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La vacuna colombiana 17D contiene por
lo menos cuatro fenotipos, denominados
pequeño (0,3 – 1,2 mm), mediano (1,3 –
2,1 mm), grande (2,2 – 3,0 mm) y extra-
grande (>3,1 mm). La composición y
distribución porcentual de esos fenotipos
variaron entre lotes y entre ampolletas de
un mismo lote. Cada variante fue clonada
por dilución de la vacuna y su efecto viru-
lento fue analizado en ratones; el fenotipo
de placa pequeño estuvo ligeramente sub
representado en los lotes analizados y
mostró una virulencia similar a la de la
cepa silvestre neurotrópica francesa
(DL50 > 10-6), mientras que el fenotipo
predominante y más atenuado fue el me-
diano (DL50: 10-4). Los fenotipos grande
y extragrande mostraron una virulencia
intermedia (DL 50: 10– 5) con relación a los
anteriores. Los análisis de secuencia de
las variantes sobre una región comprendi-

da entre el extremo 3´NS5 y el inicio de
3´NCR mostró la cercanía entre aquellas
variantes con algún grado de virulencia, y
entre la variante atenuada y la vacuna co-
lombiana. La heterogeneidad de la vacu-
na 17D constituye una evidencia de la es-
tructura de cuasiespecies propia de los
virus RNA, y señala cómo los casos de
reacciones pos vacunales adversas pue-
den estar asociados con la aplicación de
vacunas fabricadas a partir de cepas vira-
les atenuadas.

virus fiebre amarilla,
vacuna 17D, flavivirus, efectos adversos
de la vacuna.

The Colombian 17D vaccine contains at
least four phenotypes denominated small
(0.3 – 1.2 mm), medium (1.3 – 2.1 mm)
large (2.2 – 3.0 mm) and extra-large
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(>3.1 mm). These phenotypes composi-
tion and percentage distribution vary bet-
ween different production lots and bet-
ween ampoules from a particular lot. Each
variant was cloned by diluting the vaccine
and its virulent effect was analysed in
young mice. The small plaque phenotype
was slightly under represented in the lots
analysed and showed similar virulence to
the neurotropic French wild strain (LD50

> 10-6), whilst the medium- sized phe-
notype predominated and was the most at-
tenuated (LD50: 10-4). The large and ex-
tra-large phenotypes showed intermediate
virulence (LD50: 10-5) regarding the ot-
hers. Sequence analysis of variants within
the region between the 3´NS5 end and the
beginning of 3´NCR showed the closeness
between those variants having some de-
gree of virulence and between the attenua-
ted variant and the Colombian vaccine.
The 17D vaccine’s heterogeneity constitu-
tes evidence of RNA virus quasi-specie
structure and shows how adverse yellow
fever vaccine reaction can be associated
with applying vaccines produced from at-
tenuated viral strains.

yellow fever virus, 17D
vaccine, Flavivirus, adverse vaccine
events.

A vacina colombiana 17D, contém pelo
menos quatro fenótipos, denominados pe-
queno (0.3 – 1.2 mm), médio (1.3 –
2.1mm), grande (2.2 – 3.0mm) e extra
grande (>3.1 mm). A composição e dis-
tribuição percentual destes fenótipos, va-
riou entre lotes e ampolas do mesmo lote.
Cada variante foi clonada por diluição da
vacina e seu efeito viral foi analisado em
ratos; o fenótipo da placa pequena, esteve

ligeiramente sub-representado nos lotes
analisados e mostrou uma virulência si-
milar a da cepa silvestre neurotrópica
francesa (LD50 > 10-6), enquanto que, o
fenótipo predominante e mais atenuado
foi o médio (LD50: 10-4). Os fenótipos
grande e extra grande mostraram um es-
tado viral intermediário (LD50: 10-5) com
relação aos anteriores. As análises da se-
qüência das variantes sobre uma região
compreendida entre o extremo 3´NS5 e o
início de 3´NCR, mostrou a proximidade
entre aquelas variantes com algum grau
de virulência, e entre a variante atenuada
e a vacina colombiana. A heterogeneida-
de da vacina 17D, constitui uma evidê-
ncia da estrutura de qualquer espécie pró-
pria do vírus RNA e assinala como os
casos de reações pós vacinação adversas,
podem estar associadas com a aplicação
das vacinas fabricadas a partir das cepas
virais atenuadas.

vírus febre amarela,
vacina 17D, flavivius, efeitos adversos da
vacina.

