casos que se requiera y sea de mayor utilidad un

criterio diagnostico especifico.

— Los diagnosticadores que se utilicen en la evaluacion deberan estar registrados
por las autoridades reguladoras competentes o contaran con un reconocimiento

internacional.

— El diagnosticador se evaluara bajo las mismas condiciones en que sera utilizado.
Se tendran en cuenta diversos factores como: muestras biolégicas, analistas,
equipos, condiciones ambientales, instalaciones (consultorios, laboratorios del

nivel primario, secundario o terciario), entrenamiento especifico, entre otros.

— Las caracteristicas del desempefio que se evaluaran durante el estudio, seran
aguellas que se consideren de utilidad para avalar el uso del diagnosticador, para
lo cual se debera tener en cuenta el tipo de ensayo (cualitativo o cuantitativo) y la
aplicacion del producto (diagnostico, pesquisaje, prondstico, seguimiento,

confirmacion o complementario).

[1.11.2. Requisitos técnicos

Se refieren a las caracteristicas del desempefio que deberan ser evaluadas para los
diagnosticadores y que se subdividen en desempefio analitico y desempefio
diagnéstico o clinico (Norma Cubana NC EN 13612:2006; CECMED. Regulacién No.
47-2007).

Desempefio diagnostico o clinico: Es la evaluacion de las caracteristicas del
desempefio que implica un numero de muestras bioldgicas estadisticamente
significativas. Este estudio es necesario para demostrar la relacion entre el resultado

y la condicion clinica del paciente. Estas incluyen:

— Exactitud diagnéstica: Se obtiene al comparar los resultados del diagnosticador
gue se esta evaluando con el resultado del estandar de referencia establecido.
Una forma de hacer esta comparacion es mediante las pruebas de concordancia,
que se conocen como estudios de comparacion, comparacion de métodos, o
pruebas de eficiencia, entre otros. En cualquier caso se refiere a estudios

comparativos en los cuales una serie de muestras de pacientes o individuos son
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namero de muestras estadisticamente significativa, que deben oscilar entre 50 y

100 en dependencia del tipo y la aplicacion del producto y que ademas debe ser

empleado un método de referencia reconocido. Las pruebas de concordancia es

una via de obtener la imprecision del comportamiento del diagnosticador en la

practica.

— Sensibilidad diagnéstica o clinica: Es una indicacion de cuan eficiente es el

diagnosticador en identificar a los individuos que tienen una enfermedad o una

condiciéon en particular. Es importante tener en cuenta que cuando existe un
“‘estandar perfecto” o un estado clinico bien definido, el valor de sensibilidad y

especificidad diagnéstica que se determina es real. Sin embargo, en los casos

que exista un “estandar imperfecto” o no esté bien definido el estado clinico, no es

apropiado utilizar estos términos, en su lugar se determina la concordancia.

— Especificidad diagndstica o clinica: Es una indicacion de cuan efectivo es el

diagnosticador en identificar a los individuos que no tienen una enfermedad o una

condiciéon determinada.

— Valor predictivo positivo (VPP): Es la probabilidad que tiene un individuo de estar

infectado o enfermo, cuando el resultado del ensayo es positivo o reactivo. Es la

proporcién de individuos con resultados positivos 0 reactivos correctamente

diagnosticados por el ensayo. Tiene en cuenta la sensibilidad y especificidad

clinica del diagnosticador y ademas varia en dependencia de la prevalencia de la

enfermedad en el area donde se usara en un tiempo determinado.

— Valor predictivo negativo (VPN): Es la probabilidad que tiene un individuo de no
estar infectado o enfermo, cuando el resultado del ensayo es negativo 0 no

reactivo. Es la proporcion de individuos con resultados negativos 0 no reactivos

correctamente diagnosticados por el ensayo. Tiene en cuenta la sensibilidad y

especificidad clinica del diagnosticador y al igual que éstas varia en dependencia

de la prevalencia de la enfermedad.
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— Razon de verosimilitud positiva (RVP): Expresa el nUmero de veces que es mas
probable que un resultado positivo provenga de un enfermo respecto de una

persona sana.

— Razdn de verosimilitud negativa (RVN): Es una medida de la probabilidad de que

un resultado negativo sea obtenido de un enfermo respecto a una persona sana.

— Pacientes correctamente diagnosticados: Es un parametro del desempefio cuyo
calculo esta incluido en algunos paquetes estadisticos y ofrece el porcentaje de
individuos enfermos entre el total de diagnosticados como positivos o reactivos
por la prueba en estudio respecto al método de referencia. Este parametro
proporciona una idea concreta de la utilidad diagnostica real del diagnosticador

en estudio.

— Estos parametros constituyen el desempefio o validez interna de un
diagnosticador que es el conjunto de propiedades de un diagnosticador relativos

a su idoneidad para el uso previsto.
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[ll.1. Tipo de estudio, poblacién y muestreo

Tipo de estudio: Se realizé un estudio de corte transversal en el periodo de mayo-

septiembre de 2015.

Universo: Adultos residentes en la provincia La Habana (poblacion > 18 afios al 31
Dic 2013).

Muestra: Se determiné de acuerdo a la siguiente formula (Morena L, 2013a):

5 Donde: n = Tamario de la muestra

n= > z = 1,96 para el 95% de confianza
p = prevalencia esperada del factor a estudiar (5%)*
q=1-p
B = Precision o error maximo aceptado (3%)

*Prevalencia esperada teniendo en cuenta los casos de colera ocurridos en Cuba desde
2012.

[1l.2. Seleccion de la muestra y estrategia de muestreo

Se utiliz6 un muestreo no probabilistico accidental, de acuerdo al ndmero de
pacientes atendidos en el servicio de recepcion de ingresos del IPK por cuadro

diarreico agudo con sospecha de colera (Morena L, 2013a).

Una vez obtenido el consentimiento informado y firmado, se aplicé un cuestionario
(anexo 1) y se procedio a la toma de muestra (anexo 2), la cual se recolect6 de lunes

a viernes durante el horario laboral del IPK (8:00 am a 4:00 pm).

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion para los pacientes

e Pacientes adultos con diarrea aguda que acudieron al servicio hospitalario del
IPK.

¢ Voluntariedad expresada mediante consentimiento informado escrito y firmado.
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Criterios de exclusion para los pacientes

e Pacientes tratados con antibioticos siete dias o menos antes de la toma de

muestra.

¢ No estar apto mentalmente (para firmar el consentimiento informado y la recogida

de informacién del modelo de la toma de muestra).

Criterio de salida del estudio

e Muestras no identificadas de forma apropiada (sin modelo de solicitud de toma de

muestra o con datos incompletos, contenedores no rotulados o mal rotulados).

e Muestras que no cumplan las medidas de bioseguridad (Ej. derramadas, frascos

mal tapados)

e Heces de mas de 3 horas de emitidas.

[11.3. Procedimientos generales

El personal especializado del Centro Provincial de Higiene Epidemiologia y
Microbiologia de La Habana (CPHEM-LH) de conjunto con el del Instituto Finlay
proporcionaron entrenamiento a la autora y al resto del equipo técnico y profesional

del IPK para el adecuado manejo y funcionamiento del ALcnos-IF.

Se disefaron los modelos de solicitud de toma de muestra, recogida de datos del
paciente y del consentimiento informado. Las muestras de heces se tomaron en la
sala destinada a la atencion a pacientes con sospecha de célera del IPK durante el
horario descrito con anterioridad. Se tuvo en cuenta las normas técnicas descritas en

el plan de enfrentamiento al colera del IPK (versién 3 del 2013)*

* Disponible en el Laboratorio Nacional de Referencia de Enterobacterias Patdgenas, en la Direccion
y en el Puesto de Mando del IPK
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Los procedimientos para el diagndstico rapido presuntivo por medio de los sistemas
AlLcnhoi-IF, de CTK-Biotech y de SD Bioline se realizaron en el sitio de toma de
muestra en un local preparado para este proposito. Adicionalmente se inoculé un
tubo con agar Cary-Blair y se traslad6é al Laboratorio Nacional de Referencia de
Enterobacterias Patogenas del IPK (LNR-EP-IPK). Durante estas operaciones se
tuvo en cuenta las medidas de bioseguridad previamente establecidas en el Plan de
enfrentamiento al célera del IPK (version 3, 2013)*. Una vez en dicho laboratorio, se
asentaron los datos de los pacientes en el libro de registro de entrada de este
laboratorio y se realiz6 el procesamiento para el diagnéstico de célera por métodos

convencionales (Caffer Ml et al., 2007).

