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Eventos supuestamente atribuibles a la vacunacion o la inmunizacion graves
asociados a la administracion de la vacuna antiamarilica durante
una campaiia de vacunacion masiva
Peru, 2007

Introduccion

La fiebre amarilla sigue constituyendo un importante problema de salud publica en las regiones tropicales de América del Sur y
Africa, y existe el riesgo de su introduccién y propagacién en regiones no endémicas infestadas por el vector urbano Aedes aegypti.
Aproximadamente, 50% de los casos notificados en la Region de las Américas corresponden al Peru. Durante los siete Ultimos afios,
se han notificado 331 casos en el Perd, con una tasa de letalidad de 50%. Durante el 2007 y el 2008, se ha producido en Brasil un
resurgimiento de la actividad del virus de la fiebre amarilla, con una extension hacia el sur de una onda epizodtica, y casos humanos
asociados, en Paraguay y Argentina. En los suburbios de Asuncion, en Paraguay, se han producido los primeros casos en muchos afios
de fiebre amarilla urbana (transmitida por Aedes aegypti). No existe un tratamiento especifico para la fiebre amarilla. La vacunacién
con la vacuna de virus vivos atenuados 17D sigue siendo la medida mas eficaz para la prevencion y el control de la fiebre amarilla.
Con el importante apoyo de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la mayor
parte de los paises pertenecientes a la region endémica incorporan actualmente las vacunas de virus 17D en su Programa Ampliado
de Inmunizacién (PAI). Ademas, se han llevado a cabo campaiias masivas de vacunacion en los siguientes escenarios: a) vacunaciones
de puesta al dia; b) cuando se producen incrementos de la actividad viral, o0 como respuesta a brotes entre la poblacién humana; y ¢
en entornos especiales, tales como las zonas limitrofes con la region endémica desde se producen frecuentes migraciones poblacio-
nales hacia ésta, o alli donde se considera que existe el riesgo de introduccién y propagacion del virus. Durante més de 70 afios, se ha
administrado la vacuna 17D a cientos de millones de personas y existe una larga experiencia de confianza en su seguridad y eficacia.
No obstante, recientemente se ha reconocido la necesidad de adoptar nuevas precauciones con relacion a las vacunas antiamarilicas
17D como consecuencia de la aparicion de eventos supuestamente atribuibles a la vacunacion o la inmunizacion (ESAVI) infrecuentes
pero graves.

La enfermedad viscerotrdpica asociada a la vacuna antiamarilica (YEL-AVD por su sigla en inglés) constituye una complicacion rara
pero potencialmente fatal descrita por primera vez en la bibliografia médica en el afio 2001. En septiembre del 2007, ya se habian
notificado en todo el mundo 36 casos de YEL-AVD tras la administracion de la vacuna antiamarilica (subcepas 17D y 17DD) de cinco
diferentes fabricantes. La media de edad era de 49 afios (intervalo de 4 a 79 afios), la relacion hombre:mujer era de 2:1, y la tasa de le-
talidad era de 60%. Como factores de riesgo se han notificado la edad superior a 60 afios y las enfermedades del timo o la timectomia.

En septiembre y octubre del 2007, después de un intenso terremoto, se llevo a cabo una campana masiva de vacunacion contra la
fiebre amarilla en el Departamento de Ica (Peri) donde se administraron unas 63.000 dosis. Se produjeron cinco casos sospechosos
de YEL-AVD entre las personas vacunadas con la subcepa 17DD, con edades comprendidas entre 23 y 79 afos. Era la primera vez en
que aparecian agrupados multiples casos de YEL-AVD en un breve periodo (los pacientes fueron vacunados entre el 23 de septiem-
bre y el 1 de octubre del 2007) y en un espacio delimitado (Departamento de Ica). Murieron cuatro personas (tasa de letalidad de
80%). Los cuatro casos fatales pertenecian a una poblacién aproximada de 43.000 personas que habian recibido un lote especifico
de la vacuna 17DD (designado 050VFA-121Z y denominado en lo sucesivo como 121Z) elaborado por Bio-Manguinhos del Brasil, un
productor precalificado por la OMS. Otro lote de la vacuna elaborada por Bio-Manguinhos (el 123Z) se habia administrado a unas
20.000 personas durante la misma campafia masiva sin que se produjera ningtin caso de YEL-AVD. Se desconoce el lote de la vacuna
administrada en el quinto caso (no fatal, pero hospitalizado). No se notificaron ESAVI cuando se administro el lote 121Z en Venezuela
antes de utilizarse en el Perd. Sin embargo, este dato debe interpretarse con cierta cautela dada la limitada sensibilidad de los sistemas
de vigilancia pasiva de los ESAVI.

El 2 de noviembre del 2007, la OPS/OMS emitié una declaracion' para alertar a la comunidad mundial de salud publica sobre la
aparicion y la investigacion de estos eventos. La declaracion proporcionaba informacion preliminar sobre los cuatro casos fatales y
describia una serie de actividades de investigacion planeadas para determinar la contribucion etioldgica de la vacuna antiamarilica en
los ESAVI, analizar el proceso de fabricacion y control del lote de vacuna implicado, mejorar la vigilancia de la aparicion de ESAVI, y
llevar a cabo nuevos estudios de blisqueda de casos en el Pert. Se interrumpio la administracion del lote 121Z y otros lotes relacio-

1 Eventos adversos fatales posteriores a la vacunacion antiamarilica en Perti con vacuna producida por Bio-Manguinhos, Brasil. Puede consultarse enZ. http://www.
paho.org/Spanish/AD/FCH/IM/ComunicacionOPS-OMSFiebreAmarilla.pdf




nados, en espera de los resultados de la investigacion de su posible papel causal en los ESAVL. El 1.° de noviembre, se convocé a un
grupo de expertos para analizar los datos preliminares y dirigir la investigacion. El Grupo de Expertos se reuni¢ nuevamente los dias
4y 5 de marzo del 2008, junto con los representantes del Ministerio de Salud del Perd, el fabricante de la vacuna (Bio-Manguinhos)
y el personal de la OPS/OMS. Este informe resume los resultados y las conclusiones de las investigaciones de laboratorio y sobre el
terreno realizadas entre noviembre del 2007 y febrero del 2008.

Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los casos

Los pacientes afectados presentaban un sindrome similar, resumido en el cuadro 1. Los cuatro primeros casos habian recibido la
vacuna antiamarilica por primera vez; se desconocen los antecedentes previos de vacunacion del quinto caso.

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los casos de YEL-AVD en el Peru, 2007

fiebre cedi6 y se dio de alta 16 dias
después de la vacunacion.

Bilirrubina: 0,5 mg/dl

Dias entre la Alteraciones de laboratorio Cumple la
Caso Bdady | Enfermeda- | nacion y Sintomas o signos (las mayores desviaciones de Resultados y hallazgos definicion de
sexo | des previas ——— - . destacados de la autopsia
el inicio | la muerte las cifras normales) caso
Fiebre, cefalea, artralgias, mialgias, |Leucocitos: 66.400/mm? Muerte.
(T_alestar general, nduseas, vomitos, | Plaquetas: 54.000/mm? Necrosis mediozonal,
, larrea. AST: 850 U/I esteatosis (higado); YEL-AVD
! 23/M | Rosécea ! ? 8 dias después de la vacunacion ALT: 222 U/I necrosis tubular aguda; confirmada
presentd shock, SDRA, acidosis, Creatinina: 4,1mg/dl; CPK neoplasia tiroidea,
encefalopatia, falla multiorganica. | 4055 U/l tiroiditis cronica
Fiebre, cefalea, malestar general, | Hematocrito:15,5% : Muerte. .
mialgias, nauseas, vomitos, diarrea. Leucocitos: 11.470/mm Esteatoslls, necrosis
; X . Plaquetas: 15.000/mm? focal (higado); edema
2% | M < 14 11 dias c'ie;pUﬁs de Iafvlacun'aqon AST: 850 U/I cerebral; edema YEL-AVD
presentd shock, encefalopatia, ALT: 222 U/I pulmonar; infeccion confirmada
aC|d05}s, he!norr'agla. . Bilirrubina: 6,2 mg/dl grave por Candida
gastr_omtgs@mal, ictericia, SDRA, falla | g\ 112 mg/dl (laringe, traquea,
multiorganica. CPK: 3173 U/l estémago)
Fiebre, malestar general, disnea, | Leucocitos: 17.400/ mmi Muerte.
dolor abdominal, vomitos, diarrea. Plaquetas: 249.000/mm Necrosis me(lilozonal,
3 79V | Cardiopatia 3 n 9 dias d 4 de la vacunacién AST: 416 U/l esteatosis (higado); YEIT-AVD
as despues de 1a vacunaco ALT: 231 U/l necrosis tubular aguda; | confirmada
presento _shoc_k progresivo, SDRA, | gijirrybina: 2,9 mg/dl deplecion de la pulpa
adidosis, insuficiencia renal. Creatinina: 2,8 mg/dl blanca (bazo); congestion
Cefalea, malestar general,
artralgias. Hematocrito: 31% Muerte.
Lupus Impre- 29 dias después de la Leucocitos: 5.530/mm? Necrosis mediozonal,
4§ | a9/M sistémigo ciso (de 30 | vacunacion, hospitalizacion Plaquetas: 57.000/mm? esteatqsis (higado); YEL-AVD
y artritis 7a18 con edema generalizado, AST: 123 U/I necrosis tubular aguday | confirmada
reumatoide | dias) ictericia, estado mental alterado, Bilirrubina: 5,2 mg/dl glomerulonefritis; edema
hemorragia, acidosis, dificultad Creatinina: 3,3 mg/dl pulmonar
cardiorrespiratoria
Fiebre, cefalea, malestar general,
diarrea.
. AST: 158 U/I (normal 2-35)
~ Ingresado en la UCI, posible . ) L Probable
5 43/V 4 encefalopatia, ictericia escleral. La ALT: 244 U/I (normal 9-43) Sobrevivid YEL-AVD

M=muijer; V=varon
* A los pacientes 2 y 4 se les administraron inyecciones de un medicamento potencialmente inmunodepresor (dexametasona) durante la fase inicial de la

enfermedad.

§ El paciente 4 también podria haber tomado metotrexato y prednisona (farmacos inmunodepresores) por via oral después de que se le administrara la vacuna.
Nota: Todos los pacientes recibieron tratamiento con antibidticos.

El Grupo de Expertos llegé a las siguientes conclusiones después de analizar los casos:

« El sindrome presente en los casos 1 a 3 concordaba con los informes de casos previos de YEL-AVD.

- Las caracteristicas del caso niimero 4 fueran atipicas ya que se prolongaron, y el sindrome probablemente fue modifi-
cado por la enfermedad autoinmunitaria subyacente (LES) o por los medicamentos inmunodepresores administrados
a la paciente.

- Ladiarrea era una caracteristica prominente en esta serie y fue grave en varios casos. También se ha observado la pres-




encia de diarrea en informes de casos anteriores y parece que forma parte del sindrome de YEL-AVD. Se desconoce el
mecanismo patogénico y deberian llevarse a cabo investigaciones sobre los efectos sobre el tracto gastrointestinal de la
infeccion por el virus de la fiebre amarilla y el dafio que ocasiona.

- En ninguno de los casos existia una contraindicacion clara para la vacunacion. Sin embargo, el caso nimero 3 presentaba
un factor que requeria una cierta precaucion (la edad avanzada, un conocido factor de riesgo de YEL-AVD). En general,
las personas de esta edad no deben recibir la vacuna a menos que exista un claro riesgo de exposicion al virus salvaje.

- El tratamiento con medicamentos inmunodepresores podria haber favorecido la infeccion por el virus de la vacuna en
los casos 2 y 4. Deben adoptarse precauciones para que no se utilicen este tipo de farmacos durante los diez dias pos-
teriores a la vacunacion contra la fiebre amarilla (es decir, hasta que aparece la inmunidad); este tipo de precauciones
deberian ser analizadas y aceptadas por la autoridad reguladora pertinente.

« El Grupo de Expertos sefialé que la presencia de una enfermedad autoinmunitaria podria constituir un nuevo factor de
riesgo de ESAVI después de la vacunacion contra fiebre amarilla. Uno de los cinco casos aparecidos en el Perti padecia
artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico y el caso nimero 1 padecia una tiroiditis que se detect6 en la autopsia.
Al menos otros dos casos anteriores de YEL-AVD (en Brasil y Estados Unidos) también padecian lupus.

- La infeccion por Cdndida en el caso nimero 2 fue probablemente secundaria al tratamiento con antibiéticos y a la en-
fermedad sistémica grave, y no el reflejo de una supresién inmunitaria primaria preexistente.

- Con la posible excepcion del caso nimero 3, en el que se observd una conversion serologica para los antigenos tificos
0y H, no existian indicios de una infeccion concurrente por un agente no relacionado que pudiera explicar la gravedad
o el desenlace de la enfermedad en los pacientes afectos de YEL-AVD. Por otro lado, tampoco habia indicios de una
exposicion comun a algtin agente ambiental o téxico, ni de medicamentos que hubieran tomado todos los pacientes. No
obstante, debe reconocerse que no se ha realizado ninguna investigacion sistemdtica sobre la posible intervencion de
otro agente infeccioso en estos casos de YEL-AVD.

« El Grupo de Expertos observé que el manejo y el tratamiento de los pacientes con YEL-AVD fueron dificiles ya que se
disponia de pocas directrices. La ultima reunion dedicada al tratamiento de los pacientes con fiebre amarilla (de tipo
salvaje) fue organizada por la OPS hace mas de 20 afos (en 1985).

Investigaciones epidemioldgicas y biisqueda de nuevos casos

En el Perd, se ha establecido un sistema de vigilancia de los ESAVI. En noviembre del 2007, miembros del personal del Ministerio de
Salud y de otras instituciones asociadas del Perti y de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), establecidos
en Fort Collins (Estados Unidos), llevaron a cabo nuevas investigaciones retrospectivas de bliisqueda de casos. Los datos del sistema de
vigilancia y las investigaciones sobre el terreno ya existentes permitieron detectar un total de 11 casos sospechosos de ESAVI graves:

- Seis de los casos notificados pertenecian al Departamento de Ica. Uno de ellos posteriormente se consideré que no
cumplia las definiciones operativas de caso de YEL-AVD ni de YEL-AND (enfermedad neurotrépica asociada a la vacuna
antiamarilica, por su sigla en inglés). La blisqueda retrospectiva de casos no encontré nuevos casos sospechosos de
YEL-AVD ni de otros ESAVI graves.

- Los sistemas de vigilancia de otras regiones detectaron cinco casos de ESAVI graves tras la vacunacién contra la fiebre
amarilla aunque ninguno habia recibido el lote 121Z, incluido un caso de defuncién en un lactante de 20 meses. Este
caso fatal se investigo viroldgicamente y no se detectd el virus de la fiebre amarilla mediante pruebas de infectividad,
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) o inmunohistoquimicas. La causa de la muerte
fue una anemia hemolitica. Se investigaron otros casos no fatales pero no se sospeché que ninguno de ellos fuera un
caso de YEL-AVD.

El Grupo de Expertos resaltd el hecho de que el sistema de vigilancia existente se habia mostrado sensible y habia detectado todos
los casos fatales y un caso no fatal de YEL-AVD en la zona de Ica, lo que habia llevado a la interrupcion inmediata de la campaiia de
vacunacion en ese departamento. A pesar de que se llevé a cabo un intenso estudio de mas de 28.000 registros hospitalarios del
Departamento de Ica, no se descubrié ningtin otro caso.

Las autoridades peruanas no disponian de un protocolo de investigacion de los ESAVI asociados a la vacuna antiamarilica, que inclu-

11




yera los procedimientos de recoleccion, manipulacion y analisis de las muestras seroldgicas y virologicas. Se sefialo que en el Brasil
ya se habia elaborado un protocolo que podria facilitar la investigacion sistematica de los posibles futuros casos que se produjeran
en toda las regiones donde se administran vacunas contra la fiebre amarilla.

