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Figura 18. Títulos de anticuerpos IgG anti LPS determinados por ELISA después de la inoculación 

intraduodenal con tres mezclas liofílizadas de la cepa atenuada 638 de Vibrio cholerae OI: A (mezcla 

de proteínas, aminoácidos y polioles), B (mezcla de polipéptidos, aminoácidos, polioles y azúcares) y 

C (mezcla de aminoácidos, polioles y azúcares), resuspendidas en solución de hidrógeno carbonato 

de sodio al 1.33% y normalizados según el número de viables. Cada valor representa la media de tres 

animales.
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V. DISCUSIÓN 

Nuestro país cuenta con una batería de cepas de V. cholerae del serogrupo 01 de ambos serotipos, 

Inaba y Ogawa del biotipo El Tor y del serogrupo 0139, candidatas a vacunas orales contra cólera. 

Estas cepas han sido manipuladas genéticamente, mediante el empleo de vectores suicidas y técnicas 

de intercambio alélico, que ha conllevando la construcción 

de cepas CTX (|) negativas a partir de aislamientos clínicos, de las epidemias del Perú en 

1991 y la India en 1993. A partir de los primeros mutantes se obtuvieron una segunda y tercera 

generación de cepas a los cuales se les inactivo el gen hapA que codifica para la hemaglutinina 

proteasa de V. cholerae, obteniéndose así cepas hemaglutinina proteasa negativas (Benítez et al, 

1996). En este sitio se realizó una integración estable del gen celA, el cual codifica para la enzima 

endogluconasa A del Clostridium thermocellum (Robert et al, 1996), que sirve como marcador 

genético de las cepas candidatas a vacuna, pues este gen no está presente en cepas del género Vibrio. 

Se elaboraron los lotes de siembra de trabajo de las cepas modificadas genéticamente de V. cholerae 

candidatas a vacuna y el número de pases realizados a partir del lote de referencia no fue superior al 

utilizado para preparar el inoculo de los ensayos clínicos que ha demostrado ser eficaz y seguro, 

quedando registrados el origen y el historial de los pases de los lotes de siembra de referencia y de 

trabajo. 

El sistema de lotes de siembra es una etapa esencial del cumplimiento de las BPP de productos 

biológicos y constituyen una exigencia de las autoridades regulatorias nacionales (Regulación 6/94; 

Regulación 16/2000) e internacionales (WHO, 1997; Good Manucfacturing Practice; European 

Communities, 1998; FDA, 2002). 

La ventaja principal del sistema de lotes de siembra de las cepas atenuadas candidatos vacunales 
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contra cólera, está dado por el hecho de que las bacterias cultivadas a partir del lote de siembra de 

trabajo tendrán pocos pases en medio artificial y mantendrán las características del cultivo original. 

La congelación a -70°C es el método de preservación cercano al ideal y ha demostrado ser adecuado 

para V. cholerae. Este método tiene entre sus ventajas que permite mantener por largos períodos la 

pureza, estabilidad y viabilidad de los cultivos, además de no ser muy laborioso. No obstante, es 

indispensable la estabilidad de la temperatura de congelación (Snell, 1991). Esta desventaja pudiera 

hacernos pensar que no deberíamos emplear la congelación para conservar un material tan valioso 

como los lotes de siembra de trabajo. Sin embargo, al cumplir con lo establecido por las BPP acerca 

de mantener una supervisión constante sobre los congeladores y contar en nuestro Instituto con un 

plan de emergencia para la inmediata evacuación del material ante cualquier eventualidad, hacen 

prácticamente nula la posibilidad de perder los cultivos. 

Una vez elaborados los lotes de siembra de trabajo, se controlaron por métodos específicos que 

permiten evaluar su calidad de acuerdo a las especificaciones establecidas. 

Los lotes de siembra de trabajo fueron evaluados microbiològicamente en medio altamente selectivo 

(TCBS) para V. cholerae, en medios no selectivos (Agar Sangre y Agar Cerebro Corazón) y por 

pruebas bioquímicas de selección (ej. KIA, LIA y otras) que forman parte de la identificación común 

de V. cholerae, corroborándose sus características morfológicas y bioquímicas. 

Las pruebas utilizadas en este trabajo fueron suficientes y adecuadas para confirmar la identidad hasta 

género y especie de los lotes de siembra de trabajo y por lo tanto no fue necesario realizar una 

caracterización más completa del microorganismo con pruebas bioquímicas adicionales, así como la 

utilización de otras recomendadas para la identificación de este microorganismo, siendo las primeras 



8 4

suficientes como pruebas de control de identidad para el sistema de lotes de siembra. 

En los sistemas de lotes de siembra de cepas vacunales es imprescindible asegurar que los mismos 

estén biológicamente puros, libres de agentes microbianos y contaminantes celulares (ICH 

Harmonised Tripartite Guideline, 1997). 

Para controlar la pureza de los lotes de siembra de trabajo de los candidatos vacunales contra el 

cólera se realizaron observaciones al microscopio óptico, donde se apreciaron bacilos Gram-

negativos curvos en todos los campos examinados, excepto en las cepas L911 y 63 8T que cambiaron 

morfológicamente de forma estable después de la segunda y tercera manipulación genética, realizadas 

a sus cepas parentales 251a y 638 respectivamente. En todos los campos se observaron cultivos puros 

sin contaminantes. 

El diseño y realización de ensayos específicos para detectar contaminaciones en los lotes de siembra 

deben tener en cuenta las características de los mismos, los contaminantes más probables basados en 

la literatura científica, la fuente, métodos y materiales usados para el cultivo, así como otros 

microorganismos presentes en el laboratorio. Se sugiere realizar el examen visual de las 

características culturales de colonias bien aisladas del microorganismo de interés, usando varios 

medios de cultivo, de los cuales algunos favorezcan su crecimiento y otros lo inhiban (ICH 

Harmonised Tripartite Guideline, 1997). 

Al microscopio electrónico de transmisión se observó que todas las cepas atenuadas presentan flagelo 

polar característico de cepas de V. cholerae. Aunque esta prueba no constituirá un control de 

identidad de rutina, sirvió para caracterizar los lotes de siembra de trabajo que se destinaron a los 

ensayos clínicos, porque la estructura flagelar de la bacteria combinada con una respuesta 
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quimiotáctica puede aumentar la probabilidad de interacciones con regiones específicas de la mucosa 

intestinal y puede ayudar a la resistencia de eliminación de la bacteria por la peristalsis, además de 

que la estructura flagelar contiene sitios involucrados en la adherencia (Krukonis y DiRita 2003). 

A pesar de observarse el flagelo en todas las cepas, no todas fueron mótiles. La cepa del serogrupo 

0139 (L911) resultó no mótil por pruebas microbiológicas. Es de esperar que esta cepa no mótil, que 

resultó colonizadora de la mucosa intestinal en el modelo del ratón neonato, pudiera ser aún 

inmunogénica en voluntarios. 

No todos los patógenos entéricos requieren de la motilidad para manifestar su virulencia, como es el 

caso de especies de Shigella que son microorganismos no mótiles. Otro ejemplo es la cepa atenuada 

El Tor Inaba, no mótil, Perú-15, la cual ha sido reportada como una cepa bien tolerada e 

inmunogénica en voluntarios (Kenner et al, 1995). 

Además de la observación del flagelo por microscopía electrónica de transmisión se utilizó esta 

metodología para la observación de la cápsula polisacarídica de la cepa del serogrupo 0139 (251a y 

L911). Al igual que la prueba anterior, esta no constituirá una prueba de rutina, pero sirvió como 

prueba de caracterización de estas cepas, porque similar al serogrupo no-01, pero a diferencia del 01, 

las cepas 0139 poseen una cápsula polisacarídica. Se ha comprobado que las cepas 0139 capsuladas 

colonizan mejor. El polisácarido de la cápsula, al igual que el LPS son estructuras inmunogénicas 

(Nesper et al, 2002). 

En nuestro trabajo se corroboró la identidad serológica de cada cepa con respecto a su cepa parental, 

pues las mismas aglutinaron con sus antisueros específicos. La identificación con antisueros 

polivalentes y monovalentes Ogawa e Inaba y con el antisuero 0139, es una de las pruebas más 
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importante para la identificación de este microorganismo desde el sistema de lotes de siembra, 

haciendo una contribución importante en la caracterización serológica de las cepas como V cholerae 

01 u 0139. 

La prueba de identificación del gen reportero celA como marcador vacunal permitió identificar a las 

cepas atenuadas de segunda y tercera generación. Este gen reportero el cual codifica la actividad 13 

(1-4) endogluconasa, que no está presente en otras bacterias entéricas, se puede detectar fácilmente 

en agar LB con carboximetilcelulosa teñido con rojo congo (Robert et al. 1996) en una prueba 

rápida, útil, simple y sensible. Al igual que la cepa atenuada, vacunal licenciada, CVD 103 Hg-R, 

que tiene como marcador vacunal el gen de resistencia al mercurio, nuestros candidatos vacunales de 

segunda y tercera generación tienen a nivel cromosómico un marcador que permite diferenciarlos de 

otros vibrios y otras cepas entéricas (Robert et al, 1996). 

La prueba de RCP fue apropiada para corroborar la seguridad genética de cepas atenuadas candidatas 

a vacuna. Esta prueba tiene el potencial de ser no solamente más rápida, sino también más específica 

y sensible que las establecidas para el diagnóstico de la TC, por lo que resulta conveniente utilizarla 

para el control de los lotes de siembra de trabajo de las vacunas atenuadas contra el cólera y para el 

producto final, antes de ser administrada en ensayos clínicos. 

Los ensayos de identidad deben realizarse apropiadamente para comprobar que el lote es aquel que 

representa ser y pueden emplearse caracteres fenotípicos o genotípicos. Los ensayos de identidad son 

generalmente realizados al lote de referencia, aunque algunos pueden realizarse al lote de trabajo 

(ICH Harmonised Tripartite Guideline, 1997). 

Para estudiar la infección de V. cholerae se han desarrollado diversos modelos animales, algunos de 
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los cuales han proporcionado información relevante de la enfermedad humana, a pesar de las 

limitaciones existentes, dadas porque la infección natural con V. cholerae no ocurre en animales y 

que hasta el momento no se ha descrito ningún modelo animal que reproduzca los signos y síntomas 

de la enfermedad (Cray et al, 1983). 

En nuestro trabajo utilizamos dos modelos animales que nos permitieron evaluar la virulencia, la 

capacidad de colonización, la toxigenicidad y la inducción de respuesta inmune de cepas modificadas 

genéticamente para poder seleccionar candidatos vacunales atenuados contra el cólera antes de su 

evaluación clínica. 

El cálculo de la DL50 nos permitió comprobar que las cepas atenuadas resultaron no virulentas 

porque al comparar los valores de DL50, las concentraciones celulares que provocan la muerte del 

50% de la población de animales fueron significativamente altos con respecto a las concentraciones 

que necesitan sus correspondientes cepas parentales virulentas. Con esta prueba se confirmó la 

atenuación de los candidatos vacunales, por lo que se recomienda su empleo como prueba de control 

en el sistema de lotes de siembra referencia y de trabajo. 

La colonización del intestino delgado por V. cholerae es uno de los eventos más relevantes dentro de 

la patogenia de la enfermedad (Kirn et at, 2003). Es por eso que para el diseño de vacunas atenuadas 

contra el cólera se le atribuye gran importancia a la determinación del índice de colonización, porque 

al ser este microorganismo un patógeno no invasivo, la adherencia y colonización son factores 

determinantes en su inmunogenicidad (Dietrich et al, 2003). 