[11.4. Técnicas y procedimientos especificos

A las muestras se les realizaron simultaneamente la prueba mediante el sistema

ALchos-IF y las pruebas inmunocromatograficas de CTK-Biotech y SD-Bioline.

Ensayo con el sistema ALcho1-IF
Los reactivos se conservaron entre 4-8 °C y se atemperaron antes de su utilizacion.
— Materiales suministrados por el productor
3 mL de reactivo latex acoplado con el AcM anti-LPS de V. cholerae O1.
1 mL de control positivo.
1 mL de control negativo.
Tarjeta de cartulina de fondo negro como soporte para la reaccion.
Aplicadores plasticos.
Instructivo para el uso.
— Materiales no suministrados por el productor
Viales o tubos con solucién salina (0,5 mL)

Gotero graduado o calibrado (30 pL)

* Disponible en el Laboratorio Nacional de Referencia de Enterobacterias Patdgenas, en la Direccion
y en el Puesto de Mando del IPK
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— Metodologia para el uso (instructivo elaborado por el Instituto Finlay y modificado

por el equipo de investigadores del LNR-EP-IPK).
A. Procesamiento de las heces liquidas:

1) Se agité el frasco con particulas de latex acopladas al AcM anti-LPS de
V. cholerae O1.

2) Se colocé 1 gota del mismo en tres de los pocillos de la tarjeta de reaccion

3) Se depositd 1 gota del control positivo en uno de los pocillos que contenia el

primer reactivo.

4) Se deposité 1 gota del control negativo en otro de los pocillos que contenia

el primer reactivo.

5) Se deposité 1 gota de la muestra en el pocillo restante que contenia el

primer reactivo.

6) Se mezclaron los reactivos de cada pocillo utilizando un aplicador para cada

uno de ellas.

7) Se realizaron movimientos giratorios de la tarjeta de reacciébn hasta 3

minutos.
8) Se observo la presencia o no de aglutinacion.

9) Se anoto el resultado en el modelo de solicitud de analisis y en la libreta de

trabajo.
B. Procedimiento de las heces semiliquidas
1) Se coloco 500 pL de suero fisioldgico en un tubo o vial.

2) Se empled un hisopo embebido en las heces tocando varios puntos de la

misma.
3) Se introdujo el mismo en el tubo o vial con suero fisiolégico.

4) Se rot6 y presiond sobre las paredes del tubo hasta lograr dilucion completa

del material fecal.

5) Se tomaron 30 uL y se procedio segun lo descrito para las heces liquidas.
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Muestras no reactivas o negativas: aquellas que no aglutinaron en un maximo de

tres minutos después de mezcladas con el reactivo acoplado al AcM anti-LPS de

V. cholerae O1 (figura 2).

Muestras reactivas o positivas: aquellas que aglutinaron en el término de hasta

tres minutos después de mezcladas con el reactivo latex acoplado al AcM anti-

LPS de V. cholerae O1 (figura 2).

Positivo Negativo

‘2.

Figura 2. Interpretacion de los resultados de
la reaccién de aglutinacion con el sistema
ALcnos1-IF. La formacion de grumos indica que
la reaccibn es positiva (circulo de la
izquierda); el aspecto lechoso de forma
homogénea de la suspension indica que la
reaccion es negativa (circulo de la
derecha).

Prueba rapida de CTK-Biotech y SD-Bioline:

El andlisis de las muestras con estos diagnosticadores se realizé siguiendo las

instrucciones del fabricante en cada caso (anexos 3 y 4 respectivamente). La figura

3 muestra los componentes de las pruebas comercializadas por SD-Bioline y CTK-
Biotech.

Figura 3. Imagen que muestra los componentes de los sistemas inmunocromatograficos
comerciales de SD-Bioline (A) y CTK-Biotech (B).

-25-
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Diagnoéstico convencional

Se procedié segun el Procedimiento Normado de Operacion A-36-01 del LNR-EP-
IPK* para el diagnoéstico de V. cholerae O1 a partir de muestras de heces que esta

basado en la bibliografia acotada en el diagrama.

Muestra en agar Cary-Blair
I
Y v | {
Agar TCBS Agar sangre Agar MacConkey APA
| 4-6h, 37°C
v

Agar TCBS  Agar sangre

24h, 37°C |
Colonias presuntivas de V. cholerae
24h, 37°C |
AHK/HHL
24h, 37°C |
Imagen presuntiva de V. cholerae
Reaccion positiva ¢

oxidadasa/catalasa/prueba de la cuerda

24h, 37°C |
lis/arg/orn/man/ino/crecimiento en CINa
Leyenda
24h, 37°C ¢ TCBS: agar tiosulfato-citrato-sacarosa-bilis
Imagen presuntiva de V. cholerae APA: agua de peptona alcalina
¢ AHK: agar hierro de Kliger
AHL: agar hierro lisina
Agar tripticasa-soya lis: lisina
. VL orn: ornitina
24h, 37°C man: manitol
Identificacion de serogrupo y serotipo ino: inositol

Figura 4. Diagrama que muestra el procedimiento general de identificacion convencional de
V. cholerae (Caffer Ml et al., 2007; Somarriba L et al., 2013).

* Disponible en el Laboratorio Nacional de Referencia de Enterobacterias Patégenas del IPK.
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[11.5. Procedimientos estadisticos y analisis de datos para la validacién del
diagnosticador (Norma Cubana NC EN 13612:2006; CECMED. Regulacion
No. 47-2007; Morena L, 2013b).

Previo control de calidad, todos los datos fueron almacenados en una base diseflada

para este estudio en Epi Info 2006 version 3.3.2.

Para dar respuesta al primer objetivo especifico se determiné la validez interna de la

prueba (capacidad predictiva) calculada segun:

Validez: Se estimé teniendo en cuenta los célculos de sensibilidad y especificidad.

a) Sensibilidad diagndstica: probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
enfermo. Las muestras se clasificaron en verdaderos positivos (VP) y falsos

negativos (FN). Se tom6 como referencia el diagndstico convencional.

b) Especificidad diagndstica: probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
sano. Las muestras se clasificaron en verdaderos negativos (VN) y falsos

positivos (FP). Se tom6 como referencia el diagndstico convencional.

Seguridad: Se determind por el valor predictivo de un resultado positivo 0 negativo.

a) VPP: probabilidad de estar infectado por V. cholerae O1 cuando se obtiene un
resultado positivo con el diagnosticador ALchoi-IF. Se calculé segun la férmula
VPP = VP/ VP+FP.

b) VPN: probabilidad de no estar infectado por V. cholerae O1 cuando se obtiene un
resultado negativo con el diagnosticador ALchos-IF. Se calculé segun la férmula
VPN= VN/ VN+FN.

Razon de verosimilitud (cuan probable es un resultado concreto ya sea positivo 0
negativo): Se estimod segun la presencia o ausencia de enfermedad. Se utiliz6 como

indice de comparacion entre diferentes pruebas para un mismo diagnostico.

a) RVP: indica cuantas veces es mas probable estar enfermo cuando la prueba es

positiva.

b) RVN: indica cuantas veces es mas probable estar sano cuando la prueba es

negativa.
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Para dar salida al segundo objetivo se realiz6 el calculo de la capacidad predictiva
de los diagnosticadores de CTK-Biotech y SD-Bioline mediante los mismos

parametros ya mencionados para el ALcho1-IF.

Se determind la exactitud diagnostica del ALchoi-IF mediante indice de kappa lineal
para lo que se empled el diagndstico convencional como método de referencia. Para
establecer la concordancia entre los métodos se aplicé la clasificacion de Byrt
(1996): excelente o muy buena: 1 a 0,8; buena: 0,8 a 0,6; moderada: 0,6 a 0,4,
ligera: 0,4 a 0,2; pobre: 0,2 a 0,0 y ausencia de concordancia: 0,0 a -1,0 (Cortés RE;
2010).

Para satisfacer lo planteado en el tercer objetivo se describi6 la poblacion estudiada
segun las variables sociodemograficas edad y sexo, asi como algunas
epidemiologicas de interés (hacinamiento, hervir y clorar el agua). Se calculd los
valores absolutos, porcentajes, media, mediana, la razén de prevalencia (RP),
considerando el valor de RP< 1 como factor protector, RP entre 1 y 1,5 como no
existencia de riesgo y RP > 1,5 como existencia de riesgo de enfermar (Morena L,
2013b).

En el anexo 5 se resume la operacionalizacion de las variables consideradas en el

presente estudio.