La fiebre amarilla es una enfermedad vi-
ral que produce disfunción hepática y re-
nal, choque circulatorio y hemorragia. El
virus pertenece a la familia flaviridae, y
su transmisión selvática y urbana en áreas
subtropicales la efectúan mosquitos de los
géneros hemagogus y Aedes aegypty, res-
pectivamente (1).

El virus parental de la fiebre amarilla
fue aislado en Ghana en 1928 (2, 3) y ate-
nuado por pases sucesivos en cultivo de
tejidos de ratón y de pollo, dando lugar a
la cepa vacunal 17D (4), a partir de la cual
se derivaron las subcepas 17D 204 y 17D.
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Colombia fue uno de los países autori-
zados por la Organización Mundial de la
Salud (OMS) para producir la vacuna.
Inicialmente, utilizó como semilla la
subcepa Colombia 88 derivada de la 17D
204; sin embargo, posteriormente el
Instituto Nacional de Salud estuvo produ-
ciendo la vacuna hasta el año 2003 a partir
de una semilla importada de Biomanguin-
hos, Brasil.

La vacuna viva atenuada desarrollada en
1937 por Theiler y Smith en la Fundación
Rockefeller (5) ha sido considerada como
una de las más seguras y eficaces, con algu-
nos casos esporádicos de reacciones adver-
sas (6) y un solo caso fatal en 1966 (7); sin
embargo, entre 1996 y 2001 se reportaron
16 casos reconocidos como falla multisisté-
mica asociada a la vacunación (8-13); dos
casos adicionales de enfermedad viscero-
trópica (YEL-VD) y cuatro casos de enfer-
medad neurotrópica (YEL-ND) fueron re-
portados en el año 2002 (14); desde finales
de los noventa hasta 2006, se han registrado
en el mundo 36 casos de enfermedad visce-
rotrópica asociada a la aplicación de la va-
cuna producida en diferentes países (15,
16), y como consecuencia la seguridad de la
vacuna se comenzó a cuestionar (9, 12, 15,
17, 18).

El análisis de los informes de vigilan-
cia pos-vacunal en Europa después de la
distribución de más de tres millones de
dosis de ARILVAXTM permitió conocer
que entre 1991 y 2001 se presentaron cua-
tro casos de efectos adversos relaciona-
dos con viscerotropismo y cuatro con
neurotropismo (19); posteriormente, se
informó un caso de enfermedad vis-
cerotrópica en una mujer joven, quien
murió después de haber sido vacunada
con la subcepa 17D 204 en España (18).

Mientras la enfermedad neurotrópica
asociada a la vacunación ha sido recono-
cida desde hace 60 años, la enfermedad
viscerotrópica sólo lo ha sido muy recien-
temente (15, 18-20).

Lo anterior sugiere que no se puede
desconocer una relación directa entre la
vacuna misma y sus efectos adversos, y
que el número de casos muy seguramente
está subestimado por falta de control
pos-vacunal.

La mayoría de los investigadores con-
sidera que los efectos adversos asociados
a la vacuna están ligados a factores gené-
ticos o a reacciones idiosincráticas del
huésped (9, 12, 21, 22); sin embargo, no-
sotros pensamos que la heterogeneidad de
la vacuna (23-26) es un factor importante
que debe ser considerado.