Los valores de colonización obtenidos con el modelo del ratón neonato indican la no existencia de 

diferencias significativas entre las cepas parentales y las modificadas genéticamente. El hecho de que 
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las cepas modificadas 81, 638 y 63 8T no expresaran in vitro las dos principales adhesinas HASM y 

PCT, no afectó la capacidad de colonización de estas cepas. A pesar que Taylor et al, 1987 

demostraron que ambas proteínas son requeridas para la colonización en el modelo del ratón neonato 

y en estudios con voluntarios han establecido el requerimiento del PCT para la colonización de V. 

cholerae en el intestino humano (Herrington et a!, 1988), otros autores han comprobado 

(Angelichio et al, 1999) y se confirma en el presente trabajo, que el PCT no es requerido para la 

colonización y sugieren que V. cholerae posee otros factores de colonización adicionales que 

favorecen la colonización en el modelo del ratón neonato como pueden ser: factores de colonización 

accesorios, hemaglutinina resistente a mañosa y fucosa, factores metabólicos tales como el hierro y 

magnesio, proteínas transportadoras, arginina y purina y enzimas de la biosíntesis de la biotina 

(Merrell et al, 2002). 

El modelo del ratón neonato puede ser empleado como prueba de control de potencia para medir la 

capacidad de colonización de los lotes de siembra de referencia y del producto final, porque esta 

prueba sirve como una correlación entre la respuesta esperada y los atributos del producto el cual está 

unido a las propiedades biológicas relevantes. 

La adherencia al igual que la colonización es un factor crítico en la patogénesis del cólera. La 

capacidad de adherencia a la mucosa intestinal de las cepas modificadas genéticamente, fue evaluada 

para la caracterización de los lotes de siembra antes que se destinaran a los ensayos clínicos de 

selección de candidatos vacunales. 

V cholerae se adhiere a las vellosidades de las membranas de las células absortivas en el modelo del 

ratón neonato. En este trabajo, tanto las cepas atenuadas como sus correspondientes parentales se 
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adhirieron a la mucosa intestinal con igual intensidad. Nuestros resultados, con este modelo animal 

que es el más utilizado para correlacionar la capacidad de colonización de cepas de V. cholerae en 

humanos, no muestran diferencias entre las cepas virulentas parentales y las modificadas 

genéticamente que no expresan PCT, hemaglutinina y son no motiles. 

Aunque se ha investigado mucho del mecanismo de colonización de V cholerae, todavía se conoce 

poco acerca de cuáles son los atributos que facilitan la colonización y la adherencia de este 

microorganismo, aunque hay consenso en que es un proceso multifactorial, en el que intervienen 

varios compuestos y que están favorecidos por determinadas características ambientales (Chiavelli et 

al, 2001). 

El otro modelo ampliamente utilizado para evaluar cepas de V cholerae es el modelo del conejo 

adulto, realizando modificaciones quirúrgicas de sus tractos intestinales. 

Con el modelo de intestino ligado de conejo o “Ileal Loop” pudimos evaluar a través de la medición 

del fluido acumulado en un segmento de intestino ligado, la toxigenicidad de las cepas modificadas 

genéticamente, que resultaron no tóxicas por los bajos valores de fluido acumulado por cm de 

intestino comparado con sus correspondientes parentales que mostraron niveles significativamente 

mayores. 

Este modelo puede ser recomendado como prueba de caracterización de nuevas variantes de cepas 

atenuadas a las cuales se les elimina el profago CTX(j) o se les someta a cualquier otra manipulación 

genética en busca de su atenuación. 

Al estudiar la capacidad inmunogénica de las cepas modificadas en el modelo de inoculación 

intraduodenal, se apreciaron en el suero de los animales inoculados, niveles altos de anticuerpos 
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vibriocida, con valores de seroconversión superiores al 80%, excepto con las cepas 413 y L911. 

Aunque los anticuerpos vibriocidas no son los responsables de la protección a nivel de mucosa, se ha 

demostrado que existe una estrecha correlación entre los títulos de anticuerpos vibriocidas y la 

protección contra la colonización y la enfermedad (Liang et al, 2003). 

La respuesta de anticuerpos IgG anti LPS Ogawa, Inaba y 0139 detectados por ELISA, fue elevada al 

igual que los anticuerpos vibriocidas, con excepción de la cepa L911. Estos resultados concuerdan 

con lo reportado por la literatura en que la respuesta antibacteriana es fundamentalmente dirigida 

contra el LPS, que constituye el antígeno protector más importante en este microorganismo 

(Chatterjee y Chaudhuri, 2003). 

Este modelo de inoculación intraduodenal fue útil para evaluar la inmunogenicidad de cepas de V. 

cholerae, como prueba de potencia en el lote de siembra de referencia y en el producto final, porque 

este modelo permite una exitosa colonización intestinal de las cepas administradas y una correcta 

presentación antigénica. 

Las pruebas biológicas nos permitieron esclarecer, que los lotes de siembra de trabajo de las cepas 

modificadas genéticamente de V. cholerae cumplían con los criterios de atenuación, seguridad e 

inmunogenicidad (excepto las cepas 413 y L911) para ser probados en voluntarios, y constituyen 

técnicas de gran importancia en los controles del sistema de lote de siembra y del producto final. 

De los resultados anteriores se seleccionaron las cepas de segunda generación 638 y 1333, y la de 

tercera generación 63 8T como candidatos para ensayos clínicos, porque además de cumplir todos los 

criterios de prototipos vacunales al igual que el resto de las cepas, se diferencian de las de primera 

generación por poseer un marcador vacunal que las distingue de cualquier vibrio o bacteria entérica. 
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Los ensayos clínicos relacionados con el cólera, han evaluado fundamentalmente la reactogeniciad e 

inmunogenicidad de cepas atenuadas (Levine, 1980; Morris et al, 1995), así como la protección

de voluntarios vacunados frente a un reto con cepas virulentas (Tacket et al, 1995a; 1995b; 1997). 

Incluso, se han realizado estudios de infección experimental en voluntarios (Losonsky et al, 1997; 

Sack et al, 1998) con cepas virulentas, que mostraron que un episodio inicial de cólera conduce a

una inmunidad que provoca altos niveles de protección frente a un segundo ataque por ambos 

serotipos dentro de un mismo biotipo. Más de 10 años de experiencia han demostrado la seguridad de 

estos ensayos, sin que se hayan reportado nunca complicaciones severas que hayan puesto en peligro 

la vida de los participantes. 

Existen pocas instalaciones para llevar a cabo estudios de reactogenicidad, inmunogenicidad y 

eficacia protectora de candidatos vacunales contra el cólera en humanos. El Centro para el Desarrollo 

de Vacunas (CVD) adjunto a la Escuela de medicina de la Universidad de Maryland y el Centro de 

Ensayos de Vacunas (VTC) en la Facultad de Medicina Tropical, Universidad Mahidol, Bangkok, 

Tailandia, constituyen dos ejemplos de estas instalaciones. 

En Cuba se dispone de una instalación para evaluar candidatos vacunales, el Instituto de Medicina 

Tropical Pedro Kourí, que, a tono con nuestro sistema de salud, intemacionalmente reconocido, sirve 

como sitio para la evaluación de preparados vacunales. En este centro, cumpliendo con las BPC y 

normas internacionales de ética para la investigación con seres humanos, y aplicando los últimos 

adelantos de la ciencia, se ha acumulado la experiencia necesaria para realizar estudios con 

voluntarios prácticamente sin riesgos importantes. 

La cepa 81 de primera generación modificada genéticamente, que resultó marcadamente atenuada en 
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modelos animales, no se seleccionó como candidato vacunal por no tener el marcador vacunal, pero 

sí se evaluó en voluntarios para compararla con las cepas de segunda y tercera generación obtenidas a 

partir de ella. Esta cepa no provocó diarrea severa cuando se evaluó en voluntarios sanos, sin 

embargo, mantuvo una reactogenicidad residual en cuanto al número de episodios de diarrea, y al 

peso promedio de las deposiciones. Tres voluntarios padecieron diarrea reactogénica grado III con 

más de 5 deposiciones. 

Las cepas 638 y 1333, cuando se evaluaron en ensayos clínicos, fueron consideradas no reactogénicas 

y mantuvieron la inmunogenicidad mostrada en animales en las diferentes dosis evaluadas, con 

excepción de la cepa 638 a la dosis de 10 en la que el porcentaje de seroconversión fue 

significativamente más bajo. 

La cepa 81 se consideró inaceptable como candidata vacunal por su reactogenicidad, aunque provocó 

una potente respuesta vibriocida a diferencia de la cepa 638 que resultó no reactogénica e 

inmunogénica en voluntarios, a pesar de que la única diferencia entre estas cepas radica en la 

inserción del gen celA en el sitio del gen hap. Una hipótesis que 

justifique la reactogenicidad de cepas atenuadas CTX(j)‘de V. cholerae ha sido la síntesis de 

otros factores de virulencia no completamente identificados (Mell et al, 2000). Es posible que HAP 

sea uno de estos que contribuya a la reactogenicidad de cepas que carecen de otros factores de 

virulencia, como la 81. 

No es posible evaluar completamente el papel de HAP en la reactogenicidad con los resultados aquí 

presentados. La inactivación de HAP incrementa la duración de la adherencia de V cholerae a células 
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del epitelio intestinal en cultivo (Finkelstein et al, 1992) y aumenta la adherencia y multiplicación de 

vibrios en células intestinales humanas recubiertas de mucus (Benítez et al, 1997; Silva et al, 2003). 

Las cepas 638 y 1333 fueron recuperadas de voluntarios inoculados, indicando que estas cepas 

colonizan apropiadamente el intestino delgado humano. Además, no adquirieron los genes de la 

subunidad A de la TC y sus cromosomas se mantuvieron estables al pasar por el tracto 

gastrointestinal como se demostró con las pruebas de RCP y PLFR, así como se mantuvo estable el 

gen reportero cel A durante este proceso. 

La utilización de cepas vacunales vivas atenuadas por técnicas de ingeniería genética mantiene 

latente la posibilidad de readquisición de los genes de la TC provenientes de cepas salvajes presentes 

en el intestino o el ambiente (Faruque et al, 1999; 2000) y de reactivar su virulencia. 

Esto ha llevado a seleccionar cepas atenuadas, que su bioseguridad quede demostrada en los ensayos 

clínicos antes de su producción como preparados vacunales. 

Ambas cepas 638 y 1333 contienen el gen rstR (Campos et al, 1998), el producto de este gen 

confiere inmunidad a la reinfección por CTX(j) El Tor. Además, estudios recientes con AcM anti 

TcpA (proteína estructural del TCP) demostraron que la cepa 638 no expresa TcpA en condiciones in 

vitro, lo que favorece la bioseguridad de estas cepas, al no poder adquirir nuevamente los genes de la 

TC, ya que esta proteína precisamente constituye el receptor del bacteriófago CTX(j), lo que hace que 

el primer paso de transmisión horizontal no pueda ocurrir. 

Se ha continuado en la investigación de la obtención de cepas atenuadas que se inactiven en el medio 

ambiente. Este es el caso de la cepa de tercera generación 63 8T que se derivó a partir de la cepa 638, 

que incluye dentro de sus modificaciones una auxotrofía dependiente a la timidina (Valle et al, 2000). 
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Esta cepa, a pesar de que colonizó adecuadamente en el modelo del ratón neonato y fue 

inmunogénica en conejos, fue pobremente excretada por humanos y muy poco inmunogénica, lo que 

la hizo no aceptable como candidato vacunal. 