[11.6. Aspectos éticos y conflicto de intereses

El protocolo del presente trabajo de tesis para optar por el titulo de Master en
Bacteriologia-Micologia, cuenta con la aprobacion de la Comisién Cientifica
Especializada de Microbiologia y del Comité de Etica del Instituto de Medicina

Tropical Pedro Kouri (anexos 6y 7).

Procedimientos para garantizar aspectos éticos en las investigaciones con

sujetos humanos:

Para la seleccion de los pacientes se aplicaron los criterios de inclusion y exclusion

establecidos para este estudio.
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Dando cumplimiento a lo descrito en la Declaracion de Helsinki, 2001 y sus
posteriores revisiones, la encargada de la toma de muestra brindo a los individuos
seleccionados la posibilidad de preguntar cualquier detalle del estudio antes de

firmar la planilla de consentimiento informado.

Ademas se utilizaron los modelos de solicitud de toma de muestras y los registros de

laboratorio.

Todo el personal de salud involucrado en la investigacion y el operario de la base de

datos fueron entrenados previamente.

Se confeccion6 una base de datos en Epi Info 2006 version 3.3.2. En esta base de
datos se sustituyd el nombre de cada participante con un nimero de identificacion
(desde 1 hasta 200). Solo los responsables del estudio tuvieron acceso a dicha base

de datos y manejaron la informacién con estricta confidencialidad.

Todos los individuos voluntarios que participaron en el estudio fueron beneficiados
ya que se les realiz6 de forma paralela las PDR y un coprocultivo para determinar la
infeccion por enteropatégenos. Aquellos que resultaron positivos mediante las
pruebas rapidas empleadas, o negativos con sospecha clinico-epidemidlogica fueron
ingresados para mejor estudio y la aplicacion del tratamiento correspondiente segun
lo establecido en el Plan de Prevencion y Control de célera del Ministerio de Salud
Publica de Cuba (Minsap) de octubre 15, 2012*.

A los pacientes se les explicd que su participacion en el estudio era absolutamente
voluntaria; ademas recibieron informacién sobre los objetivos de la investigacion, los
beneficios, la no exposicidén a riesgos potenciales y se les informd a quienes debian
contactar para responder alguna pregunta o duda relativa al estudio o su condicion

de salud.

Conflicto de intereses: Se declara la ausencia de conflictos de intereses con los

productores, comercializadores ni otras partes involucrados.

Publicacién de resultados en congresos, eventos, para propoésitos
pedagogicos y otros: Los resultados de este estudio fueron entregados a la
direccion del IPK, del CPHEM-LH, del Instituto Finlay y a la Direccion Nacional de

* Disponible en el Centro Hospitalario del IPK y en el Minsap.
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Epidemiologia del Minsap. Sélo seran publicados, presentados en congresos,
eventos y fines pedagogicos en caso de que lo autorice esta ultima. Los nombres de
los voluntarios ni ningun otro identificador se usard en publicacién alguna ni en

materiales pedagdgicos.

Riesgo/beneficio: Los procederes normados en el ensayo para la evaluacién del
desempeiio del diagnosticador ALchoi-IF estuvieron basados en métodos no
invasivos, por lo que el mismo no conllevd ningun riesgo para los individuos
estudiados. En contraposicion, fueron beneficiados ya que recibieron un diagnéstico
microbiolégico especializado que permitié el manejo especifico y oportuno segun el

caso.

Debido a que el célera es una enfermedad infectocontagiosa de facil diseminacion,
esta accion también repercutio de forma positiva en la poblacion general al contribuir
a evitar la aparicion de casos nuevos en la comunidad de donde procedia cada

paciente.

La comparacion del diagnosticador AlLchoi-IF con los sistemas comerciales
disponibles y los métodos convencionales, permitio brindar elementos utiles sobre su
desemperio a los productores y autoridades competentes para la posterior toma de

decisiones.

[11.7. Aspectos de bioseguridad: El personal encargado del procesamiento de las
muestras de heces fue especialmente capacitado e instruido en las operaciones
relacionadas con su trabajo y siguid lo dispuesto en el Manual de Bioseguridad para
el Laboratorio (PNO 29-004)* en relacion a las buenas practicas y uso de equipos de

proteccion personal (batas y sobrebatas, guantes).

El local seleccionado para el estudio conté con todas las condiciones para el
procesamiento correcto y el analisis de la muestra. Ademas se garantizé la
eliminacién final del material de desecho contaminado con todos los medios

disponibles, incluidas las muestras de heces.

* Disponible en el Laboratorio Nacional de Referencia de Enterobacterias Patdégenas y la sala de
hospitalizacion del IPK seleccionada para este estudio.
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EI calculo de la muestra teniendo en cuenta la cantidad total de adultos mayores
de 18 afios residentes en La Habana y demas factores de la formula que se empled

arrojo un total de 203 individuos.

En la tabla 1 se resumen los resultados de las muestras de todos los pacientes para

cada una de las pruebas que se emplearon en el presente estudio.

Tabla 1. Numero de pruebas positivas y negativas segun el tipo de diagnosticador
para el total de pacientes incluidos en el estudio de evaluacién del ALcno1-IF
(n = 203). LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre de 2015.

Resultado

Tipo de diagnosticador Positivo Negativo
Diagnostico

_ 66 146
convencional
AlLchoi-IF 81 131
CTK-Biotech 77 135
SD-Bioline 33 179

Evaluacion del desempefio de la prueba presuntiva rapida ALcho:i-IF para el

diagnédstico del célera vs diagndéstico convencional

De las 66 muestras diagnosticadas como positivas segun el método convencional,
56 también resultaron positivas por el AlLchoi-IF (56/66), en tanto que las 146
muestras que resultaron negativas por el método de referencia, 121 (121/146) fueron
también negativas por el método en evaluacion. Estos resultados arrojaron una

sensibilidad y especificidad superior al 80%.

La tabla 2 muestra los valores de sensibilidad y especificidad, asi como otros

pardmetros del desempefio de la prueba ALcho:-IF para el diagnéstico presuntivo
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rapido de colera tomando el diagndstico convencional como método de referencia y

un de intervalo de confianza (IC) de 95%.

Tabla 2. Parametros del desempefio del sistema Alchoi-IF para el diagnostico

presuntivo rapido de colera tomando el diagndstico convencional como
método de referencia. LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre 2015.

Parametros Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 84,85 73,43 92,11
Especificidad (%) 82,88 75,56 88,41
VPP (%) 69,14 57,76 78,67
VPN (%) 92,37 86,05 96,07
RVP 4.96 3,42 7,18
RVN 0,18 0,10 0,33
Pacientes correctamente diagnosticados 83,49 77,65 88,09
indice de Kappa 0,6376 0,5299 0,7453

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
RVP: razén de verosimilitud positiva; RVN: razén de verosimilitud negativa
Fuente: Base de datos del estudio. LNREP-IPK, La Habana, 2015.

Comparacion del desempefio del sistema inmunocromatografica de CTK-

Biotech vs diagndstico convencional

En las condiciones de trabajo del presente estudio, de las 66 muestras que
resultaron positivas por el método de referencia, 59 fueron diagnosticadas
igualmente positivas por el sistema de CTK-Biotech (59/66). De las 146 muestras

negativas por el diagnéstico convencional, 128 fueron negativas segun este

diagnosticador (128/146).

De estos resultados derivaron valores de sensibilidad y especificidad superiores al

85%. El valor predictivo positivo apenas supero el 75%; sin embargo, en cerca del
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95% de los casos fue capaz de predecir cuando la diarrea aguda era de etiologia no

colérica.

La tabla 3 muestra el desempefio de la prueba rapida de CTK-Biotech en relacion al

diagnéstico convencional como método de referencia.

Tabla 3. Parametros del desempefio del sistema de CTK-Biotech para el diagnostico
presuntivo rapido de célera tomando el diagnostico convencional como
método de referencia. LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre 2015.
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Paradmetros Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 89,39 78,77 95,27
Especificidad (%) 87,67 80,96 92,33
VPP (%) 76,62 65,34 85,20
VPN (%) 94,81 89,21 97,71
RVP 7,25 4,67 11,26
RVN 0,12 0,06 0,24
Pacientes correctamente diagnosticados 88,21 82,90 92,08
indice de Kappa 0,737 0,6411 0,8329

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
RVP: razén de verosimilitud positiva; RVN: razdn de verosimilitud negativa
Fuente: Base de datos del estudio. LNREP-IPK, La Habana, 2015.