Aunque Liprandi mencionó que la cepa
utilizada en Suramérica era homogénea
en cuanto a sus características fenotípicas
(23), no hay datos reportados hasta la fe-
cha. En este estudio, se caracterizó bioló-
gicamente (tamaño en placa, virulencia
en ratones y secuencia genómica) la vacu-
na producida en Colombia, como un pri-
mer paso para validar la hipótesis que se
plantea sobre el compromiso de la
preparación vacunal con los problemas
que está produciendo.

Para el cultivo del virus se utilizaron célu-
las Vero (ATCC – CCL 81); para los aná-
lisis morfológicos del virus se partió de
ampolletas liofilizadas procedentes de los
lotes 685 y 771 producidos en el Instituto
Nacional de Salud (INS) en los años 1998
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y 2000, respectivamente. La vacuna pro-
cedente del lote 685, considerada como
de referencia por el INS, tenía un título de
1,7x106 UFP/mL y la del lote 771,
1,9x104 UFP/mL.

Las cepas silvestres Neurotrópica
francesa (B-569) y Asibi (B-570) se em-
plearon como controles positivos de cre-
cimiento e infección viral, tanto en los ex-
perimentos de análisis morfológicos
como en los de virulencia en ratones.

Básicamente se utilizó el mismo método
recomendado por la Organización Mun-
dial de la Salud para probar la potencia de
la vacuna (27). Brevemente, los cultivos
confluentes de células Vero (células de ri-
ñón de mono), se crecieron en cajas de Pe-
tri de 90 mm2 o en cajas de cultivo de 24
pozos, y se inocularon con la suspensión
viral (1 mL y 100 �L, respectivamente).
Después de permitir la adsorción del virus
por 1 h a 37 oC en una atmósfera de 5% de
CO2, la monocapa de células se cubrió con
10 mL de 0,5% de agarosa (Sigma A4018)
en medio M-199 (Gibco- BRL) suplemen-
tado con 4% de suero fetal bovino (SFB).
Después de 8 días de incubación, las célu-
las se fijaron por 30 minutos con formal-
dehido al 8% y se tiñeron con cristal viole-
ta al 1% en metanol al 70%.

De cada lote de producción constituido
por 10.000 ampolletas, se analizaron 25
escogidas aleatoriamente (n = 25) me-
diante el programa estadístico Statistical
Analisis System (SAS), fijando un nivel
de confianza de 90% y una prevalencia de
0,9. Cada ampolleta se resuspendió en 1

mL de medio M-199, se diluyó hasta
1024 (factor 1:4) con el mismo medio, y
se inoculó sobre células Vero confluentes
en cajas de Petri de 90 mm, las cuales se
cultivaron como se describió anterior-
mente. Como control positivo de infec-
ción se utilizó la cepa silvestre Asibi
(B-570), y como control de crecimiento
celular se utilizaron monocapas de célu-
las Vero sin infectar. El diámetro en mm
de las placas virales se midió a través de
un estereoscopio Zeiss (Stem 2006, obje-
tivo 10X, zoom 1X) equipado con una re-
glilla en el ocular; para el análisis de los
datos se utilizó el programa SAS.

El aislamiento de las variantes de placa a
partir de la vacuna se hizo por dilución lí-
mite hasta obtener placas individuales; la
vacuna fue resuspendida en 1 mL de me-
dio M-199, y diluida serialmente (factor
1:4), como recomienda el protocolo de la
OMS para la determinación de la potencia
de la vacuna (27). De la dilución 1:4096,
se utilizaron por duplicado 25, 50 y 100
�L en cada ensayo.

Después de 8 días de cultivo, se separó
el sobrenadante de cada pozo y se mantuvo
en hielo hasta definir la presencia de una
sola placa, por coloración con cristal viole-
ta. Los sobrenadantes de los cultivos con
placas individuales (Figura 1), fueron crio-
preservados en DMSO al 7%, FSB al 10%,
por 1 hora a 4 oC, seguido de 1 hora a –20
oC, y finalmente almacenados a –70 oC. Si-
guiendo el criterio de Liprandi (23), cuando
la infectividad de los cultivos mostró placas
individuales (Figura 1), los sobrenadantes
se consideraron “variantes purificadas”.
Para confirmar los rangos de tamaño, cada
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variante se pasó una vez en cultivo siguien-
do el procedimiento ya descrito.