Incidencia de la YEL-AVD en el Departamento de Ica

En esta ocasion, la incidencia de la YEL-AVD en el Departamento de Ica fue significativamente mayor a la observada previamente
en otros entornos. Se produjeron cinco casos de YEL-AVD entre las 63.174 personas que recibieron la vacuna antiamarilica durante
los meses de septiembre y octubre del 2007 en la provincia de Ica (lo que supone una tasa de 7,9 por 100.000). Si se toma como
denominador el niimero total de personas a las que se administro el lote 121Z, es decir 42.724, la incidencia seria de 9,4 por 100.000
si solo fueran cuatro los casos que recibieron ese lote, y de 11,7 por 100.000 si se hubiera administrado en los cinco casos. En los
viajeros a los que se ha administrado la vacuna antiamarilica en los Estados Unidos y en Europa, la incidencia general de YEL-AVD es
aproximadamente de 0,3 a 0,4 casos por 100.000. Si se considera que esta tasa es la real, la probabilidad de que aparezcan cuatro
casos cuando se administran 42.742 dosis es extremadamente pequena (0,00001).

También resulté imprevisible la asociacién de los cuatro casos fatales con un tnico lote (121Z) de la vacuna, mientras que no se
detectaban casos similares entre las personas que habian recibido el otro lote de la vacuna administrado de forma simultanea en Ica,
ya que, hasta la fecha, nunca se habia producido més de un caso de YEL-AVD asociado a un tnico lote de vacuna. Aproximadamente,
42.742 personas recibieron en Ica el lote (121Z) de vacuna implicado. Otras 20.432 personas fueron vacunadas en el mismo Depar-
tamento con otro lote (050-VFA123Z) y no se notificé ninguna defuncién en este grupo. La incidencia de YEL-AVD fatal asociada con
el lote 121Z no es estadisticamente significativa en comparacion con la del otro lote para un valor p<0,05 y, por lo tanto, es posible
que la asociacion con uno de los lotes sucediera por casualidad. (Atn suponiendo que el caso no fatal hubiera recibido el lote 121Z,
la diferencia en la incidencia de YEL-AVD entre ambos lotes no es significativa para un valor p<0,05.)

Se consideraron diversas hipétesis para explicar la mayor tasa de YEL-AVD observada en Ica, incluidas la alteracion de la patogenici-
dad del virus vacunal, la alteracion de la sensibilidad de las personas que experimentaron los ESAVI y la alteracion de la sensibilidad
de la poblacién en su conjunto. La posibilidad de que en el lote 121Z se hubiera producido un cambio genético responsable del
aumento de su virulencia fue objeto de una investigacion extensa, que se resume a continuacion. Los posibles factores del huésped
(edad avanzada, enfermedad autoinmunitaria) pueden haber contribuido a una mayor sensibilidad en dos de los cuatro casos.

El grupo de expertos sefialé que los factores poblacionales probablemente fueron muy importantes en esta ocasion. Los casos se
produjeron en el escenario de una campaiia de vacunacion masiva llevada a cabo en una zona no endémica, donde no se habian
administrado previamente vacunas antiamarilicas, donde la poblacion no estaba previamente inmunizada contra la fiebre amarilla,
donde se vacund a un gran ntimero de adultos, incluidas personas ancianas, y donde se habia reforzado la vigilancia de eventuales
ESAVI. El grupo de expertos considerd que el riesgo de YEL-AVD en ese escenario era sustancialmente mayor que en otros entornos
donde se llevan a cabo campanas masivas de vacunacion en zonas endémicas en las que existen altos niveles de inmunidad previa
contra la fiebre amarilla. Para poder definir mejor el riesgo de YEL-AVD en América del Sur y determinar si el episodio ocurrido en Ica
es aberrante o no, debe darse una alta prioridad a la obtencion de datos sobre la incidencia de YEL-AVD en otras circunstancias simil-
ares donde se hayan realizado campafas masivas de vacunacion fuera de la zona enzoética, tal como la llevada a cabo en la zona ori-
ental del Estado de S&o Paulo en Brasil, y en Paraguay y Argentina donde se realizan actualmente campaiias masivas de vacunacion.

Analisis virologicos y posible relacion causal entre los ESAVI y el lote 1212

El diagnostico de laboratorio de los casos fue realizado por el Instituto Nacional de Salud del Perti, el Destacamento del Centro Naval
de Investigacion Médica de los Estados Unidos (NMRCD) y los CDC de Atlanta y Fort Collins. El estudio revelé una amplia distribucién
tisular del virus (incluidos muchos drganos vitales), una intensa viremia, una alta carga viral y elevados titulos de anticuerpos, todo
ello compatible con los informes previos de casos de defunciones consecutivas a la vacunacion contra la fiebre amarilla. En tres casos,
también se determinaron las secuencias genémicas del ARN viral. Los resultados se resumen en el cuadro 2.




Cuadro 2. Diagnostico de laboratorio. Casos probables y confirmados de enfermedad viscerotrépica asociada a la vacuna

contra la fiebre amarilla en el Departamento de Ica Perii, 2007
Dias
transcurridos P . . . -
Caso entre la A'SIaTi'reuTO del | ARN V'r(aplcelg tejidos Antlgggic:jzlsral en Anticuerpos Secuencia del genoma
vacunacion y la ]
muerte
. P ARN del pulmén: secuencia
1 9 Pozﬁlgoéfci'\',g' &) e 0l Positivo: P, H, R, C IgM+ consenso completa indistinguible de
0 PgR B). (Ne ErR i uno) (Negativo: Ninguno) PRNT 1:160 la semilla secundaria 17DD de Bio-
i LR Manguinhos (102/84)
ARN del higado: secuencia consenso
c0r|r|1pleta ingistinguible éie la
Positivo: Ninguno |  Positivo: S, O, P, P semilla secundaria 17DD de Bio-
2 14 (Negativo: C, R, HR C P?,ig“'a"ﬁ\,'i;."é)R PRNTI(‘;I'YII:) 240 Manguinhos (102/84), a excepcion
H,P,S, 0,B) (Negativo: B) gativo: e de un cambio nucleétidico no
codificante a nivel del nt 4921 en el
gen NS3
Positivo: Ninguno |  Positivo: S, P, H, T Secuencia parcial (nucleétidos 1550
3 11 (Negativo: C, R, R CB (NEO;{ECI:.F!-I'RB 0 (Plgﬁl“ﬁ\lk) a 2870y 6235 a 8435) indistinguible
H,P,S,B) (Negativo: ninguno) BN 15 % de la semilla secundaria 102/84
4 30 P?nglvac;ivf\(l)l'nsgu;o Positivo: S, H, R Positivo: R IgM+ No se dispone de datos sobre la
gatvo: >, i, (Negativo: C) (Negativo: P, H, C) PRNT >1: 20.480 secuencia
R, C, B)
5 No fatal NR NR NR (PI{§“1/'IT\IR) NR

S =suero; O = orina; P = pulmén; H = higado; R = rifidn; C = cerebro; B = bazo.

NR = no realizado. PRNT = Prueba de Neutralizacion por Reduccion de Placas

Nota:  Los analisis se realizaron en cuatro laboratorios diferentes: INS (Perti), NMRCD (Perti), CDC (Fort Collins) y CDC (Atlanta). Si al analizar una muestra se obtenia
un resultado positivo en uno de los laboratorios, se registraba como positivo aunque los resultados de los otros laboratorios fueran negativos.

Bio-Manguinhos notificé que se habia determinado la secuencia consenso genomica total del lote 121Z sin que se observara ningtin
cambio en la semilla secundaria 102/84. El Grupo de Expertos atin no habia analizado estos datos. Por otra parte, en los CDC de Fort
Collins se secuenciaron parcialmente (gen E) aproximadamente 75 clones de cada uno de los tres lotes de vacuna elaborados por
Bio-Manguinhos, incluidos los lotes 121Z y 1237 utilizados en Ica. El andlisis clonal confirmé que las vacunas contenian un “enjambre
genético” de multiples subpoblaciones del viriones que diferian aproximadamente en 0,15% de sus aminoacidos. Este analisis no
permitié sacar conclusiones con respecto a cualquier cambio relacionado con los ESAVI.

Aln maés importante fue el hallazgo de que las secuencias consenso virales del lote 121Z obtenidas de los 6rganos vitales de tres de
los casos confirmados de YEL-AVD eran indistinguibles del lote parental de semilla secundaria 17DD utilizado desde 1984. Estos resul-
tados aportan pruebas fehacientes de que el virus de la vacuna es genéticamente estable y de que no se produjo ninguna mutacion
durante la replicacion en el huésped afectado, ni seleccion de una subpoblacién variante de la vacuna que fuera responsable de un
incremento de su virulencia. Si se hubiera producido una mutacion o una seleccion que fuera responsable del dafo tisular y organico
observado en estos casos de infecciones graves, seria previsible que el virus alterado representara al menos el 10% de la poblacién
total de viriones y, por tanto, se pudiera detectar en una secuencia consenso.

Un laboratorio contratado por la OMS analizé6 mediante un ensayo de infectividad validado las muestras de retencion del fabricante
y las muestras de la vacuna usada en Ica correspondientes al lote 121Z al final de su periodo méaximo de almacenamiento. No se
observaron cambios en la potencia entre las muestras distribuidas inicialmente y las muestras obtenidas al final del periodo maximo
de almacenamiento, lo que confirmé los resultados del fabricante, el INS y los CDC, que indicaban que no existian modificaciones
(disminucidn) de la dosis o cambios en la potencia de ese lote de vacuna.

El grupo de expertos recalcé la importancia de que la OMS creara un depoésito de muestras y virus de las vacunas relacionados con los
casos de YEL-AVD para futuros estudios, cuando se dispusiera de nuevos avances cientificos y métodos tecnoldgicos que permitieran
dilucidar la patogénesis de la YEL-AVD.

Inspeccion de las instalaciones de produccion de Bio-Manguinhos

Un equipo integrado por miembros de la OPS/OMS, los CDC y el grupo de expertos llevd a cabo una visita para examinar los registros
de produccion de los lotes y las instalaciones de fabricacion. No se observaron anomalias ni otros problemas que pudieran repercutir
en la calidad del producto en relacién con los ESAVI. Se recomendé que, durante los diferentes pasos del proceso de fabricacion, se
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conservaran muestras de los productos intermedios (por ejemplo, los matraces de suspensidn viral) de cada lote de produccion hasta
su fecha de caducidad, con objeto de apoyar cualquier investigacion futura, y que se conservaran indefinidamente viales represen-
tativos de los lotes implicados en un ESAVI viscerotropico. Actualmente, solo se conservan muestras de los envases finales hasta que
alcanzan la fecha de caducidad, en cuyo momento se desechan. Se recomendd realizar un analisis excepcional del lote 121Z en busca
de agentes humanos sobreafiadidos accidentalmente para excluir la remota posibilidad de un contaminante en este lote. Aunque
no existe un modelo animal validado para poner a prueba la reversion hacia el viscerotropismo, debe considerarse la posibilidad de
realizar estudios experimentales in vivo. Se debe conservar indefinidamente una muestra del lote 121Z y de otros lotes afines selec-
cionados con objeto de permitir ese tipo de estudios en el futuro.

El grupo de expertos fue informado sobre la programacién de la revision de los Requisitos de la OMS en materia de Vacuna Antiamari-
lica? (redactados en 1998) y alentd vivamente el debate sobre la importancia del andlisis genético lote a lote durante este proceso.

Principales conclusiones del grupo de expertos

El grupo de expertos llegd a las siguientes conclusiones:

- La aparicién de multiples casos de YEL-AVD agrupados en tiempo y espacio y asociados con un solo lote de vacuna
antiamarilica (el 050VFA-121Z, de Bio-Manguinhos en Brasil) no tenia precedentes.

- La incidencia de YEL-AVD, comprendida entre 7,9 y 11,7 casos por 100.000, es mas de 20 veces superior a la previa-
mente notificada. La incidencia entre las personas que recibieron el lote 121Z no fue estadisticamente superior (para
un valor p<0,05) a la observada entre las personas que recibieron un lote diferente (123Z) durante la campafia masiva.

- La investigacion mostré datos probatorios clinicos, virologicos y patoldgicos de YEL-AVD confirmada en cuatro casos
fatales y de probable YEL-AVD en un caso sobreviviente. La causa de la muerte fue una infeccion masiva por el virus
17DD de la vacuna, probablemente asociada con un sindrome grave de respuesta inmunitaria.

« La determinacion de la secuencia consenso del genoma del lote 121Z de la vacuna, de un lote parental de semilla
secundaria y del ARN viral de los pacientes indicé que no se habia producido ningtin cambio genético en la secuencia
consenso del virus de la vacuna que pudiera haber causado los casos de YEL-AVD.

« No se descubrid indicio alguno viroldgico o relativo al proceso de produccion sugestivo de alguna anomalia intrinseca
del lote 121Z de la vacuna que permitiera explicar la mayor frecuencia de YEL-AVD entre las personas que recibieron
ese lote.

- El sistema de vigilancia de los ESAVI en el Pert se mostrd sensible. No se detectaron otros casos fatales de YEL-AVD en
Ica tras una revision retrospectiva de los registros hospitalarios y de defunciones.

« Los factores del huésped y otros factores desconocidos pueden haber aumentado el riesgo de infeccién grave por 17DD,
incluidas la edad avanzada en un caso y la enfermedad autoinmunitaria (lupus) en otro. En dos de los casos, se ad-
ministré medicacion potencialmente inmunodepresora después de la vacunacion. Hasta este momento, la enfermedad
autoinmunitaria no se considera como un factor de riesgo reconocido, pero debe prestarse mads atencion a este aspecto
en el futuro. La aparente asociacion de la diarrea con los casos de YEL-AVD indica la posible participacion directa del
virus de la fiebre amarilla en la infeccién del tracto gastrointestinal o como cofactor agregado a otro agente infeccioso.

« En este brote, probablemente fueron importantes los factores poblacionales entre los cuales se incluye el extenso uso de
la vacuna antiamarilica en adultos (muchos de los cuales tenian factores de riesgo, tales como la edad avanzada) en una
zona no endémica, con una poblacion a la que nunca anteriormente se habia administrado la vacuna contra la fiebre
amarilla y, por consiguiente, carecia de inmunidad protectora.

2 Organizacion Mundial de la Salud. WHO Expert Committee on Biological Standardization: forty-sixth report. Annex 2: Requirements for Yellow Fever Vaccine.
WHO Technical Report Series No. 872, 1998. Se puede consultar el documento en: http://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/ yellow_fever/
WHO_TRS_872_A2.pdf.




Recomendaciones

El grupo de expertos formuld las siguientes recomendaciones. Estas recomendaciones comprenden un conjunto de actividades que
deben llevarse a cabo para conocer mejor el riesgo de ESAVI asociados con las vacunas antiamarilicas y los pasos que se deben seguir
para reducir ese riesgo, asi como para guiar el tratamiento clinico de tales casos, mejorando asi posiblemente los resultados.

a) Comunicacion de la informacion

« El riesgo de comunicar la informacién acerca de estos ESAVI debe equilibrarse con la comunicacién de informacién
acerca de los riesgos de padecer la fiebre amarilla y sobre la eficacia de la vacuna en su prevencion.

- La OPS debe hacer llegar este informe a los grupos de expertos internacionales, tales como el SAGE, el GTA y el GAVCS.

« La OPS debe recopilar un informe completo de las investigaciones sobre estos ESAVI y publicarlo.

b) Investigacion adicional de los casos

« El Grupo de Trabajo de Virologia del Grupo de Expertos debe disefiar un programa de investigaciones encaminado a
dilucidar con mayor detalle los factores causales subyacentes a estos casos de enfermedades viscerotrdpicas. Los temas
del programa deben ser los siguientes:

—  Ampliar la evaluacion viroldgica de los casos de YEL-AVD aparecidos en Ica, lo que incluye:

- considerar la posibilidad de secuenciar las cepas virales del caso 1;
- considerar la posibilidad de tratar de obtener una cepa viral de los casos 2 a 4 mediante pasaje a ciegas;
- secuenciar el dcido nucleico viral del caso 4;

- considerar la posibilidad de comparar la virulencia del lote 121Z con la de otros lotes mediante la puesta a prueba en
animales;

- ampliar la caracterizacion del ARN viral tisular procedente de los casos afectados; y
- analizar los lotes de vacuna 121Z en busca de agentes infecciosos sobreafadidos.

— Analizar el ADN del huésped en los cuatro casos fatales para detectar posibles factores genéticos determinantes de un
aumento de sensibilidad.

— Considerar la posibilidad de evaluar mas ampliamente los factores del huésped entre los sobrevivientes de una YEL-
AVD con objeto de poder explorar mas a fondo la funcién del sistema inmunitario (inmunidad innata). Ello implicaria la
obtencion de monocitos de sangre periférica y podria incluir un estudio de la activacién de los receptores de tipo toll y
la induccion de genes estimulados por el interferon en respuesta a virus 17D, estudios genéticos de los genes de la 2,5’
oligoadenilato sintetasa y otros estudios que podria disefiar un grupo de expertos.