Comparacion del desempefio del sistema inmunocromatografica de SD-Bioline

vs diagndstico convencional

El diagnosticador de SD-Bioline s6lo permitié identificar como positivos 30 de los 66
reconocidos por el método de referencia (30/66) y a 143 de los 146 de los

diagnosticados como negativos por el diagnoéstico convencional (143/146).
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Estos resultados mostraron la baja sensibilidad y elevada especificidad del sistema
con relacion al cultivo; asi como la capacidad de predecir la infeccion por V. cholerae

en mas del 95% de los pacientes con diarrea aguda.

La tabla 4 muestra el resumen de los valores obtenidos para cada parametro de
desempefio que se evalué con relacion al sistema de SD-Bioline en las condiciones

del presente estudio.

Tabla 4. Parametros del desempefio del sistema de SD-Bioline para el diagndstico
presuntivo rapido de colera tomando el diagndstico convencional como
método de referencia. LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre 2015.
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Parametros Valor IC (95%)

Sensibilidad (%) 45,45 33,32 58,12
Especificidad (%) 97,95 93,65 99,47
VPP (%) 90,91 74,53 97,62
VPN (%) 79,89 73,11 85,35
RVP 22,12 7,00 69,91
RVN 0,56 0,45 0,69
Pacientes correctamente diagnosticados 81,60 75,59 86,45
indice de Kappa 0,5029 0,3768 0,629

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
RVP: razén de verosimilitud positiva; RVN: razén de verosimilitud negativa
Fuente: Base de datos del estudio. LNREP-IPK, La Habana, 2015.

Caracterizacion de la poblacién de estudio

La tabla 5 muestra la RP, la probabilidad (p) asociada a cada valor de este
parametro y su respectivo IC. Los parametros antes mencionados son los mas
empleados para estimar el riesgo de enfermar dado los resultados obtenidos con el

método de referencia segun el comportamiento de las variables epidemiolégicas de
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interés en el estudio. Como ya mencionamos se seleccion6é un valor 21,5 para
estimar el riesgo de enfermar asociado al comportamiento de estas variables de
interés epidemioldgicos que fueron: la edad, el sexo, el hacinamiento, el consumo de

agua no hervida y el consumo de agua no clorada.

La elevada RP en los individuos entre 25 y 64 afios sugiere la asociacion entre este
rango de edades y el riesgo de adquirir colera. No se observo diferencias

significativas entre este y los restantes grupos etarios.

Con relacion al género, los resultados fueron similares ya que la RP resultd superior en
los hombres con relacion al sexo femenino; a pesar de esto la diferencia no fue

significativa.

El valor de RP y p demostraron que el consumo de agua sin hervir constituyé el

mayor riesgo de enfermar de célera.

De acuerdo a la RP estimada en el presente estudio, otras variables
epidemioldgicas tales como la cloracion del agua y el hacinamiento no parecen estar

directamente asociados al riesgo de infeccion por V. cholerae.

Tabla 5. Distribucion de casos con diarrea aguda comparados con los confirmados
de célera segun las variables de interés. LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-
septiembre 2015.

Variables Enfermos (n=66) No enfermos RP; p
No. (%) (n=146)
No. (%)
Género
Masculino (n=94) 35 (37,23) 59 (62,76) RP=1,66*
Femenino (n=118) 31 (26,27) 87 (73,72) (0,92-2,99)
p=0,08
Edad (x, *=DS) 46,52(+16,803) 45,99(+17,69) RP=1.70*
(0.80-3.58)
p=0,16
indice de hacinamiento 23
Si (n=28) 10 (35,71) 18 (64,28) RP=1,27
No (n=184) 56 (30,43) 128 (69,62) (0,55-2,92)

p=0,57
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Consumo agua hervida

Si (n=79) 17 (21,51) 62 (78,48) RP=2,12+

No (n=133) 49 (36,84) 84 (63,15) (1,11-4,04)
p=0,01*

Consumo agua clorada

Si (n=63) 18 (28,57) 45 (71,42) RP=1,18

No (n=149) 48 (32,21) 101 (67,79) (0,62-2,26)

RP: razon de prevalencia con intervalo de confianza al 95%; p: valor de p significativo <0,05.

* valores significativos
Fuente: Cuestionarios y base de datos de la investigacion, IPK-2015
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EI cOlera se considera como una enfermedad infecciosa prevenible ya que se
transmite por agua y alimentos contaminados. Desafortunadamente, a pesar de los
grandes avances en el entendimiento de la enfermedad y su agente causal, el
hombre no ha sido capaz de detener su diseminacion. Como resultado, el nimero de
paises que reportan esta infeccion a la OMS contindla en ascenso cada afo (Sack
DA et al., 2004; Ghose AC, 2011).

El diagndstico de certeza de esta infeccion se basa en el aislamiento de V. cholerae
y la identificacion de su serotipo y biotipo. Estas pruebas permiten ademas, la
caracterizacion del aislado, incluyendo su susceptibilidad in vitro y los estudios de
epidemiologia molecular. Sin embargo, estos requieren de diversos pasos que
enlentecen la obtencidn del resultado, asi como de varios sustratos y reactivos para
incrementar la poblacion de bacterias deseadas (en este caso V. cholerae), restringir
la de otros géneros presentes en la muestra, aislarla en medios no selectivos e
identificarla a través de pruebas bioquimicas, fisioldgicas y seroldgicas. Este largo
proceso es influenciado ademas por la calidad de la muestra, la cuantia del indculo
en la misma y otros factores externos como la temperatura, humedad y luminosidad
entre otros (Guillen A & Lucho J, 2011; Sharifi-Mood B & Maliheh Metanat M, 2014).

Por su parte, las pruebas basadas en la deteccidn de la reaccion Ag-Ac, permiten el
diagndstico presuntivo acelerado y se pueden utilizar como una prueba tamiz en una
poblacion determinada. Esta ventaja resulta de utilidad para la toma de decisiones
durante brotes epidémicos, ya que no solo contribuyen al suministro del tratamiento
especifico, sino también a iniciar de manera agil y racional las medidas de control.
Aunque otras EDAs también requieren rehidratacion del paciente, Unicamente
cuando su causa es la infeccion por V. cholerae es indispensable establecer
medidas inmediatas para limitar la propagacion de la enfermedad (Bolafios HM et al.,
2004).

La re-emergencia de este agente en el Caribe dio lugar a un nuevo reservorio para
el incremento de la séptima pandemia por esta infeccion (Weil AA et al., 2012). Su
introduccién en Cuba, después de mas de un siglo de erradicada, requirid la

actualizacion de los algoritmos diagnosticos y del manejo de los pacientes con
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sospecha de colera con vistas a garantizar la deteccion oportuna de la infeccion y
mitigar el impacto negativo de esta enfermedad sobre la salud y la economia (Coutin
MG et al., 2006; Almodovar-Battle MC & Dickinson FO, 2014).

Las pruebas de diagnéstico rapido del célera disponibles actualmente en Cuba no
son de produccion nacional lo que encarece el diagnostico y dificulta la estabilidad
de su disponibilidad en el pais. En este contexto se volcaron todos los esfuerzos en

la busqueda de soluciones de lo cual devino el ALcho1-IF, objeto de esta evaluacion.