Siguiendo las recomendaciones de la
OMS, se utilizaron familias de seis rato-
nes (cepa ICR Swiss albino), hembras de
cuatro semanas, las cuales fueron inocu-
ladas intracranealmente y por duplicado
con 0,02 mL de las diluciones 10-4, 10-5 y
10-6 de cada variante. Se utilizaron títulos
del orden de 106 UFP/mL. Además de los
controles de infección, se utilizó, como
control de inocuidad, una mezcla del
medio criopreservante (DMSO, SFB,
medio M-199) y BSA (diluyente de la
cepa silvestre liofilizada), y como control
negativo se mantuvo una familia de seis
ratones sin infectar.

Durante 21 días se controló la apari-
ción de síntomas de la enfermedad (pos-
tración, adinamia, pérdida de peso, tem-
blor, incordinación motora y parálisis de
miembros posteriores), así como el nú-
mero de ratones muertos. Se calculó la

dosis letal 50 (DL50) utili-
zando el método de Reed
and Muench (28), y se es-
tableció la significancia
estadística de los resulta-
dos mediante la prueba de
comparación de medias
de Tukey (29).

La extracción y purifica-
ción del RNA viral se
hizo utilizando el Kit
High Pure Viral Nucleic
Acid (ROCHE), de
acuerdo con las recomen-

daciones del fabricante. Brevemente, se
tomaron 200 �L de la preparación viral y
se mezclaron con 200 �L de solución de
lisis (6 M guanidina HCl, urea 10 mM,
Tris-HCl 10 mM, triton X100 20%,
4mg/mL poli A-RNA) y 1,8 mg/mL de
proteinasa K. La mezcla, se incubó a 72
oC por 10 minutos, se mezcló con 100 �L
de isopropanol al 100% y se filtró a través
de una membrana de fibra de vidrio per-
mitiendo un tiempo de contacto de un mi-
nuto. Se centrifugó a 8000xg por 1 minu-
to y se lavó una vez con 500 �L de
tris-HCl 20 mM, guanidina HCl 5 M, pH
6,6, y dos veces con 450 �L de NaCl 20
mM, Tris HCl 2 mM, pH 7,5. El RNA,
se eluyó con agua libre de nucleasas y se
congeló a –70 oC.

Los genes completos de las proteínas E y
NS4A, y parte de la proteína NS5 y de la
región 3´ no codificadora (fragmento
CS2), se amplificaron utilizando las se-
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Placas individuales obtenidas in vitro por dilución de la vacuna
17D. Los sobrenadantes de cultivos con una única placa se almacenaron a
–70 oC como variantes de la cepa vacunal.
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Extra-grande

15-181202 100

11-170203 100

36-100203 100

17-300103 100

21-070203 100

Grande

22-060103 100

31-300103 100

30-170203 100

54-170203 100

16-300103 100

3-070203 60 33 7

14-170203 92 8

53-170203 100

24-300103 100

67-170203 88 12

1-260303 91 6 3

9-260303 100

50-170203 100

45-170203 66 17 17

52-170203 100

11-100303 100

32-100303 92 4 4

Mediana

30-300103 100

40-100203 33 53 13

10-300103 26 57 17

80-170203 100

79-210203 100

78-060103 100

19-300103 100

74-170203 100

Confirmación de los tamaños de placa de las cuatro variantes encontradas en la vacuna
colombiana 17D. Las placas individuales aisladas por dilución de la vacuna se pasaron una vez
en cultivo in-vitro sobre células Vero, y su tamaño se determinó como se describió en materiales
y métodos. En gris aparecen los clonos seleccionados para las dos pruebas de neurovirulencia en
ratones



cuencias iniciadoras que aparecen en la
Tabla 2. Para la transcripción reversa y la
síntesis de cDNA, se usó el Kit ThermoS-
criptTM RT-PCR System (Invitrogen). Se
tomaron 0,5 �L de la preparación de
RNA obtenida a partir de 106 UFP/mL;
para la proteína E, se usó como iniciador
un E antisentido, y para NS4A y el frag-
mento CS2, hexámeros construidos al
azar (provistos por el kit).