— Considerar la posible funcion del virus de la vacuna antiamarilica y de otros agentes infecciosos como cofactores de la
YEL-AVD.

« La OPS/OMS debe tomar medidas para garantizar la conservacion indefinida de muestras de los casos de YEL-AVD, de
las cepas virales y del lote 121Z (y otros lotes afines), y ponerlas a disposicion de investigadores bona fide en el futuro
que pudieran haber elaborado nuevas herramientas para determinar su causalidad y patogénesis.

« La OMS debe elaborar un protocolo de investigacion de la YEL-AVD. Este protocolo debe incluir:

— la descripcion de las caracteristicas de la YEL-AVD (incluidas la posibilidad de un inicio rapido y la diarrea);
las definiciones de casos de YEL-AVD y YEL-AND;
las directrices para la evaluacion clinica de los casos o el procedimiento de la autopsia, segun corresponda;

las directrices sobre las muestras que deben obtenerse, con instrucciones apropiadas para su manipulacion y envio; y
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la especificacion de los laboratorios de referencia a donde deben enviarse las muestras para la realizacion de pruebas
especificas.

« La OMS debe colaborar con los investigadores o las instituciones pertinentes con objeto de analizar nuevamente los
informes previos de los casos de YEL-AVD y verificar la relevancia de la diarrea como caracteristica clinica de esta en-
fermedad.




La OPS/OMS debe considerar la posibilidad de revisar las directrices para el tratamiento clinico de los casos de fiebre
amarilla e incluir el tratamiento de la YEL-AVD y la YEL-AND, valorando, por ejemplo, el uso de antibiéticos profilacticos,
el tratamiento de apoyo, y el manejo de la respuesta inflamatoria sistémica y la falla multiorganica. También debe evalu-
arse la situacion y la disponibilidad en materia de medicamentos antivirales, anticuerpos e iARN, entre otros.

¢) Mejorar la informacion sobre la incidencia de ESAVI y los factores de riesgo

Los paises deben considerar la posibilidad de establecer registros de las vacunaciones en tiempo real, usando bases de
datos que se puedan consultar por via informatica, siempre que se administren vacunas antiamarilicas, ya sea durante
las campafias de vacunacion o en las vacunaciones regulares.

Después de las campanias de vacunacion contra la fiebre amarilla, los paises deben considerar la posibilidad de moni-
torear a las poblaciones vacunadas, con la inclusion de estudios epidemioldgicos y basados en el laboratorio, a fin de
evaluar la tasa de cobertura de la vacunacion y el seguimiento de las recomendaciones en materia de vacunacion, ya
sea, por ejemplo, en las poblaciones con mayor riesgo o en las personas vacunadas durante la campaiia. Los resultados
de tales estudios deben servir para establecer directrices mas claras en cuanto a las precauciones y las contraindicacio-
nes que se deben tener en cuenta cuando se administren vacunas antiamarilicas. Se debe verificar la incidencia de ESAVI
asociados con las vacunas durante las campaiias realizadas fuera de la regién endémica, donde no existe una intensa
inmunidad previa entre la poblacion, por ejemplo, Argentina, Brasil (zona oriental del Estado de Sao Paulo) y Paraguay.
Se deben determinar las tasas especificas por sexo y edad y, si fuera posible, las tasas para otras categorias de riesgo. La
incidencia debe expresarse utilizando los mismos denominadores, por ejemplo, x por 100.000 dosis.

La OMS debe revisar la informacion contenida en los prospectos de la vacuna antiamarilica (informacion sobre el pro-
ducto) de los diferentes fabricantes con objeto de garantizar que se proporcione informacion adecuada y actualizada
sobre los posibles ESAVI. Se deben adoptar nuevas precauciones para evitar el uso de las drogas inmunodepresoras du-
rante los diez dias posteriores a la vacunacion contra la fiebre amarilla (es decir, hasta que se desarrolle la inmunidad).

La OMS y los paises deben considerar la posible funcion de las afecciones autoinmunitarias, tales como el lupus eritema-
toso sistémico, la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn y la artritis reumatoide, como potenciales factores de riesgo
de YEL-AVD grave.

— Obtener estimaciones de la prevalencia general de diversas afecciones autoinmunitarias y compararla con la prevalencia
de estas enfermedades entre los casos de YEL-AVD.

— Verificar las enfermedades subyacentes en los casos futuros.

Los paises deben considerar la posibilidad de proporcionar a todos los proveedores de atencién sanitaria y a las perso-
nas vacunadas un sencillo folleto informativo sobre las indicaciones y las contraindicaciones de la vacuna y sus poten-
ciales ESAVI.

La OPS/OMS debe promover la recopilacion de datos especificos sobre la incidencia de YEL-AVD (y YEL-AND) en zonas
endémicas y no endémicas (donde la inmunidad previa frente a la fiebre amarilla es reducida), por ejemplo, Argentina
y la region oriental del Estado de Sao Paulo (Brasil).

d) Otras

Se deben obtener mas datos sobre los resultados de la vacunacion con el lote 121Z en Venezuela, ya que aproximada-
mente unas 70.000 personas recibieron este lote antes de que fuera empleado en el Departamento de Ica, y se descon-
oce el grado de sensibilidad del sistema de vigilancia de ESAVI.

Se deben revisar los Requisitos de la OMS en materia de Vacuna Antiamarilica (redactados en 1998), teniendo en cuenta
la importancia del analisis genético.




Eventos Supuestamente Atribuibles a la Vacunacion
o la Inmunizacion graves asociados
a la administracion de la vacuna antiamarilica
durante una campaiia de vacunacion masiva

Peru, 2007
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Resumenes de los casos (casos 1 al 4)
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Restimenes de los casos

Caso 1 (RCQ)

a) Resumen clinico:

Esta mujer de 23 afos de edad, estudiante de Medicina en Ica (Pert), recibié la vacuna antiamarilica correspondiente al lote
050VFA121Z (producida por Bio-Manguinhos en Brasil; con fecha de caducidad en octubre del 2007) mediante inyeccién subcutanea
el 27 de septiembre del 2007. Entre sus antecedentes médicos solo destacaba un acné rosaceo diagnosticado en el 2005. La entrev-
ista con la familia de la paciente reveld que esta era su primera dosis de vacuna antiamarilica (no se disponia de ningun registro de
salud que lo confirmara). No se conocian antecedentes de tratamientos farmacoldgicos habituales, alergias ni enfermedades agudas
durante el mes anterior a la administracion de la vacuna antiamarilica, ni de viajes recientes.

Un dia después de la vacunacion, inicié un cuadro de malestar general, fiebre (39,5°C), cefalea, artralgias y mialgias. Traté sus sintomas
con paracetamol, a una dosis de 3g al dia durante cuatro a cinco dias. También tomé metamizol (un farmaco antinflamatorio no ester-
oideo, no disponible en los Estados Unidos desde 1977) a una dosis no especificada. Cinco dias después de la vacunacion, recibié una
inyeccion intramuscular de metamizol con mejoria posterior de la fiebre, pero no de los otros sintomas. Durante los dos dias siguientes,
presentd nauseas, vomitos y diarrea con cuatro a cinco deposiciones acuosas por dia, de color amarillento. Al dia siguiente (ocho dias
después de la vacunacion), acudio al Departamento de Urgencias del Hospital Regional de Ica y fue ingresada con los diagndsticos de
gastroenteritis y deshidratacion. Recibi6 tratamiento con liquidos, dimenhidrinato y ciprofloxacino, todo ello por via intravenosa.

El recuento inicial de leucocitos fue de 14.500/mm?, con 86% de neutréfilos y 10% de linfocitos. Los valores de hemoglobina y
plaquetas (150.000/mm?) eran normales. También se obtuvieron los siguientes valores: aspartato-aminotransferasa (AST) 78 U/,
alanina-aminotransferasa (ALT) 65 U/, fosfatasas alcalinas 243 U/I, bilirrubina total 0,85 mg/dl, abiimina 3,8 g/dl, creatinina 1,6 mg/
dl'y urea 50 mg/dl.

Su estado se deterior a lo largo del primer dia de ingreso (el octavo dia después de la vacunacion) ya que aparecié hipotension,
acidosis metabolica (pH en sangre 7,191 y pCO, 18,5 mmHg) e insuficiencia renal aguda. Posteriormente, presentd agitacion psico-
motora e insuficiencia respiratoria que requirié entubacion, ventilacion mecdnica y colocacion de un catéter venoso central en la
unidad de shock y trauma a primera hora de la mafiana de su segundo dia de ingreso (el noveno dia después de la vacunacion). Se
crey6 que la insuficiencia de sistemas multiorganica y la encefalopatia eran causadas por un shock séptico o una reaccion adversa
grave a la vacuna antiamarilica. Fue tratada con ciprofloxacino, ceftriaxona, hidrocortisona, furosemida, dopamina y bicarbonato de
sodio intravenosos.

Su recuento de leucocitos aumento a 66.400/mm?, con 91% de neutrdfilos (28% de cayados) y 8% de linfocitos. Las plaquetas dis-
minuyeron hasta valores de 54.000/mm?. La aspartato aminotransferase (AST) aumentd a 850 U/l, la alalina aminotransferase (ALT) a
222 U/l, el Cociente Internacional Normalizado (INR) era de 3,2 y la creatinina de 4,1. Los valores de lactato sérico eran de 140 mmol/l
y los de creatina cinasa (CK) de 4.055. Una prueba de aglutinacion de antigeno tifico O obtuvo un titulo de aglutininas de 1/160. Entre
los estudios adicionales, la radiografia del térax mostraba congestion pulmonar con sombras hiliares prominentes, y en la ecografia
se observo hepatoesplenomegalia, ascitis y derrames pleurales bilaterales. El coprocultivo fue negativo.

Su presion arterial sistolica descendié a 60 mmHg a pesar del tratamiento con vasopresores. Durante el segundo dia de ingreso el
shock no respondid al tratamiento médico y muri6 (nueve dias después de la vacunacion).
b) Resultados de los analisis serolégicos:

Los estudios seroldgicos realizados en el Instituto Nacional de Salud (INS) del Perd no mostraron datos probatorios de infeccion
reciente por VIH, hantavirus, virus de la hepatitis B, leptospiras, virus Mayaro, virus Oropuche, ni virus de la encefalomielitis equina
venezolana.

¢) Resultados post mortem (estudio microscopico):

Las muestras tisulares post mortem examinadas en los CDCy el INS mostraron lo siguiente: el tejido hepatico presentaba necrosis me-
diozonal difusa, esteatosis microvesicular difusa e infiltrados mixtos dispersos de células inflamatorias; el rifion presentaba necrosis
tubular aguda y hemorragia focal; en el pulmén se observaba edema intraalveolar y congestion vascular; el cerebro mostraba edema
y gliosis discreta (estos hallazgos en el cerebro solo fueron observados en el INS).
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En la Morgue Central del Instituto de Medicina Legal se descubrid la presencia de neoplasia tiroidea y tiroiditis cronica.

d) Pruebas especificas relacionadas con la vacuna antiamarilica:

En el suero obtenido nueve dias después de la vacunacion, se detecté IgM contra el virus de la fiebre amarilla (VFA), pero la deter-
minacién mediante ELISA de IgG contra el VFA era negativa (no es extrafio que la prueba de ELISA para detectar IgG anti VFA sea
negativa después de la vacunacion antiamarilica). La prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT) obtuvo un titulo de
anticuerpos anti VFA de 1:160.

La RT-PCR mostro la presencia de ARN del VFA 17D en suero, orina, higado, pulmén, rifion y cerebro (INS y CDC). Se cultivo el VFA
17D a partir de las muestras post mortem de suero, higado y cerebro (INS y CDC). En los CDC, se determin la carga viral mediante
PCR en tiempo real. Se detectaron cantidades altas de VFA 17D en pulmon (7,6 x 10° PFUeg/ml) y suero (3,9 x 10° PFUeg/ml), y va-
lores de 3,5 x 10%, 3,9 x 104, 1,2 x 10* y 6,8 x 10' PFUeq/ml en rifidn, cerebro, higado y orina, respectivamente. La carga viral en suero
se determind a partir de una muestra obtenida nueve dias después de la vacunacion. La secuencia del ARN viral obtenido del tejido
pulmonar fue idéntica a la secuencia de referencia para la cepa 17 DD del virus de la vacuna antiamarilica.

En los CDC, mediante estudio inmunohistoquimico (IHQ), se detectd antigeno del VFA 17D con abundante y extensa tincion en higa-
do, pulmén y rifién, y escasa tincién en el sistema nervioso central (SNC). El estudio IHQ realizado en INS del Pert s6lo proporciond
un resultado con tincién positiva en higado.

Caso 2 (GSAL)

a) Resumen clinico:

Esta mujer de 24 afos de edad de la Provincia de Chincha (Departamento de Ica) recibio la vacuna antiamarilica correspondiente al
lote 050VFA121Z (producida por Bio-Manguinhos en Brasil; con fecha de caducidad en octubre del 2007) mediante inyeccion sub-
cutanea el 27 de septiembre del 2007. Entre sus antecedentes médicos destacaba una caida desde un arbol a la edad ocho afios que
provoco un traumatismo craneoencefalico no especificado, con la aparicion subsiguiente, afios después, de cefaleas intermitentes
que empeoraban en épocas de estrés psicologico. También habia dado a luz un nifio normal nacido a término el 4 de julio del 2007.
Los registros indican que era alérgica a la yema del huevo y también a algtin medicamento no especificado. La entrevista con la fa-
milia de esta muijer revelé que esta era su primera dosis de vacuna antiamarilica (no se disponia de ningtn registro de salud que lo
confirmara). No se conocian antecedentes de medicacién habitual, enfermedad aguda durante el mes anterior a la administracion de
la vacuna ni de algtin viaje reciente. Trabajaba como peluquera antes de que ocurriera el terremoto de Ica (15 de agosto del 2007).
Segun la informacion procedente del hospital de Lima, también criaba conejillos de India, y, segtin su esposo, solo trabajaba ayudan-
dole a él en un mercado callejero, donde ella solia comer. También criaba gallinas, gatos, perros y palomas.

Durante la noche del 27 de septiembre (dia de la vacunacién), la paciente empez0 a tener cefalea, malestar general, mialgias y fiebre
(con temperatura no registrada), durante nueve a diez dias. Siete dias después de la vacunacion, presenté nauseas, vomitos y diarrea
con tres a cuatro deposiciones liquidas de color amarillo por dia. Los registros indican que fue evaluada en el consultorio de un médi-
co entre el tercer y el octavo dia posteriores a la vacunacion, en cuyo momento se le diagnostico una infeccion de las vias urinarias y
un trastorno intestinal, y se le administraron 500 mg de amikacina por via intramuscular. También se le prescribio ciprofloxacino oral
(500 mg) y dexametasona (4 mg). Se desconocen las dosis totales prescritas de estos medicamentos y no se sabe si llego a tomarlos.
Su esposo sefiald que la frecuencia de la diarrea aument6 hasta 10 a 20 deposiciones diarias en el décimo dia después de la vacu-
nacion. El undécimo dia después de la vacunacion, un médico la visité en su domicilio y le diagnosticé deshidratacién y shock con di-
arrea acuosa de etiologia desconocida y posible hiponatremia. Este médico le administré una inyeccion desconocida para “proteccion
hepatica” (posiblemente un preparado vitaminico) y aconsejo a la paciente que acudiera al departamento de urgencias del hospital.

El undécimo dia después de la vacunacion, su esposo la llevo al Departamento de Urgencias del Hospital de Chincha, donde la explor-
acion inicial detect6 una presion arterial de 60/30 mmHg, una frecuencia cardiaca de 108/min., una frecuencia respiratoria de 26/min.
y una temperatura de 36°C. La exploracién mostré una disminucion del estado de conciencia, sequedad de boca y mucosas, retraso
del relleno capilar, taquipnea sin ruidos respiratorios anormales y taquicardia sin arritmia. Su abdomen era blando y no doloroso. Se
solicitaron andlisis basicos de laboratorio. El recuento de leucocitos era de 16.300 con 87% de neutrdfilos (2% de cayados) y 13% de
linfocitos. El hematocrito era de 44% y no se anotd el recuento de plaquetas. La creatinina era de 1,6 mg/dl, la urea de 188 mg/dl y
la glucosa de 52 mg/dl. La impresion clinica era la de un shock hipovolémico con deshidratacion grave e insuficiencia renal aguda.
Dada la gravedad de su proceso, fue derivada ese mismo dia (undécimo después de la vacunacion) al Hospital Nacional de Lima.