Evaluacion del sistema de aglutinacién al latex ALchosi-IF para el diagndstico

rapido presuntivo de V. cholerae O1 en pacientes con sospecha de célera

Se conocen mas de 200 serogrupos de V. cholerae (definidos por el antigeno
somatico O); no obstante solo los serogrupos O1 y 0139 son reconocidos como
causa de brotes epidémicos, siendo el primero el de mayor incidencia a nivel
mundial (Harris JB et al., 2012). El Instituto Finlay elaboro el sistema de diagndstico
ALcho1-IF basado en un AcM anti LPS de V. cholerae O1 acoplado a particulas de
latex. Su evaluacion preliminar en condiciones de laboratorio y posterior reto en la
deteccion del antigeno colérico en muestras de pacientes pediatricos, demostraron
la sensibilidad, especificidad y eficacia del sistema (97,87, 97,29 y 97,6%
respectivamente). Ademas de buen desempefio en condiciones de campo
preliminares, el diagnosticador exhibié otras bondades propias del sistema de
aglutinacion al latex: resultados en tiempo maximo de 15 minutos, no requerir de
instrumental complejo, ni de personal técnico altamente calificado (Cabrera O et al.,
2006; Cuello-Pérez M et al., 2015). Aungque no existen antecedentes de estudios
sobre la valoracion costo/beneficio de este producto, su manufactura nacional
presupone inversiones menos costosas que la importacion de otros sistemas
comerciales como los de las casas CTK-Biotech y SD-Bioline. No obstante, para su
escalado e introduccion en la red de laboratorios del sistema de salud de Cuba, era
preciso el disefio de protocolos aprobados por los organismos regulatorios como el
CECMED vy de centros evaluadores como el IPK (Norma Cubana NC EN 13612,
2006; Regulacion No. 47, CECMED 2007).
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Las investigaciones realizadas en el presente estudio demostraron valores de
sensibilidad, especificidad y eficacia inferiores a los que se encontraron previamente
por los propios productores, tanto al enfrentarlo a cepas controles como durante la
prueba de campo preliminar. Esta diferencia pudo deberse entre otras causas, a que
las poblaciones de estudio eran diferentes. En la primera fase se emplearon heces
de nifios ingresados (Cuello-Pérez M et al., 2015), lo que presupone un cuadro
clinico comprometedor, mientras que en la segunda fase se evalué sobre muestras
de adultos, la mayor parte de los cuales no requirieron hospitalizacién. Aunque no se
realiz6 un estudio cuantitativo de la carga bacteriana en las muestras, pudiera
deducirse que la severidad del cuadro clinico pudo estar asociada a este factor. Bajo
esta perspectiva se pudiera hipotetizar que la gravedad del enfermo es proporcional
al nimero de bacterias presentes en la muestra lo que repercutié de forma negativa
en la positividad de la prueba en estudio durante la segunda fase. Esta suposicion
pudiera homologarse a los resultados de Wang y cols. quienes evaluaron el
diagnosticador Crystal VC en un area endémica de coélera en Africa subsahariana.
En este ensayo se demostré que la sensibilidad de esta prueba fue mayor en el
grupo de pacientes con enfermedad severa que requirié terapia de rehidratacion
endovenosa, en tanto que en los casos menos severos fue mas baja (Wang XY et
al., 2006).

En el presente estudio es posible que influyeran también otros factores relacionados
con la edad. Entre ellos 1) la prontitud en acudir a los servicios médicos (usualmente
mas rapido cuando se trata de nifios) lo que favorece que la deteccion del Ag se
realice durante la fase de mayor excrecién, 2) la presencia de condiciones
anatomofisiol6gicas adversas para V. cholerae (Ej hiperclorhidria en el curso de la
Ulcera gastroduodenal (Fernandez SF & Alonso G, 2009), asi como 3) el empleo de
sustancias o medicamentos diferentes de los antibidticos que pudieran tener efecto
negativo sobre la sobrevivencia o expresion antigénica de este agente; estos ultimos
de uso mas frecuente en los adultos, grupo en que los valores de los parametros

gue se evaluaron resultaron inferiores.

Las condicionantes mencionadas con anterioridad no se consideraron durante la
elaboracion del protocolo de este trabajo y por tanto constituyen limitaciones a tener

€en cuenta en ensayos futuros.
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De igual forma otras circunstancias pudieron influir en los resultados falsos negativos
y positivos obtenidos con el AlLchoi-IF. La existencia de otras sustancias u
organismos en la muestra, por demas usualmente constituida por una flora
microbiana muy variada, también pudieran causar reaccion cruzada,
autoaglutinacion del reactivo o inhibicién de la reaccién (Caffer Ml et al., 2007,
Ashihara Y, et al., 2011). Adicionalmente, debido a que el sistema se aplica
directamente sobre las heces, la presencia de fléculos o materia fecal propiamente
dicha, en ocasiones dificulta la interpretacion, lo que puede impactar directamente
sobre los resultados. Con vistas a minimizar este Ultimo inconveniente, todos los
investigadores relacionados con el ensayo recibieron capacitacion sobre los
procederes y se crearon las condiciones necesarias para el desarrollo de los

mismos.

El cultivo, considerado como la prueba de referencia internacional, también pudiera
tener resultados que dependen de varios factores, entre ellos: la cuantia y
representatividad del inoculo, la viabilidad del microorganismo a detectar, su
variabilidad fenotipica, de condiciones de laboratorio (Fernandez SF & Alonso G,
1991; Kelly MT et al.,, 1991; Caffer Ml et al.,, 2007). En el caso de V. cholerae
ademas, se reporta que los cambios de la osmolaridad y el ph en la parte baja del
aparato digestivo pueden inducir la aparicion de formas cocoides no cultivables y a
la eliminacién del fago de los vibrios, factores que pueden afectar la sensibilidad de
este diagnéstico (Vijaya S, Dhanalakshmi TA, 2015). Por esta razon, algunos autores
refieren que el uso del método convencional como prueba de referencia en los
estudios de evaluacion pudiera conllevar a una subestimacion de la especificidad y
del VPP de la prueba evaluada debido a las tasas altas de falsos positivos (Page AL
et al., 2012).

Ademas la especificidad del ALchoi-IF, aunque por debajo de lo reportado por su
fabricante, tuvo un valor cercano a lo reportado para otros diagnosticadores. El
Crystal VC por ejemplo, fue evaluado en diferentes paises: Madagascar,
Bangladesh, Congo y Mozambique, en los cuales este parametro vario entre el 70,6
y el 100% en dependencia de la gravedad del cuadro clinico y el empleo o no de
incubacion previa de las heces en APA, en tanto la sensibilidad en estos estudios
estuvo alrededor del 77% (Bhuiyan NA et al., 2003; Wang XY et al., 2006, Mukherjee
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P et al., 2010; Sinha A et al., 2012; Vijaya S, Dhanalakshmi TA, 2015; Page AL et al.,
2012).

El sistema PDK® (basado en el uso de un AcM contra el Ag A del LPS del
V. cholerae O1 acoplado a particulas latex) y el SMART® (sistema
inmunocromatografico en dos pasos que utiliza un AcM unido a particulas de oro
coloidal y un AcP fijado a una membrana de nitrocelulosa) fueron evaluados y
comparados en un estudio multicentrico realizado en Costa Rica. El primero arroj6
100% de sensibilidad, 85,7% de especificidad y VPP de 86,6% cuando fue probado
en heces liquidas sin moco. El segundo mostré sensibilidad y especificidad de
100%*°, lo que demuestra la superioridad de ambos sistemas en comparacién con el
AlLchoi-IF. Otro diagnosticador basado en la captura de Ag mediante AcMs
acoplados a particulas de latex exhibi6 100% de sensibilidad y VPP de 87%, sin
embargo la especificidad fue sélo 33% (Carrillo L et al., 1994).

Aunqgue el ALcho:1-IF mostro valores de sensibilidad, especificidad y VPP moderados,
su VPN y la RVP traducen que los pacientes diagnosticados como positivos
mediante esta prueba tienen casi 5 veces mas probabilidad de estar enfermos que
de estar sanos. Esta deduccién coincide con la RVN de la misma (0,18), de la que se
infiere que la probabilidad de que un resultado negativo provenga de un paciente
enfermo es muy baja (Morena L, 2013b). Adicionalmente, segun la interpretacion del
indice de kappa por Byrt, los valores entre 0,6 y 0,8 indican buena correlacion entre
los elementos comparados (Cortés RE, 2010), en este particular el ALchoi-IF y el

cultivo como referencia.

De manera general, los parametros de desempefio tenidos en cuenta durante la
evaluacion del AlLchoi-IF, superan el 80%. Esto permitiria hacer un diagnéstico
rapido de forma presuntiva en similar proporcion de pacientes con sospecha de
célera, lo que sin dudas pudiera resultar de gran utilidad en el manejo adecuado de
los mismos y en el control de brotes epidémicos. No obstante, las limitantes
encontradas durante la discusion de este acapite deberan ser estudiadas con mas

profundidad con vistas a lograr una mejor interpretacion de la prueba.
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Comparacion del desempefio del sistema ALchoi-IF con el de las pruebas
rapidas inmunocromatograficas disponibles en la red nacional de laboratorios

de microbiologia en Cuba

La inmunocromatografia es una de las técnicas de inmunodiagnéstico mas
modernas. Cada vez son méas sus aplicaciones; el ejemplo més conocido son las
pruebas de embarazo y una de las mas recientemente incorporadas son aquellas
para el diagnostico de la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (Caffer
Ml et al., 2007, Ashihara Y et al., 2011). Estas se realizan mediante un dispositivo
desarrollado para detectar la presencia (o la ausencia) de un compuesto diana en la
muestra. Este tipo de pruebas cominmente presenta en un formato de tira, en el
cual la muestra problema fluye a lo largo de un sustrato sélido por medio de una
accion capilar. Las basadas en la inmunocromatografia de flujo lateral siempre se
presentan en tiras que pueden ser colocadas en los llamados casetes o aplicadores
que les brinda un soporte mas confiable y atractivo (Michal D et al., 2012;
Chakraborty S et al., 2013).