En este trabajo se demostró que la ingestión de un inoculo fresco de las cepas 638 y 1333, preparado 

directamente de un cultivo en placa de agar BHI y administrado con bicarbonato de sodio a 

voluntarios sanos a diferentes dosis, fue bien tolerado en todas las dosis probadas, sin embargo, 

cuando se administró la cepa 638 a una dosis de 107 UFC mostró valores bajos de inmunogenicidad y 

seroconversión de respuesta vibriocida sérica. No así, con las dosis de 108 y 109 UFC. Esta respuesta 

sérica es un marcador de la estimulación inmune a nivel de la mucosa intestinal, que permanece aún 

luego que los anticuerpos vibriocidas hayan alcanzado sus niveles basales (Brandtzaeg, 2003). 

Actualmente, se dispone solamente de una cepa atenuada licenciada como vacuna oral contra el 

cólera, denominada CVD 103 HgR (V. cholerae del biotipo clásico), muy atractiva por ser bien 

tolerada y por conferir una protección en estudios de reto en humanos de un 60% con cepas del 

biotipo El Tor y 100% contra el clásico (Richie et al, 2000). Sin embargo, se carece de una cepa con 

estas características pertenecientes al biotipo El Tor, que es el predominante a nivel mundial 

(Peterson, 2002). 

En nuestro trabajo se demostró la atenuación y estabilidad genética de dos cepas candidatas vacunales 

del biotipo El Tor 638 y 1333 por toda una serie de técnicas in vitro e in vivo mediante el uso de 

modelos animales internacionalmente utilizados en este campo. Como resultado de estos ensayos y de 

las pruebas clínicas realizadas se han podido catalogar como seguras e inmunogénicas y promisorios 

candidatos vacunales contra el cólera El Tor. A partir de los resultados anteriores obtenidos con las 
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cepas 638 y 1333, se decidió obtener a partir de la cepa 638, altos rendimientos del IFA a escala de 

laboratorio porque es el serotipo predominante epidemiológicamente (Bajaj et al, 2001). 

En el diseño se tuvo en cuenta la formulación del medio de cultivo, escogiéndose el medio TP, porque 

sus ingredientes aportan materiales asimilables y energía necesaria y sus requerimientos están en 

función de la composición química de la célula. Estos componentes favorecen la expresión de 

antígenos esenciales, el crecimiento bacteriano es exuberante y sus rendimientos fueron estables en 

los pasos posteriores del proceso. Es un medio definido a partir de componentes comerciales en 

polvo, libre de antígenos de grupos sanguíneos y con los certificados de la casa comercial, que 

minimizan el posible riesgo de transmisión de la encefalitis espongiforme (conocida como la 

enfermedad de las vacas locas). 

En la metodología para la obtención de biomasa de la cepa 638, con el medio TP en fermentador, se 

adicionó la glucosa como fuente de carbono a una concentración de 10 g/L dosificada a las 0 y 3 h de 

cultivo, debido a que en estudios previos, con una sola adición de glucosa al inicio del cultivo, la 

concentración bacteriana alcanzó niveles similares a los obtenidos en zaranda (104 UFC/mL), con 

poca estabilidad en la viabilidad (datos no mostrados) y los azúcares reductores alcanzaron valores 

mínimos a las 3 h de cultivo. 

En nuestro diseño tuvimos en cuenta las condiciones de cultivo para la expresión de antígenos 

celulares y biomasa que puede variar considerablemente dependiendo de las condiciones tales como 

la temperatura óptima de crecimiento para evitar la inactivación de las enzimas que podría afectar el 

metabolismo celular y provocar variaciones irreversibles en los componentes del medio de cultivo. El 

pH del medio, se mantuvo entre 7,2 y 7,4, porque uno de los componentes del medio de cultivo es la 



9 6

glucosa y este microorganismo la acidifica disminuyendo el pH del medio y provocando bajos 

rendimientos de biomasa. Otro requerimiento que se tuvo en cuenta es el del oxígeno disuelto que, al 

estar en defecto, microorganismos facultativos como V. cholerae, pueden pasar a desarrollar un 

metabolismo fermentativo durante el proceso, lo que conducirá a bajos rendimientos en biomasa 

(Aiba, 1970). Se ha demostrado que, en condiciones aeróbicas, in vitro, se alcanzan altos niveles de 

expresión de los principales factores de virulencia y en condiciones anaeróbicas el crecimiento es 

estresante para este microorganismo (Xu et al, 2003). 

En los procesos realizados, el oxígeno disuelto disminuyó producto a un metabolismo muy rápido, en 

el cual la cepa bacteriana, al consumir aceleradamente la fuente de carbono, agota en muy poco 

tiempo el oxígeno del medio (De Mare et al, 2003). Esto se solucionó adicionando la glucosa de 

forma dosificada a las 0 y 3 horas de cultivo y se observó que los niveles de glucosa adicionados a la 

0 hora fueron consumidos, en las primeras 3 horas. 

En este momento los niveles de sustratos fueron restituidos a las mismas concentraciones iniciales, lo 

que conllevó al aumento de las UFC/mL en el proceso. Esto indica que se ha establecido un equilibrio 

dinámico entre el oxígeno requerido por el microorganismo y el oxígeno que se suministró, porque 

los requerimientos de oxígeno celular están estrechamente relacionados con la fuente de carbono 

presente en el medio de cultivo. 

En los procesos realizados se describe una típica curva de crecimiento bacteriano donde la fase 

exponencial de crecimiento se alcanza desde el inicio de la fermentación hasta la cuarta hora de 

cultivo aproximadamente. La velocidad de crecimiento (p) promedio de la fermentación fue de 1,89 

h'1, con una desviación estándar (CT2) de 0,112 con un coeficiente de correlación (R)2 de 0,993, 
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disminuyendo la p a las 4,5 horas de la fermentación hasta 

0, 04 h'1, momento en que se decide detener el cultivo, debido a que el producto de interés lo 

constituye la biomasa celular, y es precisamente en este momento donde observamos los mayores 

valores de concentración el cual se encontraba en el orden de 1010 UFC/mL. Este comportamiento 

cumple con el modelo logístico de crecimiento bacteriano con un intervalo de confianza de 95% 

según el programa de Cinética de Fermentaciones de la Facultad de Biología de la Universidad de la 

Habana. 

Las fermentaciones fueron realizadas con aireación superficial constante de 0,3 vvm, para evitar la 

formación de espuma, pues no es recomendado el uso de antiespumantes en procesos fermentativos 

dentro de la producción de vacunas. 

La biomasa se recolectó por centrifugación en un proceso que permitió una separación eficiente de 

las células microbianas, aunque existen otros métodos alternativos como la centrifugación con flujo 

continuo y la filtración tagencial, que garantizan concentrar rápidamente la suspensión bacteriana sin 

daños, manteniendo las estructuras de superficie (Cryz y Glück, 1997). 

Las vacunas bacterianas vivas atenuadas, deben preservarse a una concentración conocida por un 

período de tiempo. La vía más eficiente para lograr este objetivo es mediante la liofilización 

(Mackenzie, 1977). Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, la biomasa de la cepa 638 

obtenida en el proceso tecnológico se combinó con tres mezclas lioprotectoras (A, B y C), para 

seleccionar aquella que lograra una mayor resistencia a la inactivación durante la liofilización y 

además permitiera obtener rangos máximos de sobrevivencia como producto vacunal estable en un 

almacenaje prolongado. La cepa atenuada 638 en su posible forma de aplicación oral, deberá ser un 
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producto liofilizado que se restituya justo antes de su administración. 

El método de liofilización realizado para las tres mezclas fue el utilizado para la confección del lote 

de siembra de referencia de cepas atenuadas de V. cholerae, en el cual los lioprotectores mezclados 

fueron los mismos que se utilizaron en la mezcla A, pero no así en las mezclas B y C. 

El método de liofílizaeión utilizado no permitió una deshidrataeión eficiente del producto en las 

formulaciones B y C, debido a que las condiciones operacionales no garantizaron que la sublimación 

se realizara por debajo de la temperatura crítica (inferiores a -40°C) de trabajo. Por consiguiente, la 

viabilidad del microorganismo y el aspecto físico en las pastillas liofilizadas de estas formulaciones 

se vió afectada. 

Las soluciones lioprotectoras deben ser diseñadas para ser compatibles con las condiciones de 

liofílizaeión seleccionadas, tales como el rango de secado y la humedad residual presente como agua 

no cristalina requerida en el producto final (De Valdez, 1985). Este último factor es crítico para la 

estabilidad de las cepas vacunales. 

El control de un producto biotecnológico suele implicar técnicas de análisis biológicos que tienen una 

mayor variabilidad que las determinaciones físico-químicas. Por ello, los controles de proceso 

asumen una gran importancia en la producción, debido a que algunas deficiencias pueden no ser 

detectadas mediante el ensayo final del producto. (Regulación No. 6/94). 

Las pruebas de control de las vacunas orales vivas son esenciales para la seguridad y la eficacia de 

estas vacunas (Cryz y Glück, 1997). Se seleccionaron los siguientes controles para evaluar las tres 

mezclas: identificación fenotípica, serológica y del marcador vacunal como pruebas de identidad, 

conteo de viables en UFC, colonización en el modelo del ratón neonato e inmunogenicidad en el 
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modelo del conejo adulto, como pruebas de potencia y la prueba de RCP como prueba de seguridad. 

Estas pruebas podrían a su vez constituir los controles del producto final. 

Las tres mezclas lioprotectoras que se evaluaron cumplieron con todos los criterios de aceptación 

para las pruebas descritas anteriormente, excepto las mezclas B y C que no cumplieron con el criterio 

del conteo de viables después del proceso de liofilización. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis permitieron desarrollar una metodología de selección 

de cepas atenuadas de V. cholerae y su utilización en el proceso tecnológico para la obtención de 

biomasa para el desarrollo farmacéutico de candidatos vacunales orales contra el cólera. La biomasa 

que se obtenga por este proceso constituirá el IFA que se combinará con los lioprotectores de la 

mezcla A para formular por liofilización vacunas orales vivas atenuadas contra V. cholerae.
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VI. CONCLUSIONES

1. Los lotes de siembra de trabajo de las cepas de V. cholerae candidatas a vacuna oral contra

cólera confeccionados, cumplieron con los criterios de aceptación según las regulaciones 

vigentes. 

2. Las cepas 638 y 1333 de los serogrupos Ogawa e Inaba respectivamente, resultaron

inmunogénicas y no reactogénicas en las pruebas biológicas en animales y en voluntarios 

humanos. 

3. Con la cepa 638 se logró obtener un candidato vacunal a escala de laboratorio, con

rendimientos de IFA de 1650-2000 dosis por litro de fermentación y conservar su capacidad 

de colonización e inmunogenicidad así como, la viabilidad en la formulación liofilizada con 

la mezcla lioprotectora A.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Aplicar la metodología desarrollada para los Lotes de Siembra de Trabajo y de selección de

cepas, en las nuevas generaciones de cepas candidatas para la vacuna atenuada oral de V. 

cholerae. 

2. Desarrollar estudios de protección en voluntarios con las cepas seleccionadas 638 y 1333 de

V. cholerae. 

3. Optimizar los procesos y realizar el escalado productivo en el desarrollo tecnológico y

farmacéutico, de este producto vacunal y su aplicación en las nuevas generaciones de cepas 

vacunales.
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1. Objetivo y Alcance

Establecer la metodología a seguir para obtener y controlar un lote de siembra de trabajo de Vibrio cholerae, a partir de un lote de siembra de referencia. 