En el Hospital Nacional de Lima, le encontraron una presion arterial de 80/50 mmHg, una frecuencia cardiaca de 100 y una frecuencia
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respiratoria de 30. Los resultados de la exploracion fueron similares a los observados en el hospital referente; también se sefialo que
estaba inquieta, gemia y tenia las pupilas midridticas. Se le administraron de inmediato liquidos intravenosos que indujeron la diure-
sis al cabo de una hora. Los resultados de los andlisis de laboratorio iniciales en este hospital fueron: hematocrito 31%, leucocitos
11.470/mm?, con 82% de neutrdfilos (18% de cayados), plaquetas 24.000/mm?, sodio 121 mmol/l, creatinina 3,2 mg/dl, urea 154 mg/
dl, aspartato-aminotransferasa (AST) 735 U/, alanina-aminotransferasa (ALT) 167 U/I, bilirrubina total 6,3 mg/dI, bilirrubina directa
6,2 mg/dl, albimina 1,6 g/dI, Cociente Internacional Normalizado (INR) 2,99, creatina cinasa 3.173 U/I, y mioglobina sérica 1.851 ng/
ml. Los resultados de la gasometria en sangre arterial fueron: pH 7,095, pCO, 34, pO, 223 mmHg y bicarbonato 11.

La impresion diagndstica revisada fue la de un shock distributivo resistente al tratamiento con insuficiencia de sistemas multiorganica
y acidosis metabdlica grave, insuficiencia respiratoria aguda, encefalopatia, coagulopatia y hemorragia digestiva alta. Se intub¢ y se
ventilé mecanicamente en la unidad de cuidados intensivos. El tratamiento incluyd liquidos intravenosos, vasopresores, hidrocortiso-
na, meropenam, vancomicina e insulina. A pesar del tratamiento intensivo, su situacion clinica se deterior6 durante los dias siguientes.
Presento ictericia, edemas y fiebre con una temperatura maxima de 40,2°C. Su hematocrito era de 15,5%, las plaquetas 15.000/mm?,
la creatinina 1,7 mg/dl, la urea 112 mg/dly el fibrindgeno 62 mg/dl. Se mantuvo acidémica, con un pH sanguineo de 7,093 a 7,230. La
AST aumentd a 850 U/l y la ALT a 222 U/1. En el coprocultivo crecié E. coli 086. En un primer hemocultivo se obtuvo Staphylococcus,
de especie no especificada; que segtin el informe del laboratorio posiblemente era un contaminante. En otro hemocultivo crecieron
levaduras, extraoficialmente informadas luego como correspondientes a Cdndida.

El tercer dia de su hospitalizacion (el dia 14 después de la vacunacion), tuvo un paro cardiaco y murié después de los intentos infruc-
tuosos de reanimacion.

b) Resultados de los analisis seroldgicos:

Los estudios seroldgicos realizados en el Instituto Nacional de Salud del Perd no mostraron datos probatorios de infeccion reciente
por VIH, hantavirus, virus de la hepatitis B, leptospiras, virus Mayaro, virus Oropuche, virus de la encefalomielitis equina venezolana
ni rickettsias.

¢) Resultados post mortem (estudio microscopico):

En las muestras tisulares post mortem examinadas en los CDCy el INS del Perti se observo lo siguiente: el higado mostraba esteatosis
microvesicular difusa, escasa necrosis hepatocitica e infiltrados mixtos dispersos de células inflamatorias; el rifidén presentaba eritroci-
tos y cilindros de glébulos rojos en los tibulos; en el cerebro se observaba edema y gliosis discreta; el pulmén mostraba congestion,
inflamacion intersticial y edema intraalveolar (estos hallazgos en el pulmon solo fueron observados en los CDC).

En la Morgue Central del Instituto de Medicina Legal, se observé infeccion por Cdndida en laringe, epiglotis, traquea y estomago.
También descubrieron una endometritis.

d) Pruebas especificas relacionadas con la vacuna antiamarilica:

El suero obtenido 11 dias después de la vacunacion dio un resultado positivo para la IgM contra el virus de la fiebre amarilla (VFA),
pero negativo para la IgG anti-VFA, determinada mediante ELISA. La prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT) obtuvo
un titulo de anticuerpos anti VFA de 1:10.240

La RT-PCR mostro la presencia de ARN del VFA 17D en suero, orina, higado, pulman, rifidn y cerebro (INS del Perd, NMRCD y CDC).
No se logro aislar VFA a partir del cultivo de ningun tejido post mortem. En los CDC, se determiné la carga viral mediante PCR en
tiempo real. Se detecté ARN del VFA 17D en higado (1,1 x 10* PFUeg/ml), y cerebro (4,2 x 10° PFUeg/ml), y se obtuvieron valores
de 9,6 x 10% 4,6 x 10%, 2,6 x 102 y 2,5 x 102 PFUeg/ml en orina, pulmon, suero y rifion, respectivamente. La carga viral en suero se
determind a partir de una muestra obtenida 11 dias después de la vacunacion. La secuencia del fragmento sérico obtenido por PCR
concordaba con la glucoproteina E del VFA (INS del Peru). La secuencia del fragmento obtenido por PCR en cerebro era 100% idéntica
ala cepa de virus 17 DD de la vacuna antiamarilica en la regién E (NMRCD). La secuenciacion del ARN del tejido hepético proporciond
resultados idénticos a los de la cepa de referencia de VFA 17 DD, con la excepcién de un cambio nucleotidico silencioso (CDC).

Mediante estudio inmunohistoquimico (IHC), se detect6 antigeno del VFA 17D, con escasa tincion en higado, pulman, rifién y cerebro
(CDO).
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Caso 3 (MCP)

a) Resumen clinico:

Este varon de 79 aiios residente en la Provincia de Nazca (Departamento de Ica), recibid la vacuna antiamarilica correspondiente
al lote 050VFA121Z (producida por Bio-Manguinhos en Brasil; con fecha de caducidad en octubre del 2007) mediante inyeccién
subcutanea el 1 de octubre del 2007. Entre sus antecedentes médicos, destacaba hipertrofia prostatica benigna que habia requerido
prostatectomia (2002), gastritis (2006) y alergia a las sulfamidas. La familia informé que durante los dos meses previos a su hospital-
izacion el paciente comenzo a presentar disnea de esfuerzo moderado, que con el tiempo progresd hacia disnea de esfuerzo leve y
dolor precordial de esfuerzo. En los registros médicos, no constaba ningtin diagndstico de enfermedad cardiaca. La entrevista con la
familia del paciente reveld que esta era su primera dosis de vacuna antiamarilica (no se disponia de ningtin registro de salud que lo
confirmara). No se conocian antecedentes de medicacion habitual ni viajes recientes.

Tres dias después de la vacunacion, el paciente inicié un cuadro de fiebre (no cuantificada), malestar general, disnea e intenso dolor
abdominal. Cinco dias después de la vacunacion, empezo a tener vémitos y diarrea, con cinco a siete deposiciones por dia acuosas,
sanguinolentas y con moco. Seis dias después de la vacunacion, lo llevaron al Hospital de Nazca aquejado de fiebre, tos y empeora-
miento del dolor abdominal. En la evaluacion inicial de sus signos vitales, tenia una presion arterial de 100/60 mmHg, una frecuencia
cardiaca de 88/min., una frecuencia respiratoria de 22/min. y una temperatura axilar de 38°C. En la exploracion, destacaba la pres-
encia de ligeros estertores y disminucion de los ruidos respiratorios en la base derecha del pulmén. Los resultados de las pruebas de
laboratorio iniciales fueron: leucocitos 7.200/mm?, con 75% de neutrdfilos (10% de bandas); heces mucosas y de color rosado, con
mas de 100 leucocitos/campo, mas de 400 hematies/campo y 8-16 neutrdfilos polimorfonucleares/campo; orina con moderada pres-
encia de bilis, 1-2 leucocitos/campo, 3-4 hematies/campo y escasas bacterias. No se realizaron determinaciones de bioquimica sérica
ni recuento de plaquetas. El diagndstico a su ingreso fue de bronconeumonia y posible infeccion de las vias urinarias. Fue tratado con
liquidos intravenosos y ceftriaxona.

El estado del paciente se deterioré durante los dias siguientes. En el tercer dia de su estancia hospitalaria (noveno dia después de
la vacunacion), tenia una presion arterial de 60/20 mmHg y una frecuencia cardiaca de 144/min., y presentaba dolor abdominal y
diarrea acuosa. Se le diagnosticé un shock hipovolémico y se trasladé al Hospital Regional de Ica, donde en la exploracion inicial
destacaba la presencia de taquipnea sin sonidos respiratorios anormales, taquicardia y sonidos peristalticos aumentados. Entre los
resultados de laboratorio destacaba: hematocrito 43%, leucocitos 9.400/mm?, con 96% de neutréfilos (13% de cayados); creatinina 2
mg/dl; urea 37 mg/dl. Los diagnodsticos de ingreso fueron insuficiencia cardiaca congestiva, bronquitis crénica y diarrea aguda acuosa
(posible disenteria). Fue tratado con furosemida, captopril, ceftriaxona y amikacina.

Posteriormente, su estado se deterioré atin mas, con la aparicion de fibrilacion auricular con respuesta ventricular rapida, asi como
de distension y dolor difuso abdominales. Al dia siguiente (décimo después de la vacunacion), se intubd y se ventilé mecanicamente,
ya que presentaba edema pulmonar, taquipnea y acidemia (pH en sangre 7,05, PCO, 34). Los andlisis de laboratorio mostraban los
siguientes valores: hematocrito 53%, leucocitos 17.400/mm?, plaquetas 249.000/mm?, creatinina 2,8 mg/dl, aspartato aminotransfera-
sa (AST) 416 U/, alanina aminotransferasa (ALT) 231 U/I, fosfatasas alcalinas 605 U/I, bilirrubina total 2,9 mg/d|, bilirrubina directa
2,3 mg/dl, PSA 76,45 ng/ml. Las pruebas de aglutinacién obtuvieron un titulo de aglutininas de 1/80 para antigeno tifico O y de 1/320
para antigeno tifico H. La ecografia abdominal mostré hepatopatia difusa, esplenomegalia, nefropatia bilateral, ileo y colelitiasis. Los
diagnosticos revisados fueron los de shock distributivo, probablemente séptico a partir de un foco abdominal; insuficiencia respira-
toria aguda, muy probablemente por edema pulmonar; insuficiencia renal aguda; y posible coronariopatia crénica. Se modificé el
tratamiento y se le administré dopamina, adrenalina, furosemida, imipenem, hidrocortisona, coloide sintético, asi como transfusiones
de plaquetas (10 unidades) y plasma fresco congelado (2 unidades).

El cuadro del paciente no respondi6 al tratamiento y murié el undécimo dia después de la vacunacion.

b) Resultados de los analisis seroldgicos:

Los estudios seroldgicos realizados en el Instituto Nacional de Salud del Pert no detectaron ninguna infeccién reciente por leptospiras
o VIH.

¢) Resultados post mortem (estudio microscopico):

El examen post mortem de los tejidos en los CDC mostraba lo siguiente: el higado presentaba esteatosis micro y macrovesicular
difusas, con extensa necrosis hepatocitica multifocal; el bazo mostraba signos de extensa congestion y deplecion de la pulpa blanca;
en riflones se observo necrosis tubular aguda, con hemorragia intersticial; y en el SNC habia congestion. En el informe del INS del
Pert, se sefialaba que la grave congestion y la hemorragia focal dificultaban la adecuada visualizacion microscopica de los tejidos
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aunque, en términos generales, los resultados histopatoldgicos eran compatibles con una insuficiencia cardiaca congestiva.

La Morgue Central del Instituto de Medicina Legal notificd cardiopatia crénica, dafio hepético compatible con la cardiopatia crénica y
un drea de necrosis mediozonal en higado.

d) Pruebas especificas relacionadas con la vacuna antiamarilica:

El suero obtenido diez dias después de la vacunacion dio un resultado positivo para la IgM contra el virus de la fiebre
amarilla (VFA), pero negativo para la IgG anti-VFA, determinada mediante ELISA. No se realizd la PRNT debido al volumen
insuficiente de la muestra.

La RT-PCR mostr6 la presencia de ARN del VFA 17D en suero, higado, pulmén, rifién, bazo y cerebro (INS del Perti y CDC). No se
pudo aislar el VFA a partir del cultivo de ninguna muestra tisular post mortem. Se determiné la carga viral mediante PCR en tiempo

real (CDC). Se detectaron cantidades elevadas de VFA 17D en bazo o higado' (3,5 x 10* PFUeq/ml), en rifién (2,7 x 10*PFUeq/ml) y en
pulmon (2,1 x 10° PFUeg/ml), mientras que en cerebro y suero se detectaron 2,6 x 102y 1,9 x 102PFUeq/ml, respectivamente. La carga
viral en suero se determind a partir de una muestra obtenida diez dias después de la vacunacion. En los CDC, sélo se pudo amplificar
una porcion del genoma del VFA mediante RT-PCR y, por consiguiente, sélo se realizé una secuenciacion parcial del genoma. En las
regiones de las que se obtuvieron datos de la secuencia (2870 bases) correspondiente al VFA amplificado procedente de los tejidos
del paciente, la secuencia era idéntica a la del lote de semilla secundaria del virus 17 DD.

Mediante el estudio inmunohistoquimico realizado en los CDC sélo se detectaron escasas cantidades de antigeno del VFA 17D en el
bazo.

Caso 4 (MYS)

a) Resumen clinico:

Esta mujer de 49 aos residente en la Provincia de Chincha (Departamento de Ica) recibid la vacuna antiamarilica correspondiente al
lote 050VFA121Z (producida por Bio-Manguinhos en Brasil; con fecha de caducidad en octubre del 2007) mediante inyeccién subcu-
tanea el 24 de septiembre del 2007. Entre sus antecedentes médicos, destacaba el diagnéstico de artritis reumatoide inicial en 1993,
lupus eritematoso sistémico (LES) diagnosticado en 1996, insuficiencia renal crénica, hipertension y un accidente cerebrovascular en
el 2003 a consecuencia del cual debia utilizar muletas para desplazarse. Se le habia prescrito tratamiento con prednisona dos veces
al dia (dosis desconocida), captopril a diario (dosis desconocida) e ibuprofeno en caso necesario. Sin embargo, los registros indican
que habia dejado de tomar estos medicamentos tres afios antes. La entrevista con la familia de la paciente revelé que esta era su
primera dosis de vacuna antiamarilica (no se disponia de ningtn registro de salud que lo confirmara). No se conocian antecedentes
de alergias ni viajes recientes.

Cuatro dias después de la vacunacién, fue vista en el consultorio de atencion ambulatoria del Hospital de Chincha donde acudié
aquejada de dolor en la cadera que dificultaba la marcha desde hacia una semana. Le administraron una inyeccion intramuscular de
dexametasona y diclofenaco (dosis desconocida) y también le prescribieron metotrexato oral (16 comprimidos; dosis desconocida) y
tenoxicam oral (50 comprimidos; dosis desconocida). Los registros no indican si tomé alguno de estos medicamentos administrables
por via oral. Le dijeron que regresara para su reevaluacion al cabo de dos semanas. Siete dias después de la vacunacion, presento
dolor en las piernas, varios episodios (ntimero desconocido) de melenas y tres episodios de sangrado vaginal. Dieciocho dias después
de la vacunacion, regreso al consultorio de atencion ambulatoria del hospital de Chincha, tal como estaba programado, aquejada de
intensa cefalea, malestar general y artralgias. Se le prescribid diclofenaco, vitamina B, , y prednisona (via, dosis y cantidades descono-
cidas) y se la cit6 para control al cabo de dos semanas.

Veintinueve dias después de la vacunacion, acudié al departamento de urgencias con intensa cefalea, diuresis escasa y signos de
deshidratacion. Estaba afebril, pero presentaba afectacion importante del estado general, con edema generalizado, ictericia leve,
deshidratacién y disminucion del nivel de conciencia. Se realizaron anélisis bésicos de laboratorio con los siguientes resultados: as-
partato aminotransferasa (AST) 91 U/l, alanina aminotransferasa (ALT) 128 U/, fosfatasas alcalinas 742 U/, bilirrubina total 5,2 mg/
dly bilirrubina directa 4,2 mg/dl. No se solicité un hemograma completo ni otras pruebas de bioquimica sanguinea. Fue evaluada por
un gastroenterélogo que le diagnosticé encefalopatia de etiologia desconocida, colestasis aguda y “sindrome posvacunacion contra
la fiebre amarilla” y recomendd su derivacién a un hospital de mayor nivel asistencial.