Entre las multiples ventajas que hoy se le reconocen a las pruebas
inmunocromatograficas de flujo lateral se encuentran la rapidez, sensibilidad,
especificidad y uso sencillo, cuya lectura e interpretacibn no requieren de

experiencia ni equipos de laboratorio (Ashihara Y et al., 2011)

En general las pruebas de diagnéstico rapido para el célera han mostrado un
desempefio variable segun el tipo de estudio, la metodologia de la evaluacion
empleada, el tamafio de muestra y la carga bacteriana en los especimenes
analizados®. Algunos autores refieren una sensibilidad que oscila entre 92-100% y
especificidad 50-100% (Keddy KH et al., 2013; Vijaya S, Dhanalakshmi TA, 2015).
La sensibilidad del ALcho:-IF fue discretamente inferior a la del diagnosticador de
CTK-Biotech y bastante mas elevada que la del SD-Bioline. La especificidad, por su
parte vario del 82,88 al 97,95% en orden decreciente para el diagnosticador de SD-
Bioline, CTK-Biotech y ALcho1-IF.

Los valores predictivos son parametros del desempefio que a diferencia de la
sensibilidad y la razén de verosimilitud varian con la prevalencia de la enfermedad y
la especificidad del método (Norma Cubana NC EN 13612, 2006; Vijaya S,
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Dhanalakshmi TA, 2015). EI VPP y VPN del ALcho:-IF fueron comparables a los del
diagnosticador de CTK-Biotech; por su parte el de SD-Bioline mostr6 un
comportamiento dispar, con VPP superior y VPN inferior al de los diagnosticadores

antes mencionados.

La RV o cociente de probabilidades, indica la probabilidad de que un resultado
(positivo 0 negativo) se corresponda con el diagnéstico correcto. Los valores
obtenidos para la RVP fueron hasta tres veces superiores para el diagnosticador
SD-Bioline en comparacién con el valor de ese parametro para el CTK-Biotech y el
ALcho1-IF. Por su parte de RVN del CTK — Biotech fue el mas bajo respecto a los
valores de este parametro para la prueba en estudio y el diagnosticador SD - Bioline.
Estas cifras indican que con respecto a las RV en conjunto (positiva y negativa) el
CTK — Biotech es el diagnosticador mas seguro seguido por el ALchoi-IF, ya que
aunque la probabilidad de que un resultado positivo provenga de un enfermo es muy
alta con el uso del SD — Bioline, también es alta la probabilidad de que uno negativo

provenga de un paciente infectado.

El indice kappa traduce la concordancia de los métodos en comparacion con la
prueba de referencia. De acuerdo a la clasificacion de Byrt (1996)(Cortés RE, 2010)
el diagnosticador de CTK-Biotech fue el de mejor concordancia con el diagnostico
convencional pues mostrd el indice de kappa mas elevado. AlLcnoi-IF también
mostro valores entre 0,6 y 0,8 en tanto la concordancia de la prueba de SD-Bioline
fue moderada (valor de kappa entre 0,4y 0,6).

Adicionalmente, durante el ejercicio se hizo evidente que el diagnéstico con el
ALcnhoi-IF requiere mayor manipulacion de las muestras biologicas, especialmente
cuando no son liquidas, y que se generan numerosos desechos potencialmente
contaminados (tarjetas de aglutinacion, palillos, viales, etc) lo que a su vez origina

mayor riesgo bioldgico para el operador y el entorno.

De forma general, estas evidencias sugieren que el ALchos-IF es el menos ventajoso
en comparacion con los diagnosticadores de CTK-Biotech y de SD-Bioline, entre los
cuales no existe una verdadera supremacia dada la gran variabilidad entre sus

resultados.
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Caracterizacion de la poblacion de estudio segun variables de interés

epidemiologico

El presente trabajo abordé ademas, el comportamiento de algunas variables
sociodemogréficas y epidemiolégicas en la muestra de pacientes que quedaron

incluidos en el mismo.

El estudio de toda la poblacion es la manera mas exacta de acercarse a lo que se
pretende conocer, pero esto casi nunca es posible en la practica debido a la falta de
tiempo, la escasez de recursos y la dificultad para acceder a todos los sujetos, entre
otros aspectos. En el presente ensayo el célculo del numero de individuos a incluir
tuvo en cuenta la frecuencia esperada de la enfermedad y el tamafio de la poblacion
de La Habana, asi como un nivel de precisién y confianza que permitieran extrapolar
los resultados a la poblacién general (Morena, 2013b). El tipo de muestreo que se
empled garantiz6 que todos los individuos que cumplieran los criterios de inclusion
se sumaran al estudio en la medida que acudieran al hospital del IPK (sitio de

ensayo) hasta completar el tamafio de la muestra calculada (Cantor AB, 1996).

El estudio demostré que de los 212 pacientes que conformaron la muestra, mas de
la mitad eran mujeres (55,6%); sin embargo, el diagndstico microbioldgico de colera
resultod significativamente superior en los hombres (p = 0,08). Esto pudiera deberse
de una parte a que este Ultimo grupo poblacional suele ser mas reticente a acudir a
los servicios médicos y de otra a que debido a sus actividades por lo general son
menos cuidadosos de los habitos higiénico-sanitarios. Estos argumentos son

totalmente especulativos ya que en la encuesta no se exploraron los mismos.

La edad en que mas se afectaron los individuos fue de 25 a 64 afios. Este rango se
corresponde con la edad laboralmente activa, durante la cual las personas pasan la
mayor parte del dia fuera del hogar. En consonancia con lo anterior, el 86% de los
individuos refirieron vivir en condiciones de no hacinamiento; sin embargo,
precisamente en este grupo fue donde se demostré el porcentaje mas elevado de
infeccidon por V. cholerae. Vistos de conjunto, estos datos sugieren que los pacientes
pudieron adquirir la infeccidn en un entorno extradomiciliario. En estas condiciones
las personas no siempre tienen acceso a bebidas y alimentos sanos o a servicios

sanitarios donde puedan realizar el aseo correcto de las manos, circunstancias que
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pudieran propiciar la infeccion con este patégeno (Thielman NM et al., 2014,
Sanchez RM & Pérez I1A, 2014).

En Cuba existe un servicio amplio de acueducto y alcantarillado, asi como
programas masivos de educacion sanitaria sobre medidas higiénicas. El objetivo
principal de estos ultimos es propiciar habitos de higiene tales como el lavado de
manos, la coccidn y conservacion de alimentos, la lactancia materna, la eliminacion
de desechos y el tratamiento del agua para el consumo humano. A pesar de esto, el
estudio demostré que mas del 60% de la poblacion estudiada no cloraba ni hervia el
agua y que existe una asociacion significativa entre la presencia de la infeccion por
V. cholerae y el consumo de agua sin hervir. Esta bien demostrado que la dosis
infectiva de este patégeno es de 10% a 10° vibrios, que la fuente de contaminacion
mas importante son las heces de las personas infectadas, que se adquiere por via
oral a través de agua contaminada o al ingerir alimentos que contengan la bacteria y
gue es mas frecuente donde no existen condiciones sanitarias adecuadas para la
poblacién, ni un tratamiento adecuado de las aguas (Sanchez RM & Pérez IA, 2010;
Salinas de Reigosa B et al., 2011). Por lo general los brotes estdn asociados con
problemas de abasto de agua, pobre higiene doméstica y personal, analfabetismo,

pobreza y practicas culturales que facilitan la transmision (Valenzuela MT, 2010).

Los datos que aportan esta investigacion traducen la necesidad de continuar e
intensificar los esfuerzos que realiza Cuba en el control del colera. Ademas del
mejoramiento de la infraestructura sanitaria y el fortalecimiento de los programas de
educacién de la poblacion, son necesarias otras medidas que potencien las
primeras. Entre estas pudieran mencionarse el perfeccionamiento del diagnéstico y
la vigilancia clinica, epidemioldgica y microbiolégica, asi como la implementacion de
estrategias de vacunacion a la poblacion susceptible. La posibilidad de disponer de
forma sostenida de métodos de diagnéstico rapido sensibles y especificos resulta

una herramienta vital para este propdésito.
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Discusién general

El colera aun resulta una amenaza para la salud publica mundial. La clave para
mitigar los brotes epidémicos, controlar la enfermedad cuando esta se vuelve
endémica y reducir la mortalidad, continta siendo el abordaje multidisciplinario de la
prevencion, preparacion y respuesta, sumado a un robusto sistema de vigilancia

para la deteccion oportuna de casos.