Este procedimiento es aplicable en el Laboratorio de Liofilización y Conservación de Cepas (DACTA) y en el Departamento de Bacterias 

Enteropatógenas de la Vicepresidencia de Investigaciones, del Instituto Finlay. 

2. Responsabilidades

Los especialistas en microbiología y técnicos medios, estarán previamente entrenados en Buenas Prácticas de Laboratorio y dominarán los 

conocimientos de Bioseguridad, tendrán pleno conocimiento de este PNO y estarán calificados para realizar el mismo. 

El Jefe del laboratorio supervisará y controlará el cumplimiento de los pasos establecidos en este PNO. 

3. Frecuencia

La elaboración de un nuevo lote de siembra de trabajo de Vibrio cholerae se realizará cuando se necesite, teniendo en cuenta la estabilidad de las 

características de interés de las cepas y los consumos por parte del área de producción. 

El control se realizará inmediatamente después de elaborado el lote y posteriormente con una frecuencia anual, excepto la viabilidad que se determinará 

cada 6 meses. 

4. Referencias/Documentos aplicables

CDC/NCID. OPS. 1994. Métodos de laboratorio para el diagnóstico de Vibrio cholerae 
PNO 10-008 “Almacenamiento y distribución de los lotes de siembra de referencia elaborados en DACTA” 
PNO 12-048 “Tinción de Gram” 
PNO 12-127 “Ensayos bioquímicos de control de cepas bacterianas utilizadas en la producción y control de vacunas” 
PNO 12-160 “Determinación de la viabilidad por el método de miniconteo” 

PNO 12-176 “Preparación del inoculo para los ensayos de reactogenicidad e íhmunogenicidad en humanos de cepas de Vibrio cholerae” 
PNO 12-241 “Determinación de la dosis letal 50 de cepas de Vibrio cholerae" 
PNO 17-027 “Preparación de los medios de cultivos y soluciones en el Laboratorio de Microbiología” 

PNO 17-059 “Preparación de soluciones” 

PNO 17-118 “Elaboración del medio Luria Bertani (LB)” 

PNO 17-120 “Elaboración del medio Caldo Triptona - Peptona (TP)” 

PNO 18-018 “Esterilización de material limpio y sucio” 

PNO 27-001 “Manipulación y organización de las operaciones en el gabinete de seguridad biológica clase II” 

PNO 27-002 “Descontaminación gaseosa del gabinete de seguridad biológica” 

PNO 27-003 “Limpieza del gabinete de seguridad biológica clase II” 

PE- 4 “Procedimiento de emergencia para casos de derrame de material infeccioso dentro del gabinete de seguridad biológica” PE- 5 “Procedimiento 

de emergencia para casos de ingestión de material infeccioso” 
PE- 7 “Procedimiento de emergencia para casos de derrame de material infeccioso durante la centrifugación”
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5. Consideraciones de seguridad

• Riesgos a los que se expone el personal:

Riesgo biológico: Infección con Vibrio cholerae. La vía de transmisión es oral, pero no existe el riesgo de contaminación por aerosoles 

Riesgo fisico: - Quemaduras por exposición a temperaturas extremas 

- Cortaduras en caso de rotura de la cristalería 

• Medidas de seguridad:

El laboratorio debe cumplir los requisitos del nivel de bioseguridad 2 

Realice las operaciones en el gabinete de seguridad biológica clase II 

Durante la exposición a temperatura extremas frías y calientes utilice guantes protectores 

Tenga en cuenta lo establecido en los PE- 4, 5 y 7 

Cumpla con lo establecido en el Reglamento de Seguridad Biológica del área 

6. Operaciones preliminares

Esterilice los materiales que requieran esta condición según el PNO 18-018. 

Coloque las placas con agar invertidas en la incubadora a (36.5 ± 0.5) °C, y (70-80) % de humedad, 1 hora antes de comenzar a trabajar. 
Manipule y organice las operaciones en el GSB según los PNOs. 27-001, 27-002 y 27-003. 

6.1 Materiales 

Portaobjetos 

Cubreobjetos 

Asa microbiològica 

Aguja microbiològica 

Torundas de gasa estéril 

Segueta 

Pipeta automática variable de (10,100, 1000 y 5000) (iL Gradillas Papel de filtro Agitador de vidrio Viales Eppendorf Viales para 

crioconservación Puntas azules Puntas amarillas Pomos de centrifuga de 250 mL Probeta de 100 mL 

Tubos de (25 x 150) mm con tapa de rosca Tubos de (13 x 100) min con tapa de rosca 

Erlenmeyer de 250 y 100 mL Espátula de Drigalsky Placas Petri Pastilla refrigerada 

6.2 Equipos e instrumentos de medición 

Incubadora a 37 °C Incubadora a 60 °C 

Gabinete de seguridad biológica. Clase II 
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Microscopio óptico de campo claro Microscopio estereoscópico Freezer de -70 °C 

Aparato de dosificación automático Zaranda orbital termostatada Fotocolorímetro 

6.3 Materias primas 

Ampolla del lote de siembra de referencia de Vibrio cholerae 

6.4 Reactivos 

Juego de reactivos para tinción de Gram Aceite de inmersión Acetona, p.a. C3H5OH 

Alcohol clase A C2H5OH Oxalato de tetrametil parafenilendiamina Desoxicolato de sodio. 

Cloruro de sodio, p.a. NaCl 

Carboximetilcelulosa soluble 

Colorante Rojo Congo 

Acido cítrico, p.a CftHgC^.HaO 

Hidrógeno fosfato de potasio, p.a K2HP04 

Peróxido de hidrógeno H202 

Glicerol, p.a. C3Hg03 

6.5 Soluciones preparadas según el PNO 17-059 

Solución de alcohol al 70 % 

Conserve a temperatura ambiente por un período no mayor de 3 meses Solución de Oxalato de 

tetrametil parafenilendiamina al 1 % 

Conserve entre (2-8) °C, en frasco ámbar por un período no mayor de 14 días. 

Solución de cloruro de sodio 1 M 

Conserve a temperatura ambiente por un período no mayor de 1 mes. 

Solución de desoxicolato de sodio al 0.5 % 

Conserve a 4 °C por un período no mayor de 1 mes. 

Solución de Rojo Congo al 1 % 

Conserve en frasco ámbar, a temperatura ambiente por período no mayor de 1 mes. 

Solución buffer fosfato citrato, elaborado según el PNO 12-176 Conserve a temperatura 

ambiente por período no mayor de 1 mes.
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Glicerol al 20 % 

Esterilice por 5 minutos a 121 °C. 

6.6 Medios de cultivo y materiales biológicos 

Los siguientes medios de cultivo se preparan según el PNO 17-027. 

Agar tiosulfato - citrato - sales biliares - sacarosa (TCBS) 

Agar sangre de camero (5-10) % (AS) 

Agar infusión cerebro corazón (BHI) 

Agar Hierro Kligler (KIA) 

Agar Hierro Lisina (LIA) 

Agar Triptona Soya (TSA) 

Leche descremada al 10% 

Agar suave: 

Agarosa --------------------------------- 0.7 % 

Carboximetilcelulosa soluble — 0.5 % 

Preparado en buffer fosfato citrato. 

Sueros de aglutinación de referencia de Vibrio cholerae 

• Polivalente 01

• Monovalentes Ogawa e Inaba

• Serogrupo 0139

Medio de cultivo Caldo Triptona - Peptona (TP), elaborado según el PNO 17-120 Medio de 

cultivo Luria Bertani (LB), elaborado según el PNO 17-118 

6.7 Recipientes para el traslado de los viales 

Contenedor secundario: recipiente a prueba de escape, con cierre hermético, que asegure el aislamiento térmico del material. Contenedor exterior: 

recipiente resistente a golpes, a prueba de escape, con cierre hermético. Debe tener suficiente capacidad para guardar el contenedor secundario. 

7. Procedimiento

7.1 Precultivo 

7.1.1 Apertura y siembra de la ampolla 

Extraiga de la cámara fría, la ampolla del lote de siembra de referencia y trasládela al GSB. 

Utilizando una gasa estéril embebida en alcohol al 70 %, limpie cuidadosamente el exterior de la ampolla. 

Marque con la segueta el cuello de la ampolla, envuélvala con una gasa estéril y separe ambas partes con la mano. Resuspenda la pastilla 

liofilizada con 1 mL de medio TP. 

Vierta la suspensión en un tubo de precultivo, de (25 x 150) mm con tapa de rosca conteniendo 15 mL del mismo medio. Incube a 37 °C por (18-

24) horas, con la tapa poco apretada.

7.1.2 Realice tinción de Gram del precultivo, según el PNO 12-048 

Observe al microscopio óptico las características morfológicas típicas de Vibrio cholerae: se observan como bacilos Gram negativos en forma de 

coma. 
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el paso anterior, el 

Apdo. 7.1.2. 

Criterios de aceptación 

Motilidad (+): Bacilos cortos incoloros en constante movimiento. 
Motilidad (-): No se observa movimiento. 

7.2 Cultivo 

7.2.1 Tome 1 mL del pre - cultivo y viértalo en un tubo de ensayo. Agregue 4 mL de medio fresco (dilución 1/5). 

Determine la absorbancia a 600 nm. 

Calcule el volumen de inoculo, empleando la fórmula C]V| = C2V2, para lograr una Abs inicial de 0.01 en 50 mL de cultivo. Donde: 

C| - es la absorbancia del pre - cultivo Vi - es el volumen a inocular C2 - es la absorbancia inicial del cultivo (0.01) 

V2 - es el volumen final del cultivo (50 mL) 

7.2.2 Inocule en erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio TP, con el volumen de inoculo definido en Incube en zaranda 

orbital termostatada a 37 °C, 200 rpm por 4 horas. 

Realice tinción de Gram según el PNO 12-048, los resultados tienen que ser similares a los obtenidos en Realice 

observación en fresco para ver motilidad. Los resultados tienen que ser similares al Apdo. 7.1.3. 

Realice recuento de UFC/mL del cultivo según el PNO 12-160, empleando como medios de cultivo TSA y TP. Incube de (18- 24) horas a 37 °C. 

7.3 Preparación del cultivo para crioconservación 

- Mezcle en un erlenmeyer de 250 mL estéril, 50 mL del cultivo, 50 mL de leche descremada al 10 % y 20 mL de glicerol. Homogenice la 

mezcla agitando con la mano con movimientos circulares. 

Distribuya en los viales para crioconservación, a razón de 1 mL por vial. 
Rotule cada vial con el nombre de la cepa, la fecha de conservación y un númei’o consecutivo según el orden de llenado. 
Congele los viales en un freezer a -70 °C, hasta su uso. 

7.4 Distribución del lote. 

Siempre que sea solicitada la cepa para su uso en producción, o se extraigan muestras para ensayo, actualice el R-20-013 que se establece en el 

PNO 10-008. 

Llene 2 copias del R-14-042 que se establece en el PNO 10-008. Archive una copia en el laboratorio y adjunte la otra al material que se entrega. 

Extraiga los viales del freezer y colóquelos en el contenedor secundario junto con la pastilla refrigerada. Introdúzcalo en el contenedor exterior y 

cierre herméticamente. 

Traslade rápidamente los viales a su destino. 
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8. Ensayos de control

8.1 Seleccione tres viales del lote. 

Colóquelos en el GSB a temperatura ambiente y espere hasta total descongelación. 