1 No se sabe con certeza si el tejido congelado recibido y utilizado por los CDC para llevar a cabo la RT-PCR y la PCR en tiempo real correspondia a higado o bazo.

25
Anexo 1. Restimenes de los casos



Al dia siguiente (dia 30 después de la vacunacion), la paciente fue trasladada a un hospital de Lima. A su llegada, tenia una tempera-
tura de 37,2°C, y en la exploracion se observo intensa palidez de piel y mucosas, sangrado de mucosas, ictericia escleral, equimosis
en extremidades inferiores y taquicardia. Se realizaron las siguientes pruebas de laboratorio: leucocitos 5.530/mm?, hematocrito 319%,
plaquetas 57.000/mm?, aspartato aminotransferasa (AST) 100 U/I, bilirrubina total 5,2 mg/dl, creatinina 3,3 mg/dl, urea 272 mg/dl,
sodio 123 mmol/l, potasio 6,8 mmol/l y lactato 4,4 mmol/I. La ecografia abdominal mostré hepatopatia crénica, esplenomegalia y
aumento de la ecogenicidad renal bilateral. Se diagnosticd de encefalopatia metabdlica, acidosis metabdlica, posible septicemia, in-
suficiencia renal crénica descompensada, ictericia probablemente secundaria a hepatopatia aguda, exacerbacion del LES y “sintomas
agudos de fiebre amarilla vacunal”. Fue tratada con ceftazidima intravenosa, hidrocortisona y liquidos. Presenté un paro respiratorio
con bradicardia y fue intubada y ventilada mecanicamente. Posteriormente, tuvo una crisis convulsiva generalizada y otro paro car-
diopulmonar, que no respondid a las maniobras de reanimacion. Murio el dia 30 después de la vacunacion.

b) Resultados de los analisis seroldgicos:

Las pruebas seroldgicas realizadas en el Instituto Nacional de Salud del Perti no detectaron la presencia de infeccion por VIH ni lep-
tospiras.

¢) Resultados post mortem (estudio microscopico):

El examen tisular post mortem mostrd lo siguiente: el higado presentaba esteatosis microvesicular difusa y necrosis hepatocelular
diseminada (CDC y INS del Pert), asi como areas diferenciadas de infiltrados mixtos de células inflamatorias (INS del Pert); en el
rifién se observaban infiltrados mononucleares intersticiales (CDC) y glomerulonefritis membranoproliferativa con necrosis tubular
aguda (INS del Peru); el pulmén mostraba edema pulmonar (INS del Pert); en el cerebro no aparecian cambios histopatolégicos
significativos (CDC).

La tincion de Gram tisular (CDC) revelé abundantes microorganismos grampositivos y gramnegativos en pulmén, higado vy rifién.
Dado que muchos de estos organismos aparecian en forma de conglomerados, sin la reaccion inflamatoria correspondiente, el anato-
mopatdlogo examinador consideré que muy probablemente representaban una proliferacién polimicrobiana post mortem.

La Morgue Central del Instituto de Medicina Legal descubrid lesiones en diferentes organos compatibles con LES, especialmente en
los rifiones. El dafio hepatico era compatible con fiebre amarilla: dreas de necrosis mediozonales.
d) Pruebas especificas relacionadas con la vacuna antiamarilica:

El suero del paciente dio un resultado positivo para la IgM contra el virus de la fiebre amarilla (VFA), pero negativo para la IgG anti-
VFA, determinada mediante ELISA. La prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT) obtuvo un titulo de anticuerpos anti
VFA superior a 1:20.480 (CDC).

La RT-PCR mostro la presencia de ARN del VFA 17D en suero (INS del Pert), higado (CDC) y rifion (INS del Perti y CDC). Los intentos
de aislamiento del virus de la fiebre amarilla mediante cultivo de todos los tejidos fueron infructuosos (INS del Per). Se determiné la
carga viral mediante PCR en tiempo real (CDC). La carga viral de VFA 17D en rifidn fue de 1 x 10*PFUeg/ml y en higado de 3-5 PFUeq/
ml. No se obtuvieron cantidades suficientes de ARN a partir de los tejidos como para realizar el andlisis de secuencias.

Mediante tincién inmunohistoquimica (IHC), se detect6 antigeno de VFA 17D en higado (INS del Pert) y rifion (CDC).
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Anexo 2

Posible enfermedad viscerotrdpica no fatal
asociada a la vacuna antiamarilica
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Posible enfermedad viscerotrdpica no fatal
asociada a la vacuna antiamarilica

Motivo principal de consulta: IDC, un varén de 43 afios, fue ingresado en el Hospital Ill Félix Torrealva Gutiérrez de Ica, el 4 de octubre
del 2007, por presentar fiebre de 38-39°C, malestar general y cefalea desde hacia siete dias.

Enfermedad actual: El paciente es un varén de 43 afios, residente en el Distrito de Pachacutec del Departamento de Ica, con buena
salud hasta el 27 de septiembre, siete dias antes de su ingreso, cuando inicié un cuadro de fiebre, cefalea y malestar general. Cuatro
dias antes de su ingreso, el paciente empezd a tener diarrea y fue visitado en un consultorio local. Le practicaron un andlisis de orina
que fue normal y se inicid tratamiento con amoxicilina. Debido a la persistencia de la fiebre, la cefalea y la diarrea, el paciente acudio
al servicio de urgencias del Hospital lll, el dia 4 de octubre.

Antecedentes de vacunacion: Segun el formulario de investigacion de eventos supuestamente atribuibles a vacunacién o inmu-
nizacion (ESAVI), el paciente fue vacunado el 23 de septiembre del 2007 en el Centro de Salud de Pachacutec como parte de una
campaia de vacunacion. Segun el registro de vacunacion, “carnet,” al paciente se le administré la vacuna Td. El paciente asegura que
en esa fecha le administraron la vacuna antiamarilica (en el registro del hospital no consta la administracion de esta vacuna).

Antecedentes de viajes: Ninguno

Antecedentes ocupacionales: Profesor o maestro (docente)
Alcohol: Consume alcohol una vez a la semana
Antecedentes médicos:

- Apendicectomia en febrero del 2007
- Fractura de tibia a los 9 afios
« Ninguna enfermedad crénica

Signos vitales: En el Servicio de Urgencias, el paciente tenia una temperatura de 39°C. Cuando ingreso, la temperatura era de 37,5°C,
la frecuencia cardiaca de 84/min., la frecuencia respiratoria de 24/min. y estaba normotenso.

Exploracion fisica: El paciente pesaba 77 kilogramos, y estaba consciente y orientado. Solo destacaba la presencia de diaforesis y
congestion faringea. El abdomen no era doloroso y el paciente no presentaba meningismo ni signos neuroldgicos focales.

Resultados de laboratorio: Hemoglobina 15,7, hematocrito 44,4%, plaquetas 267.000, leucocitos 9.680 (67% de neutrdfilos, 25% de
linfocitos), creatinina 0,6, aspartato aminotransferase (AST) 158 (2-35), alanina aminotransferase (ALT) 244 (9-43).

Diagnéstico inicial: Sindrome febril de origen indeterminado (no se dispuso inicialmente de los valores de las enzimas hepaticas).
Una nota del servicio de urgencias sugiere descartar los diagndsticos de infeccion de las vias urinarias, nefrolitiasis, fiebre tifoidea y
reaccion posvacunal.

Curso clinico: El paciente ingreso en el servicio de Medicina Interna y se planificé cultivar orina, realizar aglutininas febriles, hidratar
con liquidos intravenosos y administrar paracetamol para controlar la fiebre. Le administraron metamizol IM.

El paciente sigui6 teniendo fiebre y cefalea. En 7 de octubre, el paciente fue trasladado a la unidad de cuidados intensivos para la
ampliacion del estudio diagnostico y la “observacion neuroldgica”. En ese momento, se consideré que el paciente estaba levemente
deshidratado y presentaba una leve ictericia escleral. Por lo demas, la exploracion fisica no detecté nada particular. El paciente siguié
recibiendo liquidos intravenosos. También le administraron oxigeno, logrando una saturacién excelente, y sucralfato. Como diag-
nodstico en la UCI se debia descartar una encefalitis posvacunal. Los resultados de los nuevos andlisis de laboratorio practicados el dia
8 de octubre fueron aspartato aminotransferase (AST) 19, alanina aminotransferase (ALT) 28, bilirrubina total 0,5, proteinas totales
8,2, y pruebas de coagulacion normales. El dia 8 de octubre, cedid la fiebre del paciente.

El dia 9 de octubre, el paciente fue valorado por un consultor infectélogo y fue trasladado desde la unidad de cuidados intensivos al
servicio de enfermedades infecciosas. El infectélogo considerd que el paciente probablemente presentaba una reaccién a la vacuna Td.

El urocultivo fue negativo, las aglutininas febriles fueron negativas (antigeno H 1:80) y el estudio de parasitos en heces fue también
negativo. La ecografia hepética realizada el 3 de octubre ({?) mostraba un aumento difuso de la ecogenicidad compatible con una
hepatopatia crénica (¢?). Se obtuvieron muestras de suero y orina del paciente los dias 6 y 9 de octubre por parte de Epidemiologia;
no se sabe con certeza donde se analizaron estas muestras ni para qué.
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El 11 de octubre, el paciente fue dado de alta del hospital con mejoria clinica y con el diagnostico de complicaciones de la vacunacion
Td e infeccion intestinal en proceso de mejoria.
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Protocolo para la investigacion de ESAVI de fiebre amarilla
Ica, Pert, 2007

1. Introduccion

La vigilancia epidemioldgica es un proceso continuo y periédico que nos permite conocer la magnitud del problema, identificar pobla-
ciones vulnerables, estratificar el riesgo y evaluar el impacto de las medidas de prevencion y control que se estan tomando.

La vigilancia epidemiolégica de los eventos supuestamente atribuibles a la vacunacion o inmunizacion (ESAVI) se realiza oficialmente
en el pais desde el afo 2002. Para ello, cuenta con la normatividad correspondiente y el documento técnico “Como enfrentar los
eventos adversos supuestamente atribuibles a la vacunacion o inmunizacién”, en el que se define al ESAVI severo como una enfer-
medad posterior a vacunacion que requiere hospitalizacion o que ocasiona la muerte. Este sistema tiene cuatro lineas de accion: a)
comunicacional, para enfrentar adecuada y oportunamente las “crisis” que se pudiera desencadenar, orientado fundamentalmente a
evitar la perdida de confianza de la poblacién a la vacunacion; b) educativo, a través de una adecuada consejeria, dirigido a padres y
madres de familia para detectar tempranamente en el hogar los signos de alarma posterior a la vacunacion y buscar atencion medica
inmediata (como llanto persistente, fiebre elevada que no cede, convulsiones); c) vigilancia epidemioldgica basada en la notificacion
e investigacion inmediata de los casos de ESAVI; y d) el manejo clinico adecuado de los eventos que se presenten. Se han establecido
normas, protocolos de investigacion, formularios y flujos para la notificacion.

Mediante la vigilancia epidemioldgica de ESAVI, realizada por la Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud, entre el
ano 2002 hasta el afo 2006 el numero de ESAVI relacionados a vacunas han sido 13®. Ver cuadro siguiente.

Cuadro 1. Direccion General de Epidemiologia: Niimero de ESAVI graves registrados en el subsistema de vigilancia

epidemioldgica de los ESAVI, Pert, 2001-2006

Vacunas y ESAVI severos

- - i SR -

Aros | BCG | HVB | VOP DTP Pentavalente Hib |Antiamarilica I.),T . bt Ant.' saram SRP_trlple ) Subto
pediatrico | Adulto | pionosa viral doble viral tal
2001 | 0 0 0 0 n/a n/a 0 0 0 0 n/a n/a 0

(2) choque anafilactico
2002 | 0 0 0 | (2) sindrome convulsivo febril n/a n/a 0 0 0 0 n/a n/a 5
(1) reaccion vacunal (llanto)
(1) choque anafilactico
A | © v v v (1) sindrome convulsivo febril v v v g g v 2
2004 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (2) purpura trombocitopénica| 2
2005 | 0 0 0 0 0 0 |(1) encefalitisy 0 0 0 0 (2) ptrpura trombocitopénica| 3
2006 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (1) choque anafilactico 1
Total | 0 0 0 5 2 0 1 0 0 0 0 5 13
n/a: no aplica

1.1 Planteamiento del problema de investigacion:

Desde el 23 de septiembre al 6 de octubre del presente afio, la Estrategia Sanitaria Nacional de Inmunizaciones llevé a cabo la vacu-
nacion contra la fiebre amarilla en la poblacion de 15 a 59 afios de la Region de Ica. Se vacunaron un total de 63.174 personas, de los
cuales 42.742 personas fueron vacunadas con el lote 050VFA121Zy 23.172 con el lote 050VFA123Z. Entre el 6 y el 4 de noviembre de
2007, se notifico mediante el sistema de vigilancia de ESAVI el fallecimiento de 4 personas cuyas edades variaban entre 23 y 79 afios.
Todas estas muertes ocurrieron posteriormente a la vacunacion antiamarilica (sub-cepa 17DD, fabricada por Bio-Manguinhos, Brasil)
con el lote 050VFA121Z. Ademads, el dia 31 de octubre del 2007 se notificd un caso mas de ESAVI por vacunacion antiamarilica que
termind con el fallecimiento de la paciente. Esta paciente fue vacunada en Lima con el lote 064VFAQ35Z.

Los cuatro primeros casos presentaron un cuadro clinico similar caracterizado por fiebre, cefalea, malestar general y diarrea acuosa,
progresando rapidamente hacia el shock distributivo e insuficiencia multiorganica irreversible. El inicio de los sintomas se dio dentro
de las 24 horas hasta 1 semana después de la vacunacion. El quinto caso tiene un diagndstico de anemia hemolitica autoinmune.
Basados en la informacion clinica y de laboratorio disponible hasta la fecha, y siguiendo los criterios de clasificacion propuestos por la
OMS,@ cuatro de los cinco casos han sido clasificados como casos de enfermedad viscerotropica aguda post vacunacion antiamarilica;
el cuarto y quinto casos todavia tienen pendiente estudios de laboratorio.®

33

Anexo 3. Protocolo para la investigacion de ESAVI de fiebre amarilla, Ica, Perti, 2007



La enfermedad viscerotrdpica aguda posterior a la vacunacion contra la fiebre amarilla es una condicion rara vez notificada y fue
inicialmente reconocida en 2001. A la fecha se han reportado 37 casos sospechosos o confirmados a nivel mundial después de la
vacunacion con sub-cepas vacunales 17DD y 17D204. Esta condicion se presenta habitualmente como una enfermedad similar a
la fiebre amarilla con insuficiencia multiorganica, cuyos sintomas aparecen 2-5 dias después de recibir la vacuna antiamarilica. El
riesgo calculado para la enfermedad viscerotropica post vacunacion antiamarilica es de 0,1 a 0,3 por 100.000 personas vacunadas en
total; un riesgo mayor ha sido documentado para personas mayores de 60 afos. En la actualidad poco se sabe sobre los factores del
huésped o factores de la vacuna que potencialmente contribuyen al riesgo de contraer enfermedad viscerotropica.

Los casos reportados constituyen el primer conglomerado notificado de casos de enfermedad viscerotrdpica vinculados a un tnico
lote de vacuna. Con base en el niimero de dosis del lote de vacuna aplicadas en Ica desde el 23 de septiembre hasta el 6 de octubre,
la tasa de casos reportada es de aproximadamente 10 por 10.000 dosis, la cual es significativamente mas alta que las tasas reportadas
previamente.*>9

En vista de la alta tasa reportada de casos de enfermedad viscerotrdpica, relacionada al lote de vacuna 050VFA121Z usado en Pert,
la OPS/OMS recomendd, de inmediato, la suspension de uso del lote de la vacuna antiamarilica de Bio-Manguinhos 050VFA121Z y
lotes relacionados durante el proceso de produccion, especificamente 050VFA118Z, 050VFA119Z, 050VFA120Z, 050VFA122Z, 050V-
FA123Z, 050VFA124Z, 050VFA125Z, 050VFA126Z, 064VFA035Z.