A partir de junio de 2012, después de mas de 100 afios libre de cdélera, Cuba se vio
sometida a brotes epidémicos de esta enfermedad devastadora. Gracias a la vision y
esfuerzo del gobierno de este pais se implementaron medidas y acciones que
contuvieron su expansion y severidad. La importancia de este trabajo radica en
aportar las evidencias necesarias para la toma de decisiones relativas al empleo del
ALcho1-IF como método rapido de diagndéstico presuntivo en la red de laboratorios de

microbiologia.

El método antes mencionado es de produccion nacional, lo que garantiza un
suministro estable y durante su evaluacion demostré valores de sensibilidad,
especificidad y VPN aceptables. Su principal debilidad parece estar dada por su
VPP. Esto ultimo pudiera solventarse aplicando de forma correcta el método de
diagnéstico clinico-epidemiolégico y la confirmacion del mismo mediante
microbiologia convencional. Estos resultados soportan la hipétesis de que el
diagnosticador AlLchoi-IF permite la deteccion cualitativa de V. cholerae O1

excretado por los pacientes con diarreas agudas.

De forma general, la comparacién con los métodos disponibles en la red de
laboratorios sugieren la superioridad del sistema de la casa CTK-Biotech seguido por
ALchoi-IF y SD-Bioline de forma decreciente. De esto se desprende que la segunda
parte de la hipotesis del presente trabajo, ALcho1-IF muestra un desempefio igual al
de las pruebas inmunocromatograficas disponibles en la actualidad en Cuba, no

resulta totalmente cierta.
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De forma adicional, el formato del diagnosticador objeto de estudio pudiera facilitar la
contaminacion del operador y el entorno de no extremarse las medidas de control

durante su manipulacion.

Entre las principales limitaciones de esta investigacion estuvieron: el estudio de un
namero limitado de los individuos que cumplian los criterios de inclusion debido a la
falta de recursos materiales y humanos, la encuesta pudo haber reflejado otros datos
que facilitaran el analisis e interpretacion de los resultados y finalmente el estudio

carece de analisis costo/beneficio.
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o La capacidad predictiva del diagnosticador ALchos-IF fue aceptable por lo que
atendiendo a su desempefio pudiera ser empleada para el diagndéstico rapido

presuntivo de célera.

. La evaluacion del desempefio de la prueba AlLchoi-IF mostré resultados
similares al del diagnosticador de CTK-Biotech y distantes a los del sistema de
SD-Bioline. El empleo futuro del ALchoi-IF en el sistema de vigilancia activa del
cOlera debe permitir un diagnéstico rapido presuntivo con una eficiencia similar
a la del CTK — Biotech.

o La evaluacion de las variables epidemiolégicas seleccionadas sugieren que en
las acciones para prevenir el cllera se debe enfatizar en el tratamiento correcto
y oportuno del agua de consumo, especialmente en la poblacién masculina en

edad laboral.
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o Presentar los resultados de este estudio de evaluacion del desempefio del
diagnosticador ALcho1-IF al Instituto Finlay, con vistas a su perfeccionamiento y
sugerir el cambio de formato a un sistema inmunocromatografico de flujo lateral

el cual pudiera ser mas seguro y preciso que la prueba de aglutinacion al latex.

o Incluir en los disefios de futuros estudios las variables clinico-epidemiolégicas
gue constituyeron limitaciones en el presente trabajo, tales como, antecedentes
patologicos personales y el consumo de sustancias diferentes de los

antimicrobianos.

o Realizar un estudio de costo beneficio respecto al uso de las pruebas rapidas
presuntivas comercializadas por CTK-Biotech y SD-Bioline para el

enfrentamiento al colera en nuestro pais.
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Anexo 1. Modelo de consentimiento informado. Evaluacion del sistema de
aglutinacion al latex ALchoi-IF para el diagnéstico rapido presuntivo de
V. cholerae O1. LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre 2015.

Estimado paciente,

En los ultimos meses se reporta un incremento en el numero de pacientes atendidos en
consulta por diarrea. El Sistema Nacional de Salud de Cuba esta interesado en conocer
cuales son los principales microorganismos (virus, bacterias y parasitos) causantes de
este problema en el pais. Con este objetivo se diseid un estudio que se esta
realizando en el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri. Nos gustaria contar con su
consentimiento para que a las muestras de heces que Ud. esta entregando, se les
realicen todas las determinaciones pertinentes en este sentido, asi como con su
colaboraciéon en la recogida de informacion necesaria que nos permitan arribar a
conclusiones certeras.

Todos los datos brindados por Ud. u obtenidos en el presente estudio seran
estrictamente confidenciales y privados. Su participacion o no, no afectara en lo
absoluto el servicio ni la atencién que usted debe recibir.

Si decide participar, por favor firme esta pagina. Su nombre no sera usado en ningun
informe, pero su colaboracion nos ayudara a obtener la informacién necesaria para
tratar de resolver un problema de salud que en estos momentos le afecta a usted. Si no
desea participar, gracias por su tiempo.

He leido la informacion de esta hoja de consentimiento y todas mis preguntas sobre el
estudio y participacion han sido atendidas, ademas se me ha informado de que puedo
no participar o retirarme del mismo en cualquier momento, sin que por ello vaya a ser
motivo de perjuicio.

Hago constar por este medio, mi disposicion y consentimiento, para que se tome mi
muestra de heces para ser incorporado al estudio.

Siacepto: __ Fecha (dia/mes/ano): I
Nombre completo de la persona entrevistada:
Firma:

Fecha (dia/mes/afo): / /

A quien contactar

Si usted desea hacer alguna pregunta puede hacerla ahora o después. Si usted
quisiera hacerla mas tarde puede contactar a: )
Teléfono:
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Anexo 2. Planilla disefiada para la recoleccion de datos y resultados durante la
evaluacion del sistema de aglutinacion al latex Alchoi-IF para el
diagnostico répido presuntivo de V. cholerae O1. LNR-EP-IPK; La
Habana, mayo-septiembre 2015.

Modelo de indicacidén de toma de muestra para coprocultivo, envio al LNR EP-IPK y resultados

1-Nombre (es):

Apellidos:

3-Nimero de
identificacion

resultado: ! !

Observaciones:

2-Edad:
4-Direccion particular: 5-Area de Salud 6-Municipio | 7-Provincia | 8-Sexo
Masc. __
Fem. __
9-Sintomas y signos. 10-APP: 11- Fecha de colecta de la
muestra de heces (D/M/A)
_—f__d
Caracteristicas de las heces:
semiliquidas __ 12-Mombre del facultativo y
pastosas __ firma, cufio:
semipastosas __
sanguinolentas __
mucopiosanguinolentas __ otra;____
Resultados
13-Fecha de la llegada al Laboratorio: / f
Resultados del SD Bioline Resultados CTK Biotech Resultados del Algpo-IF
Fecha del resultado: f /
Resultado del coprocultivo:
Microbiota normal (MBN): Bacteria ldentificada: Fecha del

14- Realizado por: Nombre:

Firma

Fecha: __ __/ !
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Anexo 3. Procedimiento para realizar la prueba rapida CTK-Biotech (traducido en el
LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre 2015).

Preparacion de la suspension de la muestra para la realizacion de la prueba
1. Coloque los materiales del Kit a temperatura ambiente antes de realizar la
prueba
2. Tome una porcion de la muestra problema (alrededor de 50 mg) con el hisopo.
3. Cuando la muestra comience a difundir, usted observara un color purpura a
través de la ventana del resultado
4. Interprete los resultados al cabo de 10 minutos. No interpretarlos después de

los 10 minutos

Interpretacion de la prueba

1. Una banda de color aparecera a la izquierda de la ventana del resultado, lo cual
indica que el procedimiento de trabajo es correcto. Esta banda es la linea de
control (C).

2. Apareceran bandas de color en el centro y a la derecha de la ventana del

resultado.

Resultado negativo: La presencia solamente de la banda de control (C) indica un

resultado negativo.

Resultado positivo: La presencia de la banda de control (C) y la banda O1 indica

un resultado positivo para Vibrio cholerae O1.

La presencia de la banda de control (C) y la banda 0139 indica un resultado

positivo para Vibrio cholerae 0139.

La presencia de la banda de control (C), la banda O1 y la banda 0139 indica un

resultado positivo para Vibrio cholerae O1 y Vibrio cholerae 0139.

Resultado no valido: Se considera resultado no valido cuando no aparece la
banda de control (C). Algunas de las causas de resultado no valido pudieran ser
no cumplimiento del procedimiento para la realizacion del diagnosticador o que

esté vencido.
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Anexo 4. Procedimiento para realizar la prueba rapida de SD-Bioline (traducido en el
LNR-EP-IPK; La Habana, mayo-septiembre 2015).