8.2 Determinación de la viabilidad (UFC/mL). 

Tome 100 |iL de la suspensión obtenida en el paso anterior. 

Realice recuento de UFC/mL, según el PNO 12-160, empleando como medios de cultivo TSA y TP. Incube entre (18-24) horas a 37 °C. 

8.3 Identificación microbiológica y bioquímica: 

8.3.1 Identificación microbiológica: 

De la suspensión obtenida en el inciso 8.1, siembre 50 pL por agotamiento en los siguientes medios: 

• 2 placas de TCBS.

• 2 placas de AS.

• 2 placas de agar BHI.

Incube a 37 °C entre (18 - 24) horas Crecimiento característico 

AS: colonias de (2-4) mm de diámetro, lisas, de color grisáceo. Si la cepa es del biotipo El Tor formará beta hemolisis, mientras que las cepas del biotipo 

Clásico son no hemolíticas. 

TCBS: colonias de (2-4) mm de diámetro, lisas, brillantes, ligeramente aplanadas y de color amarillo, con el centro opaco y la periferia translúcida. 

BHI: colonias de (2-4) mm de diámetro, lisas, translúcidas y de color crema. 

A partir del crecimiento en las placas de BHI realice tinción de Gram según el PNO 12-048. Los resultados tienen que ser similares al Apdo 7.1.2. 

8.3.2 Identificación bioquímica. 

Seleccione 10 colonias con crecimiento característico en TCBS e inocule por punción 
y estría, en KIA y LIA (sin flamear la 

aguja entre ambos para que sea la misma colonia). Incube con la tapa semiabierta, a 

37 °C durante 18 horas. 

Criterio de aceptación 

KIA: K/A (significa: reacción alcalina en la superficie inclinada, 

amarillo), no producción de sulfídrico, no producción de gas. 

• LLA: K/K (significa: reacción alcalina tanto en la superficie inclinada como en la columna vertical, color violeta intenso), no producción de

sulfídrico, no producción de gas.

De los tubos con imagen típica de Vibrio cholerae en KIA y LIA, inocule en 2 tubos de agar BHI en plano inclinado, a partir del KIA. Incube a 37

°C, entre (18-24) horas con la tapa semiabierta.



Prueba de citocromo oxidasa, según el PNO 12-127. 

Criterio de aceptación: oxidasa positiva, aparece una coloración púrpura intensa entre (5-10) segundos. 

Prueba de catalasa, según el PNO 12-127. 

Criterio de aceptación: catalasa positiva, reacción efervescente por la liberación de O2 puro en forma de burbujas. 

Prueba de la cuerda o del hilo mucoide: 

• Resuspenda una asada del cultivo, en una gota de solución acuosa de desoxicolato de sodio al 0.5 %.
• Mezcle suavemente por unos segundos.

Criterio de aceptación: al retirar lentamente el asa de la suspensión, se forma un “hilo” mucoide. Esto ocurre, porque las células bacterianas se lisan 

por efecto del desoxicolato con lo cual la suspensión perderá turbidez y el DNA liberado de las células ocasiona que la mezcla se haga viscosa. 

8.3.3 Identificación serológica. 

Del cultivo de agar BHI en plano inclinado realice el ensayo de aglutinación rápida en lámina (ARL), según el PNO 12-176. 

Criterio de aceptación 

• Aglutinación positiva: en un lapso de 30 segundos a un minuto aparece una aglutinación en forma de grumos, con el antisuero correspondiente al

serogrupo o serotipo.

• Aglutinación negativa: no hay formación de grumos.

Detección de la actividad de la endoglucanasa A. 

Utilizando las diluciones obtenidas en el paso 8.3, realice la detección de la actividad de endoglucanasa A, según el PNO 12-176. 

8.4 Curva de crecimiento en medio TP. 

/ f. N 

• Seleccione tres viales del lote.

• Colóquelos en el GSB a temperatura ambiente y espere hasta total descongelación.

• Inocule en tubos de (25 x 150) mm, con 15 mL de medio TP (precultivo).

• Incube a 37 °C entre (18-24) horas, con la tapa semiabierta.

• Realice tinción de Gram, según el PNO 12-148. Los resultados tienen que ser similares a los obtenidos en el Apdo. 7.1.2.

• Realice observación de motilidad, similar a lo descrito en el Apdo. 7.1.3.

• Calcule el volumen de inoculo como se describe en el Apdo. 7.2.1.

• Inocule en erlenmeyer de 500 mL, con 100 mL del mismo medio con el volumen definido en el paso anterior.

• Incube en zaranda orbital termostatada a 37 °C, 200 rpm.

• Determine la absorbancia a X = 600 nm, cada 2 horas, hasta el final del cultivo (5-6 horas). El valor obtenido debe ser entre 1.0 y 1.5, en caso de

que no se haya alcanzado el mismo el cultivo se considera inhibido.

• Determine las UFC/mL a tiempo 0, 2, 4 y 6 horas, según el PNO 12-160 empleando como medios de cultivo: TSA y TP.

8.5 Realice la dosis letal 50 (DL50) en ratón neonato, según PNO 12-241. 

8 6 Entregue tres viales del lote al Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí”, quien actúa como controlador externo, para la realización del ensayo: 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

9. Registro de Datos
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Del cultivo de agar BHI en plano inclinado realice: 
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Registre las incidencias de la elaboración del lote en el R- 20-031 “Registro de elaboración del lote de siembra de trabajo de Vibiio cholerae”, que se 

establece en el Anexo 1. 

Registre las incidencias de los ensayos en el R- 12-257 “Registro de ensayo del lote de siembra de trabajo de l ibrio cholerae , que se establece en el 

Anexo 2 

Elaborado: Lic. Carmen A. del Puerto Sardiñas Cargo: Esp. “A” Tecn. Farmacéutica  Firma: Fecha: 8/ 1 /Q2. 

Revisado: MC. Hilda M. García ________________ Cargo: J’ Dpto. Bacterias Enterop.  Firma: Fecha: 10 / 1 / 02 

Aprobado: Dr. Franklin Sotolongo Padrón Cargo: Director PACTA________________________ Firma:  Fecha:14/01/02 

Aprobado: Dr. Luis García Imías __________  _____ Cargo: Director de Investigación I  Firma:  Fecha: 21/01 / 62 

Aprobado: Lic. Lilia Alfalla Valdés ______________ Cargo: Directora de la Calidad __________ Firma: Fecha: 21/02/02 

INSTITUTO 
FINLAY 

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION PNO 20-036 

Ejemplar No. >3 Versión 1 Pág. 9/16 



ANEXO 1 
INSTITUTO 

FINLAY 
REGISTRO DE ELABORACIÓN DEL LOTE DE SIEMBRA DE TRABAJO DE 

Vibrio cholerae 

R- 20-031 

(PNO 20-036) Versión 1 Pág. 1/3 

Cepa: Lote: 

Elaborado a partir de: 
Lote de medio Caldo Triptona - Peptona: 

Adjunte el registro de elaboración. 

1. Precultivo

Cantidad de tubos inoculados: Código. GSB: 

Incubación: Código. Incubadora: Temperatura: 
Hora inicio: Hora final: 

Realizado por: Fecha: / / 
Control de pureza (Gram). Resultados: 

Lote del jueeo de reactivos: Código. Microscopio: 
Observación en fresco. Resultados: 
Código. Microscopio: 
Realizado por: Fecha: / / 
Revisado por: Fecha: / / 
2. Cultivo

Absorbancia del precultivo (600 nm): Código. Espectrofotómetro: 

Cálculo del volumen de inoculo: 

c,v, = c2v2 

V, = 0.01 x 50 mL 
c,

Resultado: 

mL. 

Cantidad de erlenmeyer inoculados: Código. GSB: 

Incubación. Código. Zaranda: Temperatura: 
Agitación orbital: rpm Hora inicio: Hora final: 
Realizado cor: Fecha: / / 

Control de pureza (Gram). Resultados: Lote 

del juego de reactivos: 
Código. Microscopio: 

Observación en fresco. Resultados: ______ 

rYiHipn. Microscopio: 
RpalÍ7.ado ñor: 

Fecha: / / 

Revisado por: Fecha: / / 



Temperatura: 

Hora de inicio: 

Resultado: 

Incubación: Código. 

Incubadora: _ Hora 

final:

Promedio de la lectura: 

Desarrollo de la ecuación: 

UFC/mL = No. de colonias x factor de dilución x 10 =
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Dilución Cantidad de colonias 

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 
 

colonias en la dilución: 

REGISTRO DE ELABORACIÓN DEL LOTE DE SIEMBRA DE TRABAJO DE 

Vibrio cholerae 

(PNO 20-036) 

R- 20-031 INSTITUTO 
FINLAY 

Pág. 2/3 Versión 1 

3. Determinación de la viabilidad del cultivo Agar triptona 

soya (TSA) 

 ___  Cantidad (g): 

Temperatura: _________ 

Cantidad de placas: 

/ / 

Lote: Fabricante: _____________________________  

Esterilización Código. Autoclave: _ 

Presión: _____________  Hora inicio: _ 

Elaborado por: ___________________________  

Hora final: 

Fecha: _ 

diluciones (iL del cultivo. Se realizaron Se tomaron 

Código. GSB: 

_UFC/mL 

 _____  Fecha: __/__/_ 
Fecha: / / 

Resultado: ______ 

IÍ-- 1 Realizado 

por: Revisado por: 

_ 
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4. Preparación de la crioconservación

Leche descremada al 10 %: Lote: Fabricante: 

Cantidad (g): Volumen preparado: mL 

Esterilización: Código. Autoclave: Temperatura: 

Tiempo: Hora inicio: Hora final: 
Realizado por: Fecha: / / 
Glicerol al 20 %: Lote: Fabricante: 

Volumen preparado: mL 

Esterilización: Código. Autoclave: Temperatura: 

Tiempo: Hora inicio: Hora final: 
Realizado por: Fecha: / / 
Se mezclaron mL de cultivo, mL de leche descremada y mL de glicerol. 

Cantidad de viales preparados: Código. GSB: 
Almacenamiento: Código. Freei'.er: 

Realizado por: Fecha: / / 

Observaciones: 

* 

Revisado: Cargo: Firma: Fecha: / / 



Cantidad (g): Lote: 

Temperatura: ____________ 

 _________ Cantidad de placas: 

Fecha: / / 

Hora final: 

diluciones. 

Temperatura: 

Lote de medio Caldo Triptona - Peptona: 

Adjuntar registro de elaboración. 