Ante esta situacion, desde la perspectiva epidemioldgica se planted desarrollar una investigacion buscando casos o defunciones que
cumplan con la definicion de enfermedad viscerotrdpica y enfermedad neurotrépica que no hubieran sido captados por la vigilancia
regular de ESAVI. Para ello se plantearon dos estrategias:

- Busqueda retrospectiva de casos que cumplan con la definicion de enfermedad viscerotrdpica en los registros de aten-
cion de los hospitales de la Region Ica, tanto en hospitalizacion como en emergencia. Se buscard su asociacién a vacu-
nacion antiamarilica, y se hara la descripcion clinica, epidemioldgica y se buscara de factores de riesgo.

- Busqueda retrospectiva de fallecidos en los registros civiles municipales, identificacion de los que cumplen con la defin-
icion de enfermedad viscerotrépica a través de la revision de historias clinicas y/o entrevista a personal de salud y
familiares, buscar su asociacion a vacunacion antiamarilica, para su descripcion clinica, epidemioldgica y de laboratorio,
asi como para la identificacion de factores de riesgo (anexo 1).

Una tercera estrategia incluia la captacion de casos incidentes en hospitales seleccionados del pais que cumplan con la definicion de

caso de enfermedad viscerotrdpica, buscar su asociacion a vacunacion antiamarilica, para su descripcion clinica, epidemioldgica y de
laboratorio, asi como para la identificacion de factores de riesgo; sin embargo no se pudo desarrollar esta actividad.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general:
- Identificar y describir casos probables de enfermedad viscerotrépica y enfermedad neurotrépica asociados a la vacunacion
antiamarilica.

- Determinar cuales son los factores de riesgo relacionados a la enfermedad viscerotrdpica asociada a la vacunacion antia-
marilica.

2.2 Objetivos especificos:

- Evaluar la definicion de caso para enfermedad viscerotrdpica y neurotropica asociada a la vacunacion antiamarilica.

- Identificar casos probables de enfermedad viscerotropica y neurotropica asociada a la vacunacion antiamarilica en hospi-
tales del Ministerio de Salud (MINSA) y otras instituciones, seleccionados de la Direccion Regional de Salud (DIRESA) Ica.

- Identificar casos probables de enfermedad viscerotrdpica asociada a la vacunacion antiamarilica en los registros de defun-
cion de la DIRESA Ica.

- Realizar la descripcion clinica, epidemioldgica y de laboratorio de los casos probables de enfermedad viscerotropica en po-
blacion vacunada contra la fiebre amarilla durante el afo 2007, en hospitales del MINSA y otras instituciones seleccionados
de la DIRESA Ica.

- Identificar factores de riesgo relacionados a la enfermedad viscerotropica asociada a la vacunacion antiamarilica.
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3. Poblacion y muestra

3.1 Tipo de muestra:

El estudio se desarrollé mediante la buisqueda retrospectiva de pacientes internados en los hospitales y que cumplian los criterios de
seleccion (ver 3.5.1). Una vez seleccionados se procedié a buscar en la historia clinica si cumplen con las definiciones de caso prob-
able y definitivo de enfermedad viscerotrépica y neurotrdpica asociada a la vacunacion antiamarilica.

3.2 Poblacion:

La poblacién de estudio estuvo constituida por los usuarios de los servicios de salud de los hospitales del MINSA, EsSalud, Fuerza
Armadas y Policiales de la DIRESA Ica, atendidos entre el 23 de septiembre y el 6 de noviembre del 2007.

3.3 Criterios de inclusion y exclusion:

3.3.1 Criterios de inclusion:
« Caso es todo aquel paciente que cumple con los criterios de seleccién (ver 3.5.1).
- Control serd todo aquel paciente que haya sido atendido en el mismo dia, en el mismo hospital, que tenga el mismo

sexo, la misma edad (+/- 2 afios) y que no cumpla con los criterios de seleccion (ver 3.5.1). De preferencia se selec-
cionard a aquel paciente que haya sido atendido correlativamente antes o después de un caso por el mismo médico.

3.3.2 Criterios de exclusion:
« Se incluyeron todos los pacientes que cumplieron con los criterios de seleccion.

3.4 Muestra:

3.4.1 Calculo del tamaiio de la muestra:

Se tomaran todos los pacientes que cumplan con los criterios de seleccion (3.5.1) y que hallan sido atendidas en hospitales de la
region entre el 23 de septiembre y el 6 de noviembre del 2007.

3.4.2 Seleccion de la muestra:
No se realizé muestreo. Se trabajo con toda la poblacion objetivo.

3.5 Definicion operacional de variables:

3.5.1 Criterios de seleccion:

Todo paciente que presente fiebre mayor de 38°C (o sensacion de alza térmica) de mas de 24 horas de duracién y uno o mas
de los siguientes signos y sintomas:

1. Cefalea intensa.

2. Alteracion del sensorio.

3. Convulsiones ténico-clonicas.

4. Nauseas - vomitos.

5. Deposiciones liquidas.

6. Mialgias de mas de 24 horas de duracion.

7. Artralgias de més de 24 horas de duracion.

8. Frecuencia respiratoria incrementada (>20 respiraciones por minuto).

3.5.2 Definicion de caso probable de enfermedad viscerotrépica asociada a la vacunacion antiamarilica:

Todo caso que haya sido vacunado hasta 15 dias antes del inicio de la sintomatologia, sin evidencia de otras etiologias que
expliquen el cuadro clinico, que tenga fiebre y uno o mas de los siguientes: nauseas, vomitos, malestar general, deposiciones
liquidas, mialgias, artralgias, disnea; y uno o mas de los siguientes:

« Transaminasas séricas elevadas por lo menos 3 veces por encima de lo normal.
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4.

- Bilirrubina sérica total elevada por lo menos 1,5 veces por encima de lo normal.
- Creatinina sérica por lo menos 1,5 veces por encima de lo normal.

« CPK total mayor de 5 veces de lo normal.

- Trombocitopenia (Plaquetas <100,000/ml).

« Miocarditis (anormalidades compatibles incluidas: electrocardiograma, ecocardiograma o cambios enzimaticos cardia-
cos o inflamacion por biopsia de tejido cardiaco).

« Elevacion de tiempo de protrombina (INR) o tiempo parcial de tromboplastina activado.
- Histopatologia compatible con fiebre amarilla (por ejemplo, necrosis mediozonal de higado, cuerpos de Councilman).

3.5.3 Definicion de caso definitivo de enfermedad viscerotrdpica asociada a la vacunacion antiamarilica:
Es todo caso probable que tenga uno o mas de los siguientes:

- Aislamiento en sangre de virus 17D" de fiebre amarilla luego de pasados 7 dias de la vacunacion, y/o PCR luego de los
11 dias de vacunacion.

- La concentracion virica de virus de fiebre amarilla 17D* en el suero, obtenida en cualquier dia excede 10° pfu/ml.
- Antigeno especifico para fiebre amarilla en tejido visceral, demostrado por inmunohistoquimica (IHC).

« Aislamiento del virus de fiebre amarilla 17D* en tejido visceral.

- “Amplificacion” del virus de la fiebre amarilla 17D* en tejido visceral.

3.5.4 Definicion de caso probable de enfermedad neurotrdpica asociada a la vacunacion antiamarilica:

Todo caso que haya sido vacunado hasta 30 dias antes del inicio de la sintomatologia, sin evidencia de otras etiologias que ex-
pliquen el cuadro dlinicoy que tenga fiebre, cefalea intensa y sintomas neuroldgicos focalizados o generalizados, o cualquiera
de los siguientes criterios:

« LCR con signos de infeccion viral (pleocitosis a predominio MN).

« Resonancia magnética con signos de desmielinizacion multifocal.

« Alteracion del electroencefalograma consistente con encefalopatia.
- Electromiografia con signos de desmielinizacion.

3.5.5 Definicion de caso definitivo de enfermedad neurotrdpica asociada a la vacunacion antiamarilica:
Todo caso probable:

« Aislamiento en sangre de virus 17D* de fiebre amarilla luego de pasados 7 dias de la vacunacion, y/o PCR luego de los
11 dias de vacunacion.

- La concentracion virica de virus de fiebre amarilla 17D* en el suero, obtenida en cualquier dia excede 10° pfu/ml.
- Antigeno especifico para fiebre amarilla en tejido neuroldgico o LCR, demostrado por inmunohistoquimica (IHC).
« Aislamiento del virus de fiebre amarilla 17D* en tejido neuroldgico o LCR.

« PCR positivo para el virus de la fiebre amarilla 17D* en tejido neuroldgico o LCR.

« Deteccion de IgM para fiebre amarilla en LCR.

Procedimientos

La captacion de los casos en el estudio se realizé mediante blisqueda activa institucional de egresos hospitalarios (emergencia, hos-

*
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pitalizacion, referencias) y biisqueda de registros de defuncion en las municipalidades (ver mapa conceptual - fluxograma 1 en la
pagina 39).

4.1 Busqueda activa institucional:

1.

La buisqueda activa de casos de enfermedad viscerotrdpica y neurotrdpica se realizé en los hospitales seleccionados
a través de la revision de los registros de las atenciones producidas entre la fecha de inicio de la campaiia de vacu-
nacion antiamarilica y los 30 dias siguientes a la finalizacién de la misma. Para esto se realizaron dos actividades:

- La relacién de pacientes atendidos se obtuvo la base de datos (estadistica) con los egresos producidos entre el 23
de septiembre y el 6 de noviembre del 2007, asi como de los registros de atencion de estos servicios.

- Se ubicaron las historias clinicas de todos los pacientes atendidos por emergencia y hospitalizacion en esas fechas,
asi como de los pacientes transferidos a establecimientos de mayor complejidad.

Luego se procedio a seleccionar aquellos pacientes cuyo cuadro clinico cumplia con los criterios de seleccion (ver
item 3.5.1). Para ello se revisaron las historias clinicas de cada uno de ellos y llend la ficha de seleccién de casos.

Si el paciente cumplia los criterios de seleccion, se procedi6 a llenar la ficha de investigacion y se consiguid una
fotocopia de la historia clinica completa de cada caso. Asimismo, se buscé dos controles para cada caso y se obtuvo
copias de las historias clinicas (ver 3.3.1).

Todas fichas e historias de los pacientes que cumplian con los criterios de seleccion se enviaron a la Direccion
General de Epidemiologia en Lima para su revision y determinar si se cumplia con los criterios de definicién de caso
probable o definitivo, tanto de enfermedad viscerotropica como neurotrdpica (ver item 3.5.2 - 3.5.5).

Luego se corroboro el antecedente de vacunacién antiamarilica, para lo cual previamente, la Estrategia Sanitaria
de Inmunizaciones se encargo de elaborar una base de datos con la informacion de las personas vacunadas en Ica

contra la fiebre amarilla durante la campania.

4.2 Busqueda de casos en registros de defunciones:

1.

Se realizd mediante la revisién de los registros de defunciones de los municipios. Se incluyeron en la investigacion
aquellas personas que fallecieron entre el 23 de septiembre y el 6 de noviembre del 2007.

Para esto, en los municipios provinciales se reviso el libro de registro de partidas de defuncion y certificados de
defuncion que se tiene en la oficina de registros vitales.

Si el paciente habia fallecido en un hospital o establecimiento de salud se procedié a buscar la historia clinica. De lo
contrario se realizd la autopsia verbal del paciente, para lo cual se visito al médico que llend el certificado de defun-
cion y a la familia del fallecido. Asimismo, se procedio a corroborar el dato de vacunacién contra la fiebre amarilla.

Finalmente se verificara si el paciente cumplid con las definiciones de caso planteadas para el presente estudio.

5. Resultados

El dia 13 de noviembre del 2007 se realiz6 una reunion con las autoridades regionales de salud Ica y con los directores de los estab-
lecimientos de salud seleccionados para este trabajo. Se conformaron cinco grupos de trabajo, uno para cada provincia de la Region
de Ica: Chincha, Ica, Nazca, Palpa y Pisco. Participaron personal de la Direccién General de Epidemiologia, personal de epidemiologia
del nivel regional y local, personal de EsSalud, del NMRCD, con apoyo de una persona de la OPS y una persona de los CDC de los
Estados Unidos. Cuatro de los equipos trabajaron en la recoleccion de la informacién del 13 al 16 de noviembre. Solo el equipo cor-
respondiente a la provincia de Pisco trabajé del 20 al 23 de noviembre.
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Los resultados de la biisqueda se muestran en los cuadros 2 y 3.

Cuadro 2. Registros revisados por Provincia y Hospital, Ica, Pe

Provincia/Hospital Hospitalizacion Emergencia Transferencia Total
Hospital San José 130 3330 18 3478
Hospital EsSalud RTG 347 5864 214 6425
Chincha | Policlinico Policia - 329 - 329
Defunciones 55
Total 477 9523 232 10287
Hospital Regional 227 5200 26 5453
Hospital Socorro 40 3234 3 3277
Ica Hospital EsSalud FT 433 556 14 1003
Defunciones 103
Total 700 8990 43 9836
Hospital de Apoyo Nazca 1164 3686 125 4975
Nazca |Defunciones 8
Total 1164 3686 = 4983
Hospital de Apoyo Palpa 24 455 - 479
Palpa | Defunciones 1
Total 24 455 - 480
Hospital San Juan de Dios 389 2435 42 2866
Policlinico EsSalud 123 - 84 207
Pisco Hospital Cubano 1 155 - - 155
Hospital Cubano 2 118 - - 118
Defunciones 66
Total 785 2435 126 3412
adrg Reg DS hospitalaric P ado as0 fden adg a, Pe 0(
Provincia Chincha Ica Nazca Palpa Pisco
Total 10232 9710 5020 480 3346
Sospechosos 180 33 45 3 50
Probables 3 2 0 0 0
Confirmados 2 2 0 0 0

En total se revisaron 28.788 registros de atencion médica en hospitales de las 5 provincias de Ica. Se identificaron 311 casos que
cumplian criterios de seleccidn, de los cuales 5 cumplieron criterios de caso probable. Cuatro (4) de estos cinco casos fueron captados
por la vigilancia de ESAVI, todos los cuales finalmente han sido relacionados a la vacuna antiamarilica. En relacion al quinto caso, no
lo encontrd en la relacién de personas vacunadas. Se trata de una nifia de 10 afios procedente de la provincia de Chincha y que acude
al hospital San José de Chincha por un cuadro caracterizado por ictericia generalizada, tos seca, alza térmica y vomitos. Ingresé con
diagnostico probable de hepatitis viral y faringitis. Los exdmenes de laboratorio mostraron aumento de bilirrubinas (BT: 5,14 mg/d|,
BD: 0,59 mg/dl, Bl: 4,55 mg/dl) a predominio indirecto y anemia (9,8 g/dI). Las transaminasas estaban dentro de limites normales, asi
como el perfil de coagulacion. Las pruebas para hepatitis A, B y C tuvieron resultados negativos.