Preparacion de la suspension de la muestra para la realizacion de la prueba.

1. Coloque los materiales del diagnosticador a temperatura ambiente antes de
realizar la prueba.

2. Tome el diluente hasta la marca como se muestra en la figura. Luego,
transfiéralo al tubo de recoleccion de la muestra.

3. Repita el paso 2.

4. Tome una porcidon de la muestra problema (alrededor de 50 mg) con el
hisopo de recoleccion.

5. Inserte el hisopo dentro del tubo de recoleccion de la muestra que contiene
el diluente.

6. Gire el hisopo al menos 10 veces hasta que la muestra se haya disuelto en
el diluente. Antes de descartar el hisopo, presione sobre las paredes del tubo
para eliminar el exceso de liquido.

7. Tape el tubo de recoleccion de la muestra con el gotero.

Procedimiento de la prueba
1. Saque de la bolsa el diagnosticador y coloquelo en una superficie seca
2. Agregue 2-3 gotas (BO-100 mL) en la ventana de la muestra (S) del
diagnosticador.
3. Cuando la muestra comience a difundir, usted observara un color purpura a
traves de la ventana del resultado.
4. Interprete los resultados al cabo de 10 — 20 minutos. Mo interpretarlos

después de los 20 minutos.

Interpretacion de la prueba
1. Una banda de color aparecera a la izquierda de la ventana del resultado, lo
cual indica que el procedimiento de trabajo es correcto. Esta banda es la linea
de control (C).
2. Apareceran bandas de color en el centro y a la derecha de la ventana del
resultado (2,1).
Resultado negativo: La presencia solamente de la banda de control (C) indica

un resultado negativo.
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Resultado positivo:
1. La presencia de la banda de control (C) y la banda 1(1) indica un resultado
positivo para Vibrio cholerae O1.
2. La presencia de la banda de control (C) y la banda 2 (2) indica un resultado
positivo para Vibrio cholerae O139.
3. La presencia de la banda de control (C), la banda 1(1) y la banda 2 (2)

indica un resultado positivo para Vibrio cholerae O1 y Vibrio cholerae O139.

Resultado no valido: Se considera resultado ni valido cuando no aparece la
banda de control (C). Algunas de las causas de resultado no valido pudieran ser
no cumplimiento del procedimiento para la realizacion del diagnosticador o que el

diagnosticador este vencido.
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Anexo 5. Operacionalizacion de las variables consideradas en el estudio para la
evaluacion del sistema de aglutinacion al latex AlLchoi-IF para el
diagnostico rapido presuntivo de V. cholerae Ol1. LNR-EP-IPK; La
Habana, mayo-septiembre 2015.

Variable (Clasificacion)

Definicion y escala

Socio-demograficas

Edad (variable
cuantitativa discreta).

Los grupos de edad se clasificaron en seis categorias: 18-24
anos, 25-34 anos, 35-44 afos, 45-54 afnos, 55-64 afios, 65y +
afos.

Género (variable
cualitativa nominal
dicotémica)

Segun sexo bioldgico: a) Masculino b) Femenino

Lugar de residencia
(variable cualitativa
politbmica)

Se tuvo en cuenta los que residian en los 15 municipios de La
Habana.

Escolaridad (variable
cualitativa ordinal).

Se clasificd segun nivel terminado siguiendo las categorias:
iletrado, primario, secundario, medio y superior.

Ocupacion (variable
cualitativa nominal
politébmica).

De acuerdo a sus diferentes modalidades en el pais y
posteriormente se redujo a seis categorias: Amas de casa,
jubilados, trabajadores de la salud, cuenta propista, manipulador
de alimentos y otros.

Epidemioldgicas

Hacinamiento (variable
cualitativa dicotomica).

Si o No (segun cantidad de convivientes/nimero de cuartos
utilizados para dormir= = 3).

Procedencia del agua
de consumo (variable
cualitativa nominal
politémica)

- Acueducto: Conducto artificial para conducir agua, para el
abaSTECimiento de una poblacién determinada.

- Cisterna: Receptaculo para contener generalmente agua. Su
capacidad va desde unos pocos litros a miles de metros cubicos.
- Pozo: Receptéculo para contener agua.

- Pipa: Transporta y vende agua por medio de un camién
cisterna.

- Otras fuentes: Procedente de cualquier otra fuente, incluyendo
embotellada

Calidad del agua de
consumo. (variable
cualitativa nominal
dicotomica).

Hervida: agua calentada hasta bullir por tres 0 mas minutos
utilizando electricidad, gas, keroseno, carbén o algin otro
combustible. Se operacionalizé como: Si'y No.

- Clorada: aquella que independientemente de la fuente se le
adicion6 hipoclorito de sodio al 1%. Se operacionaliz6 como: Si o
No.
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Disposicion final de
residuales liquidos:
(variable cualitativa
nominal politomica).

Se tuvo en cuenta diferentes categorias:

- Inodoro conectado al alcantarillado: Sistema de cafierias de
desagtie, también llamado alcantarillado, que esta disefiado para
recolectar las excretas humanas (heces y orina) y las aguas
residuales y eliminarlas del entorno domiciliario. Los sistemas de
alcantarillado consisten de instalaciones de recoleccion, bombeo,
tratamiento y eliminacién de excretas humanas y aguas
residuales.

-Inodoro conectado al tanque séptico. Dispositivo de recoleccion
de excretas que consiste de un tanque asentador hermético, que
normalmente se encuentra bajo tierra, lejos de la vivienda o del
inodoro. También se le denomina “fosa”.

- Letrina (pozo negro/hoyo). Sistema que vacia las excretas a un
hoyo en el suelo y cuenta con agua para la limpieza.

- Sin instalacion sanitaria:_Incluye fecalismo al aire libre

-Otro (especifique): Opcién considerada para dar la posibilidad de
declarar otro(s) sistemas diferentes a los anteriores.

Clinicas

Antecedentes de
contacto con personas
con diarreas (variable
cualitativa nominal
dicotémica)

Si o No.

NuUmero de diarreas
(variable cuantitativa
discreta)

Dependiendo del nimero de diarreas en las ultimas 24 horas:
<10 0210

Voémitos en las Ultimas Sio No
24 horas (variable

cualitativa nominal

dicotémica)

Fiebre (variable SioNo

cualitativa nominal
dicotémica)

De laboratorio

Resultado del
diagnéstico
convencional (variable
cualitativa nominal
dicotémica)

Positiva o negativa

Resultado de la prueba
de aglutinacion al latex
ALvchos-IF (variable

Positiva 0 negativa
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cualitativa nominal
dicotémica)

Resultado de la prueba
inmunocromatografica
de CTK-Biotech
(variable cualitativa
nominal dicotomica)

Positiva 0 negativa

Resultado de la prueba
inmunocromatogréfica
de SD-Bioline (variable
cualitativa nominal
dicotémica)

Positiva 0 negativa
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Anexo 6. Aval de la comisién Cientifica Especializada de Microbiologia emitido a
favor del estudio “Evaluacién del sistema de aglutinacion al latex ALChO1-
IF para el diagndstico rapido presuntivo de V. cholerae Ol en pacientes
con diarrea. IPK, 2015”.

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL PEDRO KOURI (IPK)

AVAL DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECIALIZADA DE MICROBIOLOGIA

Por este medio se hace constar que la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia (CCEM), como
6rgano asesor cientifico-técnico de la Vice direccién de Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK), ha aprobado el Protocolo de Tesis para optar por el titulo de Master en Bacteriologia-
Micologia titulado: ""Evaluacién de un sistema de aglutinacién al latex del Instituto Finlay para el
diagnostico presuntivo rapido de colera”’, de la Dra. Maria Antonia Morin Suarez. El presente protocolo
de tesis permitira dar respuesta a la necesidad de evaluar un sistema de diagndstico rapido presuntivo de
cblera desarrollado por el Instituto Finlay para su posterior certificacion. La propuesta de trabajo
corresponde a las tareas 1 y 2 del proyecto del mismo nombre el cual cuenta con la aprobacion de la CCE-
de Microbiologia y el CEI- del IPK (dictamen niimero CEI-IPK 19-14).

Dr. Mayling Alvaréz Vera
Secretario CCEM, IPK

La Habana, 8 de julio del 2016
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Aval del Comité de Etica Institucional del IPK emitido a favor del estudio

“‘Evaluacion del sistema de aglutinacion al latex ALChOLl-IF para el
diagnéstico rapido presuntivo de V. cholerae Ol en pacientes con
diarrea. IPK, 2015”.
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