Agar triptona soya (TSA) 

Fabricante:

Esterilización: Código. Autoclave: 

Presión: ___________  Hora inicio: 

Elaborado por: ____________________ 

1. Determinación de viabilidad (UFC/mL)

Se realizaron _ Código. GSB: 

Incubación: Código. Incubadora: _ Hora de inicio:

 ______________________ Hora final: 

Resultado:

Promedio de la lectura: 

Desarrollo de la ecuación: 

UFC/mL = No. de colonias x factor de dilución x 102 = 

Resultado: UFC/mL
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Lote: Motivo del ensayo: 

Dilución Cantidad de colonias 

Réplica 1 Réplica 2 . Réplica 3 

colonias en la dilución: 

_/ __ / 
/ / 

Fecha: 
Fecha: 

Realizado por: 

Revisado por: _ 
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2. Identificación microbiològica

Medios Lote Resultados 

Agar TCBS 
Agar sangre 

Agar BHI 
Código. GSB: 

Incubación: Código. Incubadora: Temperatura: 
Hora de inicio: Hora final: 
Control de pureza (Gram). Resultados: 

Lote del juego de reactivos: Código. Microscopio: 
Realizado por: Fecha: / / 

Revisado por: Fecha: / / 
3. Identificación bioquímica

Ensayo Criterio de aceptación 
Agar Hierro Kligler (KIA) 
Agar Hierro Lisina (LIA) 
Código. GSB: 

Incubación: Código. Incubadora: Temperatura: 
Hora de inicio: Hora final: 
Observaciones: * 

Realizado por: Fecha: / / 

Revisado por: Fecha: / / 
- Pase a agar BHI en plano inclinado: 

Código. GSB: 

Incubación: Código. Incubadora: Temperatura: , 

Hora de inicio: Hora final: / 
Realizado por: Fecha: / / 
Revisado por: Fecha: / / 

•
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Ensayo Resultado Control de calidad 

Oxidasa 

Catalasa 

Cuerda 

Código. GSB: 

Observaciones: 

Realizado por: Fecha: / / 
Revisado por: Fecha: / / 
4. Identificación serológica

Antisuero Resultados 

Polivalente 

Ogawa 

Inaba 

0139 
Código. GSB: 

Observaciones: 

Realizado por: Fecha: / / 
Revisado por: Fecha: / / 
5. Detección de la actividad de endoglucanasa A

Lote de medio Luria Bertani (LB): 

Se sembraron las diluciones: y ' • 
Código. GSB: 
Incubación: Código. Incubadora: Temperatura: VIGENTE . 

Hora de inicio: 

Realizado por: 

Hora fmal: Fecha: / / 

Resultado: 

Dilución Cantidad de colonias Cantidad de colonias positivas 

« 
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Observaciones: 

Realizado por: 

Revisado por:_ 

Fecha: 
Fecha: 

6. Curva de crecimiento en Caldo TP 

Inoculación del precultivo. Cantidad de tubos 

inoculados: Incubación: Código. Incubadora: _ 

Hora de inicio: ____________ Hora final: 

Realizado por: __________________________  

Chequeo del precultivo: 

Parámetros 

Absorbancia 

Pureza 

Motilidad 

Código. GSB: 

Temperatura: 

/ / Fecha: 

Resultados 

Código. Fotocolorímetro: 

Código. Microscopio: ________  

Realizado por: ______________  

Revisado por: ______________  

Lote del juego de reactivos: 

Fecha: / / ____________  

Fecha: / / 
Cálculo del volumen de inoculo: 

C,V,=C2V2 

Vi = 0.01 x 100 mL C, 

Resultado: _____________ mL. 

Cantidad de erlenmeyer inoculados: ________________  

Incubación. Código. Zaranda: ________________ . _______  

Agitación orbital: ______________ rpm Hora inicio: 

Realizado por: _____________________________________  

Código. GSB: - cc 

Temperatura: 

Hora final: 

Fecha: 

Tiempo (horas): 2:_ 

4:_ 

6: 

Lectura: 

Abs final. 
_/ __ /_ 
/ / 

Fecha: 
Fecha: 

Realizado por: 

Revisado por:_ 
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6.1 Determinación de la viabilidad (UFC/mL) Código. 

GSB: ___________________________________________  

Tiempo: Temperatura: Incubación: Código. Incubadora: Resultado: 

Cantidad de colonias 

Réplica 
3 

Réplica 
1 

Réplica 
2 

Resultado 
UFC/mL 

Promedio del número de 

colonias 

Realizado 
por 

Dilución donde se 

contaron las colonias 

Tiempo 

(horas) 
Cantidad de 

diluciones 

0 

/ / Fecha: Revisado por: 

Observaciones: 

Firma: Revisado: Cargo: Fecha: / / 



         ANEXO 2 
        PNO 12-176



1. Objetivo y Alcance

Establecer la metodología de trabajo para la preparación del inoculo y su normalización para los ensayos de reactogenicidad e inmunogenicidad y 

protección en humanos de cepas de Vibrio cholerae, así como la toma de muestras para realizar los mismos. 

Es aplicable al Laboratorio de Microbiología designado para trabajar con cepas de Vibrio cholerae y llevar a cabo el procedimiento de preparación del 

inoculo a utilizar en los estudios antes mencionados. 

2. Responsabilidades

El ensayo será realizado por un profesional especializado en Microbiología y por un técnico especializado en Pruebas Biológicas, con pleno

conocimiento de este PNO y debidamente entrenado en BPL.

La ejecución de este procedimiento lo supervisará y controlará el Inspector designado del Dpto. de Aseguramiento de la Calidad.

3. Frecuencia

Este procedimiento se realizará cada vez que se decida la ejecución de un ensayo de reactogenicidad e inmunogenicidad o un ensayo de reto en 

humanos. 

4. Referencias/Documentos aplicables

Levine, M.M., et al. Safety, immunogenecity, and efficacy of recombinant live oral cholera vaccines, CVD 103 and CVD 103- HgR. Lancet 2:467-

470. 1993

Protocolo para la investigación clínica preliminar con cepas atenuadas de Vibrio cholerae para determinar reactogenicidad e inmunogenicidad.

Gustavo Sierra, Luis García. Instituto Finlay. 1996

Robert, A., Benítez J. A. y cois. Tagging a Vibrio cholerae El Tor candidate vaccine strain by dlsruption of its hemagglutinin protease gene usinga

novel repórter enzime, Clostridium thermocellone endogluconasa A. Vaccine 14, 1517-1522. 1996 Victoria Pazos, Alvarez Rivera. Manual de

Prácticas de Laboratorio de Bacteriología. Facultad de Biología. Ciudad Habana, 1986

Manual of methods for General Bacteriology. American Society for Microbiology. Washington D.C. Segunda Edición. 1981. Capítulo II. Pág.

185-187 PNO 12-020 “Prueba de Esterilidad” 
PNO 12-027 “Preparación de medios de cultivo y soluciones en el Laboratorio de Microbiología” 
PNO 12-048 “Tinción de Gram” 
PNO 12-160 “Determinación de la viabilidad por el método de miniconteo” 
PNO 17-059 “Preparación de soluciones” 

5. Fundamentación 

La preparación del inoculo consiste en la obtención de una suspensión ajustada a la concentración deseada de la cepa de 

Vibrio cholerae en estudio. Para ello, el microorganismo se propaga en medio de infusión cerebro corazón (Brain Heart 

Infusión Agar, BHIA). 

6. Consideraciones de seguridad

El laboratorio debe cumplir con los requisitos de nivel de bioseguridad 2.

Los riesgos a que se expone el personal son los concernientes al trabajo con microorganismos clasificados como Riesgo 2, cuya vía de transmisión

es la oral, pero no existe peligro de contaminación por aerosoles.
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• Medidas de seguridad:

Realice las operaciones en el gabinete de seguridad biológica clase II Utilice guantes 

quirúrgicos al manipular los microorganismos Verifique que los controles 

microbiológicos del GSB sean satisfactorios Cumpla con lo establecido en el 

Reglamento de Seguridad Biológica del área 

7. Operaciones preliminares

7.1 Materiales Placas Petri 

Puntas amarillas, azules y blancas (para pipetas automáticas) 

Cubetas espectrofotométricas de vidrio 

Tubos de vidrio, de tapa rosca de (25 x 150) mm 

Asas y agujas bacteriológicas 

Hisopos estériles 

Algodón 

Gasa quirúrgica 

Láminas portaobjetos 

Contador de colonias 

Tubo falcon de 50 mL 

Contenedor de bioseguridad 

Viales de microcentrífuga de 1,5 mL 

Varilla de vidrio 

Espátula de Drigalsky 

Erlenmeyer de 100 mL 

Pipetas automáticas de (10, 100, 1000 y 5000) pL 

Papel de filtro 

Gradillas 

Portaobjetos excavados Cubreobjetos 

7.2 Equipos e instrumentos de medición 

Gabinete de seguridad biológica clase II (GSB) 

Incubadora de 37 °C 

Microscopio óptico binocular de campo claro 

Espectrotofotómetro Agitador de tubos (vortex) 

Reloj de intervalo Mechero de gas Incubadora 60° 

7.3 Reactivos 

Alcohol etílico técnico grado A C2H5OI 

Cloruro de sodio, p.a. NaCl 

Bicarbonato de sodio, p.a. NaHC03 Juego de reactivos de 

GraCarboximetilcelulosa soluble Colorante Rojo Congo 

Acido cítrico, p.a. 

Hidrógeno fosfato de potasio, p.a. 
Aceite de inmersión para microscopía 

INSTITUTO 
FINLAY 

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION PNO 12-176 

Ejemplar No. ¿ ^ Versión 2 Pág. 2/15 



^ ^ Medios de cultivo v materiales biológicos preparados según ei PNO 12-027 

Agar sangre de carnero (5-10 %) (AS) 

Agar infusión cerebro - corazón (ABHI) 

- Agar tiosulfato - citrato - sales biliares (TCBS) 

Agarosa Triptona 

Extracto de levadura Agar bacteriológico 1 % 

Agar Luria Beltani (ALB): 

Triptona ................................... 10 g/L 

NaCI .......................................  10 g/L 

Extracto de levadura-----------  5 g/L 

Agar al I % 

Ajuste el pH entre 7.4-7.6 

Agar suave - Carboximetilcelulosa 

Agarosa ....................................  0.7 % 

Carboximetilcelulasa soluble 0.5 % 

Preparado en Buffer fosfato citrato 

Microorganismos: 

• Cepas de Vibrio cholerae atenuadas genéticamente

• Cepa de Vibrio cholerae 638 El Tor Ogawa, control positivo

• Cepa de Vibrio cholerae virulenta, de referencia, del serotipo en estudio, control negativo

• Cepa de Vibrio cholerae virulenta de ambos biotipos y serotipos

Sueros de aglutinación de referencia: 

• Polivalente OI de Vibrio cholerae

• Monovalentes Ogawa e Inaba

• Serogrupo 0139 de Vibrio cholerae

7.5 Soluciones preparadas según el PNO 17-059 

Solución salina 0.9 % m/v, estéril suministrada por el Laboratorio “Adalberto Pesant” 

Bicarbonato de sodio 1.33 % m/v, estéril suministrada por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Microbiología del IPK 

Rojo Congo al 1 % 

Conserve a temperatura ambiente por un período no mayor de 1 mes 

- NaCI 1 M 

Conserve a temperatura ambiente por un período no mayor de 1 mes 
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50 ............................................... mM K2HP04 0.4 g/L 

12 mM ácido cítrico —- ................. 2.52 g/L 

Ajuste el pH a 6.3 

Conserve a temperatura ambiente por un período no mayor de I mes Solución de alcohol al 70 % 

Conserve a temperatura ambiente por un período no mayor de 3 meses 

7.6 Cepas a evaluar 

Las cepas a evaluar proceden del lote de siembra de trabajo conservado a -70 °C, en la Dirección de Asistencia Científico-Técnica Aplicada 

(DACTA) del Instituto Finlay. 

8. Procedimiento

8.1 Comprobación del estado de las cepas 

La cepa de trabajo se siembra por estrías a partir de la conservación, 29 horas antes de comenzar el ensayo, en tres planos de las placas 

(Método de siembra por agotamiento) en: 

• 2 placas de agar sangre de carnero (5-10) % (AS)

• 2 placas de agar tiosulfato-citrato-sales biliares (TCBS)

• 2 placas de agar infusión cerebro-corazón (ABHI)

Incube a 37 °C en aerobiosis durante 24 horas. 