6. Conclusion

La busqueda de casos solo ha permitido identificar los casos que han sido previamente captados por el sistema de vigilancia epidemi-
ologica de ESAVI. No se han identificado otros casos probables ni definitivos de enfermedad viscerotrépica-neurotrépica consecutiva
a vacunacion antiamarilica en la poblacion de la region de Ica que ha acudido a control médico en los hospitales de dicha region.
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FLUJOGRAMA 1: MAPA CONCEPTUAL DEL ESTUDIO
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Informe del Subcomité de Virologia encargado de investigar los ESAVI en el
Departamento de Ica (Perti), septiembre y octubre del 2007

Resumen

En octubre del 2007, murieron cuatro personas en el Departamento de Ica del Pertl posteriormente a la administracion del lote
050-VFA-121Z de la vacuna 17DD fabricada por Bio-Manguinhos. Aunque no se secuencio el virus del lote 05-VFA-121Z de la vacuna,
las secuencias genomicas de los virus aislados en los casos 1y 2 fueron indistinguibles de la secuencia de la semilla secundaria 102/84
publicada por Galler y cols.: Phenotypic and molecular analyses of yellow fever 17DD vaccine viruses associated with serious adverse
events in Brazil. Virology. 2001 Nov 25,290(2):309-19. Conjuntamente con los datos de la secuencia genémica parcial del caso 3, no
hay indicios que sugieran que un virus variante del lote 05-VFA-121Z, o potenciado en los pacientes, fuera responsable de las defun-
ciones posteriores a la vacunacion. Los estudios revelaron una amplia distribucion tisular del virus (incluidos muchos 6rganos vitales)
en las personas vacunadas que fallecieron, asi como una viremia alta y una elevada carga viral (en el pulmén del caso 1), todo ello
compatible con los informes anteriores de casos que habian fallecido tras ser vacunados contra la fiebre amarilla. Los estudios sobre
la estabilidad del lote 05-VFA-121Z indicaron que no se habia producido ninguna pérdida significativa en la viabilidad del virus incluso
cuando la vacuna estaba préxima a su fecha de caducidad (octubre del 2007) y habia sido transportada en miiltiples ocasiones entre
paises. Se pudo verificar la heterogeneidad de la poblacion de ARN del virus de la vacuna en cada uno de los tres lotes de vacuna
17DD. La importancia de estos datos es dificil de evaluar, pero los estudios anteriores ya habian mostrado la heterogeneidad de las
poblaciones de virus en las vacunas antiamarilicas 17D-204 y 17DD, y no existian indicios de que ningun virus especifico entre la
poblacion de la vacuna se hubiera potenciado en las personas vacunadas. En términos generales, los resultados de los estudios real-
izados hasta la fecha indican que se mantuvo la cadena de frio durante la manipulacién del lote 05-VFA-121Z y que este lote contenia
vacuna 17DD indistinguible de la vacuna 17DD de otros lotes utilizados desde 1984. Por tltimo, no se produjo una aparente seleccién
de una variante en las personas vacunadas que murieron después de la vacunacion con este lote. En resumen, dentro de los limites
de las pruebas realizadas, no existen indicios de un cambio en el virus de la vacuna que pudiera explicar los ESAVI.

No obstante, se reconoce el caracter inexplicable de la asociacién de cuatro casos fatales con un lote de vacuna (05-VFA-121Z)
mientras que no se detecté ningtin otro caso entre las personas vacunadas con otro lote utilizado simultaneamente en Ica. El lote de
vacuna implicado (050VFA121Z) se administré a unas 42.742 personas. Otras 20.432 personas se vacunaron con un lote diferente
(050VFA123Z) y no se notificaron defunciones en este grupo. La incidencia de YEL-AVD asociada con el lote 121Z no es estadistica-
mente significativa en comparacion con la del otro lote (p=0,2095, prueba exacta de Fisher, unidireccional) y, por consiguiente, es
probable que la asociacion con un lote especifico ocurriera por casualidad.

Sin embargo, la incidencia de YEL-AVD en Ica es significativamente superior a la observada en episodios anteriores, en que la tasa
general era aproximadamente de 0,3 por 100.000. La probabilidad de que se produzcan cuatro casos después de administrar 43.000
dosis es de 0,00001. Ya que no existia ninguna diferencia estadisticamente significativa en la incidencia entre los diferentes lotes, y la
secuencia genoémica no habia cambiado, lo mas probable es que en los eventos ocurridos en Perd hubieran intervenido uno o mas
de los siguientes factores, potenciales contribuyentes a la aparicion de los casos fatales: factores del huésped que hubieran incre-
mentado la sensibilidad al VFA 17DD, algtin agente sobreafiadido no identificado, infecciones concomitantes, o circulacién previa de
otros agentes desconocidos en la zona afectada por el terremoto. Es evidente que persiste la incertidumbre al respecto, sin embargo,
debe sefialarse que los lotes de vacuna fueron sometidos por parte del fabricante a procedimientos de control y garantia de la calidad
que incluyeron comprobaciones de la presencia de bacterias, hongos, micoplasmas y varios agentes virales aviares contaminantes
conocidos (aunque no virus de mamiferos) en los preparados de las vacunas, y los resultados fueron negativos.

En conclusion, los estudios virologicos realizados después de las muertes no demuestran la intervencion del virus de la vacuna en las
defunciones, con base en los estudios llevados a cabo hasta la fecha. Debe considerarse la realizacién de otros estudios adicionales
con objeto de proseguir la investigacion de estos ESAVI aparecidos después de la vacunacion contra fiebre amarilla y elaborar hipo-
tesis que expliquen la acumulacion de casos, y este subcomité quisiera contribuir a la realizacion de tales estudios. Ademas, se deben
obtener y conservar de manera ordenada muestras de todos los casos de ESAVI asociados a la vacuna antiamarilica con objeto de que
se puedan realizar estudios de investigacion sistematicos y uniformes de todos ellos y que los datos sean comparables. Solo de esta
manera podremos comprender el mecanismo de los graves ESAVI aparecidos después de la vacunacion.
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Introduccion

Este informe describe los estudios virologicos sobre la fiebre amarilla realizados como parte de la investigacion de cuatro defunciones
ocurridas en octubre del 2007 posteriormente a la administracion de la vacuna 17DD fabricada por Bio-Manguinhos. Debe sefialarse
que los estudios se limitaron a la investigacion del virus de la vacuna 17DD para determinar si existia alguna modificacion en el virus
de la vacuna administrada a las personas que fallecieron o en el virus de la vacuna que se multiplicé en las personas vacunadas.
Aparte de las pruebas ordinarias realizadas por el fabricante durante la produccion de la vacuna (que no revelaron nada fuera de lo
normal), no se realizaron estudios en busca de agentes contaminantes u otros agentes infecciosos que pudieran haber actuado como
cofactores en los casos fatales.

Las cuatro defunciones ocurrieron en el Departamento de Ica del Perd posteriormente a la vacunacion con un lote particular de va-
cuna, el 050-VFA-121Z. Nota: en el mismo Departamento, también se utiliz6 otro lote, el 050-VFA-123Z, sin que se produjera ningtin
ESAVI grave asociado. En la figura 1 se muestra el linaje del lote 050-VFA-121Z

Fundacion Rockefeller
i Lote de semilla maestra »| 774-5C 283EP40 (28/03/1942)
Figura 1 Cepa/Subcepa 17D/17DD low

[

No. 102/84 SC 285 EP-42
(09/11/1984)

Lote de semilla secundaria

Y

No. 993 FB 013Z (02/22/1999)
Origen LSS 102/84 Bio Manguinhos
Fiocruz

Lote de semilla de trabajo >

Suspension
FA121/05 17/2005
19/2005

(]

Lote- 050VFA121Z

050VFA118Z
050VFA119Z
050VFA120Z
050VFA1227
050VFA123Z
050VFA124Z
050VFA1257
050VFA1267

Lotes
relacionados

Las cuatro personas que murieron después de recibir la vacuna reunian las siguientes caracteristicas:

Caso 1: mujer de 23 afios de edad
Caso 2: mujer de 24 afios de edad
Caso 3: varén de 79 anos de edad
Caso 4: mujer de 49 afios de edad
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Laboratorios que participaron en los estudios viroldgicos

Los estudios iniciales se realizaron en Peru, en el Instituto nacional de la Salud (INS) y en el Destacamento del Centro naval de Inves-
tigacion Médica de Estados Unidos (NMRCD). Posteriormente, las muestras se enviaron a los Centros para el Control y la Prevencién
de Enfermedades de los Estados Unidos en Atlanta (CDC-ATL) y algunos de ellos remitieron a la Division de Enfermedades Infeccio-
sas de Transmision Vectorial de los CDC en Fort Collins (CDC-FC). Ademas, se enviaron cinco lotes de vacuna del INS a los CDC-FC
(cuadro 1).

una antiamarilica recibida en los CDC procedente del INS

Nimero Producto Numero de lote
1 Vacuna liofilizada 050-VFA-119Z
Diluyente 057-DFA-053Z

5 Vacuna liofilizada 050-VFA-121Z
Diluyente 058-DFA-056Z

3 Vacuna liofilizada 050-VFA-1237
Diluyente 057-DFA-053Z

1 Vacuna liofilizada 050-VFA-1247
Diluyente 057-DFA-053Z

5 Vacuna liofilizada 050-VFA-1257
Diluyente 057-DFA-053Z

Estudios de secuenciacion de los nucledtidos de las muestras procedentes de los pacientes

Los primeros estudios viroldgicos se realizaron en Perd, donde el INS y el NMRCD, mediante RT-PCR, empezaron a aislar el virus de las
muestras clinicas. Ambos laboratorios usaron RT-PCR con base en el gen proteico de la envoltura y obtuvieron datos de la secuencia
consenso que indicaban la presencia de ARN del virus de la vacuna 17DD en las muestras de los casos 1y 2.

Los estudios posteriores realizados en los CDC-FC permitieron determinar las secuencias consenso de nucleétidos del genoma com-
pleto de algunas muestras (incluidas las secuencias gendmicas completas de los casos 1 [del pulmon] y 2 [del higado]) (cuadro 2).
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Cuadro 2: Comparacion de las secuencias consenso genomicas de los casos 1y 2 con las secuencias genémicas de la

vacuna 17DD publicadas en Genbank y la semilla secundaria 102/84 de Bio-Manguinhos.

17DD original | SeMillasecundaria | o) | CASO 2
Nucledtido | en GenBank I]Oi Séatljlzlrc;gglrso anélis_is Observaciones anélis}s Observaciones
U17066 Virology, 2001 " | 25% mixto 25% mixto

1003 T T/C T C visible en 10% T/C

2110 A G G

2356 C

2677 T T T

4523 QT T T (1:1) QT

4921 G G A SILENCIOSA

I

1048 C C C C T 20% vmblseI EI?NZC rlgslzs 6 lecturas.
5362 A C C C

6673 T T* (ANEH)) silenciosa T

9988 C ) C C visible en 10% ar
10,174 A A/G A G visible en 10% R
10,243 AG G G
10,291 C C Y
10,367 ar T T
10,675 A A/G A/G A/G

* Marchevsky observa C/T en esta posicion de la semilla secundaria
Los resultados se resumen de la siguiente manera:

Caso 1: La secuencia consenso genética completa del ARN viral hallado en el pulmdn del primer caso es indistinguible de la secuencia
de la semilla secundaria 102/84 publicada por Galler y cols. Nota: existe una cepa procedente del caso 1 pero no se ha secuenciado.

Caso 2: La secuencia consenso genética completa del ARN viral secuenciado directamente a partir del tejido hepatico es indistin-
guible de la secuencia de la semilla secundaria 102/84 publicada por Galler y cols., con la excepcion de una mutacion silenciosa en
la posicion nucleotidica 4921 (GA; NS3).

Caso 3: Solo fue posible realizar la RT-PCR de una porcion del genoma, aunque se hicieron muchos intentos con todos los tejidos de
que se disponia. Solo existen datos parciales de la secuencia del caso 3; se generaron 2870 bases (posiciones nucleotidicas 1550 a
2870y 6235 a 8435). En estas regiones la secuencia es indistinguible de la del lote de semilla secundaria 17DD.

Caso 4: No se dispone de muestras para su caracterizacion.

Debe observarse que se emplea el término “indistinguible” cuando la secuencia nucleotidica parece idéntica, aunque no puede exclu-
irse una posible variacion en una pequea parte de los ARN de la poblacién de virus de la vacuna (probablemente menos de 10%).

Se realizaron amplios estudios dirigidos a caracterizar los aspectos viroldgicos de los cuatro casos. Estos estudios se resumen en los
cuadros 3 a 6.

Las PFUeg/ml se determinaron mediante diluciones de andlisis paralelas de virus 17D de la fiebre amarilla para ensayo de placas y
RT-PCR en tiempo real. Los datos se utilizan para construir una curva estandar que permita calcular el nimero de PFU presentes en las
muestras originales. Este método da por supuesto que existe una proporcion bastante constante entre las PFU y el niimero de copias
virales entre las preparaciones de virus 17D de la fiebre amarilla. Sin embargo, hemos observado que esta proporcién puede variar
hasta en diez veces; por consiguiente, la cantidad de PFUeg/ml podria ser diez veces inexacta.
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Cuadro 3: Aspectos viroldgicos del caso 1

Caso 1, mujer de 23 aiios Fecha de la vacunacion: 27 de septiembre del 2007
Fecha de aparicion de la enfermedad: 28 de septiembre del 2007
Fecha de la muerte: 6 de octubre del 2007

:’i:tll:::aasn:::?lcliaonadas conla Resultados de las pruebas segiin la ubicacién
Prueba de laboratorio Muestra F:::s(::ala INS - Peri | NMRCD - Perd cDC cDC
IgM mediante ELISA Suero 6-0Oct-07 Positiva Negativa Positiva
IgG mediante ELISA Suero 6-Oct-07 Negativa Negativa Negativa
PRNT Suero 6-0Oct-07 NP NP 160
Cuantitativa PFUeq/ml
RT-PCR Suero 6-0Oct-07 Positiva NP Positiva 3924000
OriNP 6-Oct-07 Positiva NP Positiva 68
Pulmén 6-Oct-07 Positiva NP Positiva* 7600000
Higado 6-Oct-07 Positiva NP Positiva 11600
Rifién 6-0Oct-07 Positiva NP Positiva 350000
Cerebro | 6-Oct-07 Positiva NP Positiva 39320
Cultivo Suero 6-Oct-07 Positiva NP Positiva
Orina 6-Oct-07 NP NP Sin crecimiento
Pulmén 6-Oct-07 NP NP Sin crecimiento
Higado 6-0Oct-07 Positiva NP Sin crecimiento
Rifién 6-Oct-07 | Sin crecimiento NP Sin crecimiento
Cerebro | 6-Oct-07 Positiva NP Positiva
Bazo 6-Oct-07 | Sin crecimiento NP NP
Histopatologia - Tincién IHC | Pulmén | 6-Oct-07 NP NP Positiva - abundante
Higado 6-Oct-07 Positiva NP Positiva - abundante
Rifion 6-Oct-07 NP NP Positiva - abundante
Cerebro | 6-Oct-07 NP NP Positiva - escasa
NP = no procede (prueba no realizada)
* La secuencia de ARN del tejido del pulmon es idéntica a la secuencia de referencia del 17-DD.
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Cuadro 4: Aspectos viroldgicos del caso 2

Fecha de la vacunacion: 27 de septiembre del 2007

Caso 2, mujer de 24 aiios

Fecha de aparicion de la enfermedad: 27 de septiembre del 2007

Fecha de la muerte: 11 de octubre del 2007

Pruebas relacionadas con la
fiebre amarilla

Resultados de las pruebas segiin la ubicacion

Fechadela

Prueba de laboratorio Muestra muestra INS - Perii | NMRCD - Peru cDC cDC
IgM mediante ELISA Suero 8-0ct-07 NP Positiva Positiva
Suero 1 5-Oct-07 Positiva NP NP
Orina 5-Oct-07 Positiva NP NP
IgG mediante ELISA Suero 8-0ct-07 NP Negativa Negativa
Suero 1 5-Oct-07 Negativa NP NP
Orina 5-Oct-07 Negativa NP NP
PRNT Suero 8-0ct-07 NP NP 10,240
Cuantitativa PFUeq/ml
RT-PCR Suero 5 0 8-0ct-07 Positiva * Negativa Positiva 262
Orina 5-Oct-07 Positiva NP Positiva 956
Pulmén 11-Oct-07 Positiva Negativa Positiva 464
Higado 11-Oct-07 Positiva Positiva Positiva *** 10,960
Rifién 11-Oct-07 Positiva Negativa Positiva 247
Cerebro 11-Oct-07 Positiva Positiva ** Positiva 4,160
Bazo 11-Oct-07 NP Negativa NP NP
Sangre 11-Oct-07 NP Negativa NP NP
Cultivo Suero 508-Oct-07 | Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Orina 5-0Oct-07 NP NP Sin crecimiento
Pulmén 11-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Higado 11-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Rifion 11-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Cerebro 11-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Bazo 11-Oct-07 NP Sin crecimiento NP
Histopatologia - Tincion IHC |~ Pulmén | 11-0ct-07 NP NP Postia-
Higado 11-0ct-07 Negativa NP PZ:E\;: i
Rifion 11-0ct-07 NP NP Positiva -
escasa
Cerebro 11-Oct-07 NP NP Negativa

NP = no procede (prueba no realizada)

*  Lasecuencia del fragmento obtenido por PCR en suero es compatible con la glucoproteina E del virus de la fiebre amarilla.
**  La secuencia del fragmento obtenido por PCR en cerebro es 100% idéntica a la region E del 17-DD.
*** | asecuencia del ARN del tejido es idéntica a la cepa de referencia 17 DD, a excepcion de un cambio nucleotidico silencioso.
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Cuadro 5: Aspectos viroldgicos del caso 3

Fecha de la vacunacion: 1 de octubre del 2007
Fecha de aparicion de la enfermedad: 4 de octubre del 2007

Caso 3, varon de 79 aiios

Fecha de la muerte: 12 de octubre del 2007

Pruebas relacionadas con la
fiebre amarilla

Resultados de las pruebas segtin la ubicacion

Fecha de la

Prueba de laboratorio Muestra muestra INS - Peru NMRCD - Peru CcDC cDC
IgM mediante ELISA Suero 8-Oct-07 Negativa Positiva Positiva
IgG mediante ELISA Suero 8-0ct-07 Negativa Negativa Negativa
Muestra insufi-
PRNT Suero 8-Oct-07 NP NP ciente
Cuantitativa PFUeq/ml
RT-PCR Suero 8-Oct-07 Positiva Negativa Positiva 192
Pulmon 12-0ct-07 Positiva Negativa Positiva 2,084
Higado 12-Oct-07 Positiva Negativa Positiva * 35.360 *
Rin6n 12-0ct-07 Positiva Negativa Positiva ** 27,160
Cerebro 12-0ct-07 NP Negativa Positiva 264
Bazo 12-0ct-07 Positiva Negativa NP * NP *
Cultivo Suero 11-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Pulmén 12-Oct-07 NP Sin crecimiento  Sin crecimiento
Higado 12-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento *
Rifon 12-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Cerebro 12-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento  Sin crecimiento
Bazo 12-Oct-07 Sin crecimiento  Sin crecimiento NP *
Histopatologia - Tincion IHC | Pulmén 12-Oct-07 NP NP Negativa
Higado 12-Oct-07 NP NP Positiva
Rifion 12-Oct-07 NP NP Negativa
Cerebro 12-Oct-07 NP NP Negativa
Bazo 12-Oct-07 NP NP Positiva - escasa

NP = no procede (prueba no realizada)

*  Nota: El tejido fijado recibido por los CDC y etiquetado como “higado” correspondia en realidad a bazo. Por consiguiente, no se sabe con
certeza si el tejido congelado empleado en las pruebas de RT-PCR y en el cultivo realizados en los CDC era de higado o de bazo.