Chequee visualmente las características culturales y bioquímicos en las placas para la determinación de posibles contaminantes. Crecimiento 

característico: 

AS: colonias de (2-4) mm de diámetro, lisas, de color grisáceo y formando beta hemolisis TCBS: colonias de (2-4) mm de 

diámetro, lisas, brillantes, ligeramente aplanadas y de color BHI: colonias de (2-4) mm de diámetro, lisas, 

translúcidas y de color crema 

8.2 Identidad 

8.2.1 Ensavo para detectar la actividad de la endoelucanasa A 

Tome 100 uL del vial conservado y agréguelos a 900 [iL de solución salina al 0.9 % para un volumen final de 1 mL. 
Realice diluciones hasta 10'. 
Siembre 100 ^L de las 3 últimas diluciones en 2 placas de medio LB y disemine con espátula de Drigalski. 

Incube durante 2 horas a 60 °C. 

Escoja las placas donde exista crecimiento entre 50 y 100 colonias. 

Añada de 3 a 4 mL de agar suave previamente fundido y deje 5 minutos a temperatura ambiente. 
Incube durante 2 horas a 60 °C. 
Cubra la placa con una solución de rojo congo al 1 %. Deje teñir durante 20 minutos. 

Destiña enjuagando con NaCI 1 M. Elimine el rojo congo y realice los lavados necesarios hasta observar la formación del halo transparente 

alrededor de las colonias. 

Use como control positivo la cepa 638 Vibrio cholerae El Tor Ogawa y como control negativo cualquier cepa de referencia virulenta del 

serotipo correspondiente; éstas últimas aparecen como colonias rojas sin halo transparente. 
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8 —2 Ensayo de aglutinación rápida en lámina (ARL) 

Seleccione colonias aisladas típicas en las placas con medio ABHI. A tres de estas colonias seleccionadas por placas realíceles aglutinación rápida 

en lámina (ARL), con antisueros específicos para Vibrio cholerae OI y 0139, según se establece a continuación: 

- Limpie un portaobjetos y un cubreobjetos con papel de filtro 

- Coloque una colonia procedente de la superficie de un cultivo crecido en ABHI 

- Emulsione en una gota pequeña de solución de NaCl al 0.9 % 

Mezcle muy bien, mediante movimientos de balance de la lámina hacia atrás y hacia delante, durante 30 segundos 

- Compruebe que la suspensión sea uniforme y no tenga grumos producidos por la autoaglutinación 

Si la suspensión es lechosa y homogénea agregue una gota de antisuero. Por lo general se mezclan volúmenes iguales del antisuero y de la 

suspensión. Se pueden utilizar volúmenes tan pequeños de antisueros como de 10 uL. 

- Mezcle la suspensión bacteriana con el suero polivalente OI. 

- Si es positiva, repita con antisueros monovalentes Ogawa e Inaba 

- Si es negativa la reacción con el antisuero polivalente 01, realice aglutinación con el antisuero 0139. 

Si la ARL resulta negativa, repita el proceso a partir de las placas sembradas en 8.1. 

8.3 Propagación del cultivo 

Si resulta positiva la reacción, tome de 2 a 3 colonias aisladas de cualesquiera de las placas de ABHI sembradas y subcultívelas en 4 placas de 

ABHI, realizando estrías muy unidas que cubran toda la superficie de la placa (siempre en forma de césped). Se puede realizar la siembra con 

hisopos estériles o asas bacterianas (si utiliza asas, no esterilice a la llama entre un plano y otro de la placa). 

Incube las placas en posición invertida a 37 °C durante 5 horas. 

Realice inspección visual de las características culturales del crecimiento sobre las placas de ABHI. Elimine aquellas que no tengan crecimiento 

abundante o estén contaminadas. 

Seleccione las placas de agar ABHI y coseche el cultivo con 5 mL de solución salina 0.9 % estéril por placa, auxiliándose de un aplicador o 

espátula de Drigalski estéril. 

Transfiera con una pipeta volumétrica estéril o con una pipeta automática con punta estéril, 5 mL de la suspensión anterior, de la superficie de la 

placa a un erlenmeyer estéril de 100 mL (suspensión madre). 

Tome una alícuota de 1 mL de la suspensión madre y realice diluciones en igual solución a la utilizada para la cosecha, hasta lograr en el 

espectrofotómetro una absorbancia de 0.60 a 0.64, registrando los puntos de dilución realizadas. 

8.4 Comprobación microbiológica de la suspensión madre 

Tome una muestra de la suspensión madre en solución salina para la ARL y proceda según el Apdo. 8.2.2 teniendo en cuenta que la muestra ya está 

en forma de suspensión. 
Chequee la pureza por tinción de Gram según lo establecido en el PNO 12-048. 

Chequee la motilidad de la siguiente forma: 

• Limpie un portaobjetos y un cubreobjetos con papel de filtro

• Coloque una pequeña gota de la suspensión en el centro del portaobjetos

• Coloque un cubreobjetos sobre la muestra para protegerla

• Vierta una gota de aceite de inmersión sobre el cubreobjetos

• Observe al microscopio óptico con lente de inmersión 100X

Criterios de aceptación 

Motilidad (+): Bacilos cortos incoloros en constante movimiento Motilidad 

(-): No se observa ningún movimiento 

Nota- Desde la observación de las placas hasta este paso, no debe transcurrir más de 30 minutos. 
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Fecha: /<WS~ !¿>3 

Fecha: H/ 5~ / 03 

Fecha: /(^/ ^ / 0^ 

Fecha: it¿ __ / /c 3 

Fecha: ,'cf/ Of ,¿% 

La preparación, muestreo y control del inoculo se realizará con la presencia del inspector de Aseguramiento de la Calidad, quien verificará el 

cumplimiento del presente PNO y registrará la conformidad o las desviaciones al procedimiento, en la parte correspondiente del R- 12-128 del 

Anexo. 

Teniendo en cuenta la absorbancia lograda en 8.3, la cual se corresponde a una concentración de 5.5 x 10* ± 6 x I07 UFC/mL, el operador calcula 

la concentración de la suspensión madre mediante la siguiente fórmula: 

Concentración de la suspensión madre (Conc. S.M) = 5.5 x 108 x Factor de dilución 

Determinada la concentración de la solución madre el operador calcula el volumen que debe tomar de la solución madre (V.S.M) para preparar 

los 30 mL de inoculo de cada voluntario mediante la fórmula: 

V.S.M = 1.3 x I08 x 30/Conc. S.M 

Mezcle el volumen determinado anteriormente y prepare los frascos con 30 mL de solución de bicarbonate de sodio al 1.33 V los que representan 

los inóculos. Los placebos se preparan sin V.S.M y con 30 mL de bicarbonato de sodio al 1.33 % solamente. 

De los frascos anteriores seleccione tres aleatoriamente y tome una muestra de 100 |iL de cada uno para comprobar el número de UFC/mL en el 

GSB clase II. 

Realice el conteo en placa según PNO 12-160. 

Realice el ensayo para detectar la actividad de la endoglucanasa A, según el Apdo. 8.2.1. 

Prepare el sistema de diluciones seriadas con factor 10, desde I0'1 hasta I0‘7 y siembre 10 jlaL por triplicado de las tres últimas diluciones en 

placas de ABHI Incube a 37 °C entre (18-24) horas. 

Terminada la incubación, tome todas las placas y seleccione entre ellas la dilución adecuada que contenga aproximadamente de 2 a 15 colonias 

por cuadrante. 

Realice el conteo visual y anote los resultados en el R- 12-128. 

Cálculo 

No. de UFC/mL = No. de colonias x dil. de conteo (con exponente positivo) x 

Observación: 

Este valor de No. de UFC/mL se obtiene considerando como cantidad de muestra sembrada 0.01 mL. Cuando se varíe dicha cantidad, utilice otro factor 

de conversión. 

De las colonias crecidas, chequee la identidad a 5 de ellas por ARL, según se describe en el Apdo. 8.2.2. 

9. Registro de Datos

El técnico recogerá las incidencias del ensayo en el R- 12-128 “Registro de la preparación del inóculo para el ensayo de reactogenicidad e 

inumnogenicidad en humanos de cepas de Vibrio cholerae”, que se establece en el Anexo. 

Revisado: DrC. Luis García Imías ___________ Cargo: Director de Vacunas Bacterianas F 

Revisado: In» Roselvn Martínez Rivera Cargo: J’ Aseguramiento de la Calidad ______________ Firma: 

Aprobado: MC Francisco Dmguez Alvarez Cargo: Vicepresidente Pesar, de Productos Fi Aprobado: i ir Ramón Barberà 

Morales ________________________________ Cargo: Director de la Calidad----------------   ----- F
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Transferencia de la cepa

Certificado de la cepa Observaciones: 

Revisado por: ______________________________________ 

Comprobación del estado de la cepa 

Inspector de calidad: __________________   _____________________ Firma: ___________________ Fecha: ____ / ___ / 

Revisado por:  __  _____   ____________  —

Parámetro Medios Lote Fecha/Hora Operador Resultados Fecha/Hora Operador 

Pureza Agar sangre 

Agar TCBS 

Agar BHI 

Antisuero Cont. + Cont. - Fecha/Hora Operador 

Tipo Referencia 

Resultados de la ARL: 

ANEXO 

REGISTRO DE LA PREPARACION DEL INOCULO PARA EL ENSAYO DE 

REACTOGENICIDAD E INMUNOGENICIDAD EN HUMANOS DE CEPAS DE 

Vibrio cholerae (PNO 12-176) 

INSTITUTO 

FINLAY 
R- 12-128 

Versión 2 Pág. 19 

Fecha Hora Entregado por Recibida por Cepa (Código) 

Resultados Operador Antisuero Fecha/Hora 
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Colonias - 

Fecha: / / Firma: 

Determinación de ia actividad de la endoglucanasa A de la cepa 

Nombre del microorganismo:  __________  _____ Ensayo: 

Diluciones: 

Medio sólido: ____  

Volumen de inoculo (siembra): 

Cantidad de réplicas:  __________  

Temperatura de Incubación: 

Tiempo de incubación: 

Lecturas de las colonias Cel A positivas y negativas Dilución No. colonias + Dilución. 

Resultados: 

Conformidad/Desviaciones:

Inspector de calidad: 

Revisado por: _______ 
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REGISTRO DE LA PREPARACION DEL INOCULO PARA EL ENSAYO DE 

REACTOGENICIDAD E INMUNOGENICIDAD EN HUMANOS DE CF.PAS DE 

Vibrio cholerae (PNO 12-176) 



Ensayo: 

Medio sólido: ___________________  

Volumen de inoculo (siembra): 

Cantidad de réplicas:  ______________ 

Promedio de réplicas: 

Firma: Fecha: / / 

Determinación de las UFC/mL de la cepa 

Nombre del microorganismo: _ ______________  

Diluciones:

Temperatura de Incubación: 

Tiempo de incubación:

Lecturas de las réplicas por dilución: 

Inspector de Calidad: 

Revisado por: ________ 
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Diluciones: 

Colonias 

Determinación de la actividad de endoglucanasa de la suspensión madre 

Nombre del microorganismo: ________________________________ Ensayo:

Medio sólido: ____  __ 

Volumen de inoculo (siembra): 

Cantidad de réplicas: 

Temperatura de Incubación: 

Tiempo de incubación:

Lecturas de las colonias Cel A positivas y negativas Dil.

No. colonias +

Dil. 