** Enlos CDC solo se pudo llevar a cabo la RT-PCR en un fragmento del genoma; se realizaron muchos intentos con todos los tejidos disponibles
y los resultados corresponden al rifién. Los datos parciales de la secuenciacion corresponden a 2870 bases (posiciones nucleotidicas 1550 a
2870y 6235 a 8435). La secuencia en estas regiones fue idéntica a la del lote semilla 17DD.
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Cuadro 6: Aspectos viroldgicos del caso 4

Fecha de la vacunacion: 24 de septiembre del 2007
Fecha de aparicion de la enfermedad: 1 de octubre del 2007

Caso 4, mujer de 49 aiios

Fecha de la muerte: 24 de octubre del 2007

Pruebas relacionadas con la
fiebre amarilla

Resultados de las pruebas segtin la ubicacion

Fecha de la

Prueba de laboratorio Muestra muestra * INS - Peru NMRCD - Perii () ]9 cDC
IgM mediante ELISA Suero 24-0Oct-07 Positiva Positiva Positiva
IgG mediante ELISA Suero 24-0ct-07 Negativa Negativa ok
PRNT Suero 24-0ct-07 NP NP >20.480
Cuantitativa PFUeq/ml
RT-PCR Suero 24-0ct-07 Positiva Negativa Negativa Negativa
Pulmon 24-0ct-07 NP NP NP NP
Muy débilmente
Higado 24-0ct-07 Positiva Negativa positiva 3,3/48
Rifidn 24-0ct-07 NP Negativa Positiva 10,464
Cerebro 24-0Oct-07 NP Negativa Dudosa NP
Cultivo Suero 24-0ct-07 | Sin crecimiento  Sin crecimiento NP *%*
Pulmoén 24-0ct-07 NP NP NP
Higado 24-0ct-07 | Sin crecimiento  Sin crecimiento NP ***
Rifion 24-0ct-07 | Sin crecimiento  Sin crecimiento NP
Cerebro 24-0ct-07 | Sin crecimiento  Sin crecimiento NP
Bazo 24-0ct-07 | Sin crecimiento NP NP
Histopatologia - Tincion IHC | Pulmoén 24-0ct-07 NP NP Negativa
Higado 24-0Oct-07 Positiva NP Negativa
Positiva -
Rifion 24-0ct-07 NP NP abundante
Cerebro 24-0ct-07 NP NP Negativa

NP = no procede (prueba no realizada)

*  Las muestras se obtuvieron el 25 de octubre del 2007; un dia después de la muerte del paciente.

**  La elevada actividad de fondo impidid la interpretacion.

*** Dado el muy reducido niimero de copias o la escasa deteccion de virus mediante la RT-PCR cuantitativa, no se intent6 cultivar las muestras.
Nota: En los CDC no se pudo obtener suficiente ARN de los tejidos como para realizar la secuenciacion.
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Estabilidad del virus del lote 050-VFA-121Z

Bio-Manguinhos (mediante los PNT actuales requeridos para la precalificacion de la OMS) y los CDC-FC también llevaron a cabo
estudios para verificar la estabilidad del virus del lote 050-VFA-121Z.

Bio-Manguinhos descubrié que no existia ninguna pérdida significativa en cuanto a infectividad (expresada como log,, PFU) en las
muestras del lote conservadas por el fabricante.

Datos del 12-4-07
4,90/dosis
4,70/dosis

Datos del 11-8-05
5,16/dosis
4,75/dosis

2-8°C
37°C durante 14 dias

En los CDC-FC se utilizaron viales no abiertos de la vacuna proporcionados por el INS en noviembre del 2007, se reconstituyé un vial
y se analizo su infectividad en células Vero. Los resultados fueron los siguientes (log10 PFU/ml):

Lote 050-VFA-119Z: 4,96 PFU/ml
Lote 050-VFA-121Z: 5,33 PFU/ml
Lote 050-VFA-123Z: 4,87 PFU/ml
Lote 050-VFA-124Z: 5,08 PFU/ml
Lote 050-VFA-125Z: 4,97 PFU/ml

Aunque los resultados obtenidos en los dos laboratorios no pueden compararse directamente, estos indican que los titulos detectados
en los lotes de la vacuna se mantenian dentro del intervalo de las especificaciones de potencia, a pesar de que la vacuna caducaba
en octubre del 2007. Por otra parte, los resultados indican que se habia mantenido la cadena de frio durante el transporte del lote
050-VFA-121Z, ya que este, antes de utilizarse en el Departamento de Ica, se habia transportado a diferentes lugares de Venezuela,
Bolivia y Per.

Heterogeneidad de los ARN virales en la poblacion de la vacuna

En los CDC-FC, se realizo la secuenciacion clonal de los ARN virales extraidos directamente de tres lotes de la vacuna (050-VFA-119Z,
-121y-123). Los ARN extraidos fueron amplificados mediante RT-PCR, empleando un estuche comercial de alta precision, y clonados
en vectores de Invitrogen TA. Se seleccionaron aleatoriamente noventa y seis colonias blancas de cada transformacion; y los plas-
midos recombinantes, amplificados directamente a partir de colonias de E. coli, se emplearon como plantillas para la secuenciacion
mediante una enzima de circulo rodante de gran precisién (polimerasa de Phi-29).

La secuenciacion clonal se centré tinicamente en el gen de la proteina E (con algtin gen NS1), entre los nucledtidos gendémicos 1249
y 2646. Se secuenciaron entre 75 y 78 clones seleccionados aleatoriamente de cada lote. Se contaron los cambios nucleotidicos ob-
servados en todos los clones y se clasificaron segtin condujeran a una sustitucion de aminoacidos o no (mutacion silenciosa). En el
cuadro 7 aparece un resumen de los resultados de la secuenciacion clonal.

Cuadro 7. Resultados de la secuenciacion clonal de tres lotes de la vacuna antiamarilica

. Numero (y porcentaje) Sustituciones nucleotidicas
Ntmero de clones » . - .
Lote e de clones variantes Con sustitucion Mutaciones Porcentaje del total con
Total o A
por lote de AA silenciosas sustitucion de AA
119 75 43 (57) 119 50 69 'y}
121 78 57 (73) 121 54 67 48
123 76 37 (49) 123 35 88 28

Este estudio descubrié que el porcentaje de sitios variables detectados mediante secuenciacion clonal en cualquier lote de la vacuna
era de 8,5 a 8,9%. Sin embargo, si se tenia en cuenta el nimero total de nucleétidos secuenciados [ntimero de cambios nucleotidicos/
(niimero de clones secuenciados x 1.397 pares de bases)], se obtenia un 0,11% de cambios nucleotidicos en los lotes 119y 121 y un
0,12% en el lote 123. El porcentaje global de sustituciones de aminoécidos [niimero de sustituciones/(nimero de clones secuenciados
X 466 aminodcidos)] fue de 0,14% en el lote 119, 0,15% en el lote 121, y 0,10% en el lote 123.
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En el apéndice, pueden consultarse los datos crudos correspondientes a los clones secuenciados. El niimero méximo de cambios
nucleotidicos observados en un clon fue de 7 (0,5% de cambios nucleotidicos), en el clon 11E del lote 119. El niimero maximo de
sustituciones de aminoacidos por clon fue de 4 (0,86% de AA cambiados), observado en cuatro clones de dos lotes (clones 6F y 11E
del lote 119, y clones 3D y 4B del lote 121). El sitio que experimentd mas frecuentemente una mutacion fue el correspondiente a
la posicion A2093, mutada en seis clones (todos ellos del lote 119). Hubo 16 posiciones nucleotidicas en que se observé la misma
mutacion en mas de un lote de la vacuna.

Es interesante sefialar que un clon del lote 121, el clon 3D, presentaba dos sustituciones de aminoécidos (AA) en regiones que corre-
spondian a epitopos importantes de células B: el AA de la proteina E en posicion 104, epitopo de células B reconocido por anticuerpos
monoclonales especificos para el grupo de los flavivirus (tales como los 4G2, 6B6C-1), y el AA de E en posicién 153, un residuo iden-
tificado mediante el estudio de variantes de escape a la neutralizacién, que emplea anticuerpos monoclonales humanos derivados de
personas vacunadas con 17D. También se habia observado previamente una sustitucion de aminodcidos en el AA de E en posicién 153
en otro caso de enfermedad viscerotrdpica (Martin y cols., Lancet 2001 358: 98-104). No se detecté ninguna de estas dos sustituciones
de AA en los lotes 119y 123.

Aunque la poblacion de variantes del lote implicado, el 121, es diferente de las de los otros lotes secuenciados, las secuencias con-
senso de las cepas procedentes de los drganos vitales de dos de los casos fatales no mostraron un dominio de las subpoblaciones
representativas de las mutaciones en E104 o E153, lo que indicaba que estas mutantes no habian pasado a ser dominantes in vivo y,
por consiguiente, era improbable que fueran responsables de los eventos mérbidos. Se acepta en general que la secuenciacion de
consenso es bastante sensible como para revelar la presencia de un virus mutante en el 10% de la poblacion total de viriones. Por lo
tanto, actualmente no hay indicios de que los virus mutantes aparentemente identificados in vitro existan in vivo, incluidos los tejidos
de los pacientes. Se desconoce si una poblacion viral minoritaria, aunque fuera virulenta, podria tener una expresién morbida.

Limitaciones de la secuenciacion clonal

Entre las limitaciones de la secuenciacion clonal, se reconocen las siguientes:
- el proceso de secuenciacion clonal podria conducir a la introduccion de cambios en los nucleétidos;

- no es posible determinar si los cambios observados podrian conducir a cambios fenotipicos o si todos los ARN virales se encuen-
tran en los virus infectantes; y

- solo se estudio la secuencia de la proteina E y no se exploraron otras zonas del gen que podrian influir en la virulencia de virus.

Resumen de la secuenciacion clonal

Los datos de la secuenciacion clonal del gen de la proteina E correspondiente a tres lotes de la vacuna indican que
existen clones variantes en cada uno de los lotes (49 a 73% de los clones) y que, aproximadamente, el 9% de la regién
secuenciada contiene secuencias variantes. Ya se habia sefialado anteriormente la heterogeneidad de los virus de la
vacuna antiamarilica. Los datos de la secuencia gendmica obtenidos a partir de las muestras de los pacientes indican que
ninguna de las variantes que aparecen en la poblacién de la vacuna se potenciaron en los pacientes hasta alcanzar un
nivel significativo que pudiera detectarse mediante la secuenciacién directa.

Posibilidad de que se segregue una poblacion variante de virus en un lote de vacuna

El director de produccion de la vacuna antiamarilica en Bio-Manguinhos resumid la situacion de la siguiente manera: supéngase un
ciclo corriente de produccion en el que se inoculan aproximadamente 2.400 huevos embrionados con una suspension del lote semilla.
Después de la incubacion, los embriones se recogen en grupos de 40 y se homogenizan. Se mezclan y se centrifugan los grupos de
40 de dos en dos. Se aspira el sobrenadante en un matraz que, después de que se le afiada un estabilizador, contendra aproxima-
damente 450 ml de suspension, equivalente a 80 embriones. Por consiguiente, la inoculacion de los 2.400 huevos producira al final
del dia 30 matraces de estas caracteristicas, cada uno de los cuales se somete a pruebas de potencia y esterilidad. Este grupo de 30
matraces se codifica y constituye la suspension viral intermedia. Cuando los procedimientos de control de calidad suministran los
datos en materia de potencia y esterilidad, ya se puede continuar su procesamiento. Para preparar un lote de la vacuna, se emplearan
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como minimo de seis a siete matraces, que se mezclan y formulan antes de proceder al envasado vy la liofilizacion. El procesamiento
de seis a siete matraces de la suspension viral intermedia proporcionara mas de 40.000 viales de 5 dosis. Por consiguiente, cada lote
contendra virus procedentes de 420 a 560 embriones.

Es evidente que el virus de un huevo “anémalo” podria acabar segregado en un solo lote. En consecuencia, la cantidad de virus
anomalo (la poblacion de un huevo con un cambio de nucledtidos o aminodcidos significativo en cuanto a virulencia) por dosis
seria aproximadamente de 50 PFU, suponiendo que el virus procedente de un huevo corresponde aproximadamente al 0,17% del
namero total de virus contenido en un lote constituido por 560 embriones y una dosis humana de 4,5 log10 PFU.

Discusion

El lote 050-VFA-121Z se administrd a 42.742 personas en el Departamento de Ica del Perti y, lamentablemente, cuatro de ellas mu-
rieron. Estas cuatro personas no estaban ubicadas en un zona especifica del Departamento y residian en tres de las cinco provincias
que componen el Departamento. Por otra parte, 20.432 personas residentes en el Departamento de Ica recibieron el lote 050-VFA-
123Z y no se notifico ningun ESAVI grave entre ellas. Es la primera vez que se notifica una agrupacion de defunciones después de la
administracion de un lote especifico de vacuna antiamarilica. Estudios anteriores de ESAVI indican que la incidencia de defunciones
consecutivas a la administracion de la vacuna antiamarilica es de 0,3 por 100.000, mientras que esta agrupacion representa una tasa
de 10 por 100.000. La probabilidad de que ello ocurra es de 0,00001, lo que indica que existen factores exclusivos de esta situacién
en el Perti. La hipotesis actualmente adoptada para explicar las defunciones es la intervencion de factores del huésped (genéticos
0 de respuesta inmunitaria) pero ello no es compatible con la agrupacién observada en el Pert. Los estudios viroldgicos realizados
posteriormente a las defunciones no han logrado determinar una intervencién del virus de la vacuna en las defunciones, con base en
los estudios llevados a cabo hasta la fecha. Aunque existen muchos puntos que son objeto de debate y que podrian generar hipétesis
que explicaran la agrupacion de muertes, el aspecto principal es la escasa investigacion llevada a cabo para investigar los ESAVI de
fiebre amarilla y la evidente necesidad de elaborar un programa de investigaciones para estudiar este tipo de eventos y de realizar
nuevos estudios sobre los casos ocurridos en el Perti. Este subcomité quisiera contribuir a tales estudios. En particular, es preciso que
se proceda a la recogida y almacenamiento ordenado de muestras de todos los casos de ESAVI de fiebre amarilla, con objeto de que
se puedan realizar estudios de investigacion sistematicos y uniformes de todos ellos, y que los datos sean comparables. Solo de esta
manera llegaremos a comprender el mecanismo de los ESAVI.
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