Resultados: 

Conformidad/Desviaciones:
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REACTOGENICIDAD E INMUNOGENICIDAD EN HUMANOS DE CEPAS DE 

Vibrio cholerae (PNO 12-176) 

Firma: Fecha: / / 
Inspector de calidad: 

Revisado por: __________  
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Ensayo: 

Promedio de réplicas: 

No. de UFC/mL: 

Firma: Fecha: / / 

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION
Ejemplar No. ¿V

Determinación de las UFC/mL de la suspensión madre 

Nombre del microorganismo: ______________  

Diluciones: 

Medio sólido:

Volumen de inoculo (siembra): 

Cantidad de réplicas: ___________  

Temperatura de Incubación: 

Tiempo de incubación: _____ 

Lecturas de las réplicas por dilución:

Inspector de Calidad: 

Revisado por:
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Ensayo: 

Preparación y control del inoculo 

Cálculo de la concentración de la suspensión madre 

Conc. S.M = 5.5 x I08 x Factor de dilución 

= 5.5 x I08 x _______________________ 

UFC 

Cálculo del Volumen de la S.M V.S.M = Conc. S.M x 

30 

= ____________ mL 

Cantidad de frascos de inoculo: Cantidad de placebo:

 ___________________________ 

Nombre del microorganismo: Observaciones: 

Revisado por: 

Entregado a: 

INSTITUTO 
FINLAY 

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION PNO 12-176 

Ejemplar No. Versión 2 Pág. 13/15 

INSTITUTO 

FINLAY 
R- 12-128 

Versión 2 Pá». 7/9 

REGISTRO DE LA PREPARACION DEL INOCULO PARA EL ENSAYO DE 

REACTOGENICIDAD E INMUNOGENICIDAD EN HUMANOS DE CEPAS DE 

Vibrio cholerae (PNO 12-176) 



Diluciones: 

Firma: 

Fecha: / / 

Determinación de la actividad de endoglucanasa del inoculo 

Nombre del microorganismo: _________________________________ Ensayo:

Medio sólido: ________________  

Volumen de inoculo (siembra): 
  ______  Cantidad de réplicas: _________  
 _______  Temperatura de Incubación: 

 ______  Tiempo de incubación:

Lecturas de las colonias Cel A positivas y negativas Dil. No. colonias + Dil.

Colonias - 

Resultados: _______________  

Conformidad/Desviaciones:

Inspector de calidad: 

Revisado por: _______ 
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Colonias - 

Firma: Fecha: / / 

Determinación de la actividad de endoglucanasa del inoculo 

Nombre del microorganismo: ________________________________ Ensayo: 

Diluciones: 

Medio sólido: ________________  

Volumen de inoculo (siembra): 

Cantidad de réplicas:  __________  

Temperatura de Incubación: 

Tiempo de incubación:  ______  

Lecturas de las colonias Cel A positivas y negativas Dil. No. colonias 

+ Dil. 

Resultados: 

Conformidad/Desviaciones:

Inspector de calidad:
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_ Firma: 

Firma: _ 

Firma: 
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Cargo: 

Realizado: 

Revisado: 

Aprobado: 

Fecha: _____ / ___ /_ 

Fecha: / / Fecha: / / 



ANEXO 3 
PRUEBAS DE CONTROL Y LÍMITES DE ACEPTACIÓN



Controles para la liberación de los lotes de siembra de referencia. 

Variable Prueba Tipo de prueba Especificación Tamaño de la muestra 

para una 
determinación 

Gram Rutina 
Bacilos Gram negativos en forma de 

coma 

20^L/ámpula 

Siembra en agar 

selectivo TCBS 

Rutina 
Colonias amarillas, lisas de 2-4 mm de 

diámetro, ligeramente aplanadas 

20(iL/ámpula 

Siembra en Agar 

Sangre de camero al 

5% 

Rutina 
Colonias de 2-4 mm de diámetro, lisas 

de color grisáceo con formación de |3 

hemolisis alrededor de las colonias 

20(^L/ámpuIa 

Siembra en Agar 

Cerebro Corazón 

(BHI) 

Rutina 
Colonias 2-4 mm de diámetro, lisas, 

traslúcidas y de color crema 

20|iL/ámpula 

Identidad 
Agar Hierro Kligler 

Rutina 
No fermentación de lactosa: superficie 

inclinada roja. Fermentación de 

glucosa, producción de ácido, no 

producción de gas ni de H2S: fondo 

amarillo 

1 colonia 

Agar Hierro Lisina 
Rutina 

Descarboxilación de la lisina: color 

morado intenso en todo el medio. No 

producción de gas ni de H2S 

La misma colonia 

anterior. 

Aglutinación en 

lámina 

Rutina 
Aglutinación con antisueros 

polivalente 01 y monovalente Ogawa, 

No aglutinación con antisueros 0139 

ni monovalentes Inaba 

30|aL/ámpula para cada 

suero (120^L en total) 

(30 |iL/suero) 

Endoglucanasa A Rutina 
Halo transparente alrededor de todas 

las colonias 

100 (jL/ámpula 

RFLP 

(Polimorfismo de la 

longitud de los 

fragmentos de 

restricción) 

Caracterización 
Presencia de las bandas de resticción 

obtenidas en el DNA digerido con Bgl 

1 

200 (¿L/ámpula 



Cuerda Rutina Hilo mucoide de la lámina al asa 
Una colonia de ABHI 

Oxidasa Rutina 
Color púrpura al oxidar el reactivo de 

la oxidasa 

Una colonia de ABHI 

Catalasa Rutina 
Presencia de burbujas al reaccionar 

con el H202 

Una colonia de ABHI 

Cinética de 

crecimiento en 

zaranda 

Rutina 
D.O > 1 a las 6 horas de cultivo con X= 

600 nm 

500 (iL/ámpula 

Conteo de Viables Rutina > 105 UFC/ámpula 100 ^L/ámpula 

Potencia 
Inmunogenicidad 

(Modelo Inoculación 

intraduodenal en 

conejos) 

Caracterización 
Títulos Ac. IgG anti LPS (ELISA)- 

1,24-2,72 Título Ac. Bactericidas 

(Vibriocida) > 1:160 

lmL/ámpula 

Colonización 

(Modelo de ratones 

neonatos) 

Rutina 
Incremento en 102-103 UFC del 

inoculo inicial (105) ó Semejante a la 

cepa control (virulenta) 

200(i L/ámpula 

Virulencia 
Dosis Letal Media 

(LD50) en ratones 

neonatos 

Rutina > 106UFC 500|iL/ámpula 

Seguridad PCR (ctx, hap) Rutina 
Ausencia de las bandas 

correspondientes a los genes ctx y 

hap 

200 ^L/ámpula 



Controles para la liberación de los lotes de siembra de trabajo 

Variable Prueba Tipo de prueba Especificación Tamaño de la muestra 

para una determinación 

Pureza Gram Rutina Bacilos Gram 

negativos en forma de coma 

20|iL / vial 

Siembra en agar 

selectivo 

TCBS 

Rutina 
Colonias amarillas, lisas de 2 - 4 mm 

de diámetro, ligeramente aplanadas 

20^L / vial 

Identidad 
Agar Hierro Kligler 

Rutina 
No fermentación de lactosa: 

superficie inclinada roja. 

Fermentación de glucosa, producción 

de ácido, no producción de gas ni de 

H2S: fondo amarillo 

1 colonia 

Agar Hierro Lisina 
Rutina 

Descarboxilación de la lisina: color 

morado intenso en todo el medio. No 

producción de gas ni de H2S 

La misma colonia 

anterior. 

Siembra en Agar 

Sangre de camero al 

5% 

Rutina 
Colonias de 2-4 mm de diámetro, 

lisas de color grisáceo con formación 

de P hemolisis alrededor de las 

colonias 

20^iL/ámpula 

Identidad 
Siembra en Agar 

Cerebro Corazón 

(BH1) 

Rutina 
Colonias 2-4 mm de diámetro, lisas, 

traslúcidas y de color crema 

20|iL/ámpula 

Aglutinación en 

lámina 

Rutina 
Aglutinación con antisueros 

polivalente 01 y monovalente 

Ogawa y 

No aglutinación con antisueros 0139 

ni monovalentes Inaba 

30fiL/ámpula para cada 

suero (120fa.L en total) 

(30 ^iL/suero) 

Endoglucanasa 

A 

Rutina 
Halo transparente alrededor de todas 

las colonias 

ÍOO^L / vial 

RFLP 
(Polimorfismo de la 

longitud de los 

fragmentos de 

restricción) 

Caracterización 
Presencia de las bandas de resticción 

obtenidas en el DNA digerido con 

Bgl 1 

200 (iL/ámpula 



Controles de proceso. -Fermentación 

Cuerda Rutina 
Hilo mucoide de la lámina al asa Una colonia de ABH1 

Oxidasa Rutina 
Color morado al oxidar el reactivo de 

la oxidasa 

Una colonia de ABHI 

Catalasa Rutina 
Presencia de burbujas al reaccionar 

con el H202 

Una colonia de ABHI 

Potencia 
Conteo de Viables 

Rutina > 105 100 nL / vial 

Seguridad PCR (ctx, hap) Rutina 
Ausencia de las bandas 

correspondientes a los genes ctx y 

hap 

200 ^L/ámpula 

Variable Prueba Tipo de prueba Especificación Tamaño de la 

muestra para una 
determinación 

Frecuencia de 

determinación 

Pureza Gram Rutina 
Bacilos Gram 

negativos en forma 

de coma 

20|iL Cada 1 hora 

Crecimiento 
Medición D. 0 

a X= 600 nm 

Rutina D.O final > 3.5 5 mL Cada 1 hora 

Viabilidad Conteo 

UFC/mL 

Rutina 
> 1 x 109 UFC/mL 

100 nL Ultima hora 



-Posterior a la filtración o centrifugación. 

Pruebas de control al producto final 

Variable Prueba Tipo de 

prueba 

Especificación Tamaño de la 

muestra para una 

determinación 

Frecuencia de 

determinación 

Viabilidad Conteo UFC Rutina >lxl09 

UFC/mL 

100 nL Última hora 

Identidad Endoglucanasa 

A 

Rutina 
Halo 

transparente 

alrededor de todas 

las colonias 

100|iL / vial Ultima hora 



Variable Prueba Tipo de prueba Especificación Tamaño de la muestra para 

una determinación 

Pureza Gram Rutina Bacilos Gram 

negativos en forma de coma 

20|iL / bulbo 

Conteo de Viables Rutina 5x 10y-7x 10y UFC/bulbo 100 |iL / bulbo 

Potencia 
Inmunogenici dad 

(Modelo de 

inoculación 

intraduodenal en 

conejos) 

Caracte 

rización 
Títulos Ac. IgG anti LPS 

(ELISA)- 1,24- 2,72 Título Ac. 

Bactericidas (Vibriocida) > 

1:160 

1 mL / bulbo 

Colonización en el 

modelo de ratón 

neonato 

Rutina 
-Incremento en 102-103 del 

inoculo inicial ó -Semejante a la 

cepa control (virulenta) 

200^iL / bulbo 

Identidad 
Aglutinación en 

lámina 

Rutina 
Aglutinación con antisueros 

polivalente 01 y monovalente 

Ogawa y No aglutinación con 

antisueros 0139 ni monovalentes 

Inaba 

120^L / vial (30 

^L/suero) 

Endoglucanasa A Rutina 
Halo transparente 

alrededor de todas las 

colonias 

100|iL / bulbo 

Seguridad PCR (ctx, hap) Rutina Ausencia del gen ctx y hap 200 |iL/ámpula 