Las reacciones de PCR se realizaron
utilizando 2 �L de la preparación de
cDNA, 1,5u DNA polimerasa (High
Platinum Taq Polimerasa, Invitrogen),
2,5 mM de MgSO4, 0,2 �M de cada uno
de los iniciadores específicos y 5 �L de
solución tampón (600 mM Tris-SO4 pH
8,9, 180 mM sulfato de amonio). La de-
naturación inicial fue a 94 oC por 5 minu-
tos, seguida de 30 ciclos de amplifica-
ción (95 oC por 1 min, 54 o 62 oC, por 1
min y 72 oC por 1,5 min) y de una exten-

sión a 72 ºC por 5 minutos. Los produc-
tos de amplificación se separaron por
electroforesis en geles de agarosa (sigma
9539) al 1%, se purificaron y se secuen-
ciaron en ambos sentidos con los mismos
iniciadores utilizados en las reacciones
de PCR y mediante un sistema comercial
(MACROGEN Inc.).

Las secuencias de nucleótidos de los
genes E, NS4A y la región 3’NCR fue-
ron comparadas con las reportadas para
cepas prototipo de fiebre amarilla: Asibi
(Gen Bank K02749) y 17DD (Gen Bank
U17066) por alineamientos múltiples
con el programa Clustal W 1.6 (30). Los
parámetros de alineamiento fueron por
defecto, de acuerdo con lo preestableci-
do por el programa. La secuencia dedu-
cida de aminoácidos se obtuvo mediante
el programa TransSeq de EMBOSS, e
igualmente se compararon con las repor-
tadas para las cepas parentales.
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34-100303 100

69-100303 7 93

34-260203 100

39-260203 100

1-170203 30 58 12

77-260203 16 84

63-100303 93 7

67-100303 78 22

Pequeña

44-060103 100

20-100203 100

80-210203 100

51-260203 100

2-210203 100

Continuación



Las diferencias de secuencia entre las
poblaciones derivadas de la vacuna con
las cepas Asibi y 17D original, se analiza-
ron mediante algoritmos UPGMA (Mega
2 program) (31) construidos con base en
una secuencia de 302 nucleótidos del ex-
tremo 3´terminal del gen NS5, seguida de
375 nucleótidos de la región 3´ no codifi-
cadora (fragmento CS2) para las cuatro
variantes de placa.

La distancia genética se determinó por el
método de la distancia proporcional (Dis-
tancia-p) dando igual peso a las transicio-
nes y transversiones para las tres posicio-
nes del codón. La construcción de los
árboles filogenéticos se hizo de acuerdo
con Saitou, 1987 (32).

El cultivo in vitro del virus procedente de
los dos lotes de vacuna producidos en Co-
lombia mostró placas de lisis de tamaños
diferentes, lo cual indica la presencia de
por lo menos cuatro variantes fenotípicas;
el diámetro en mm de las placas varió en-
tre 0,3 y 4,0 mm. Según los análisis esta-

dísticos, la distribución por tamaño de
esas variantes en la vacuna fue heterogé-
nea y permitió distinguir placas pequeñas
(0,3-1,2 mm), medianas (1,3-2,1 mm),
grandes (2,2-3,0 mm) y extra-grandes
(�3,1 mm). La composición porcentual
de cada variante fue diferente por lote,
entre lotes y aun entre ampolletas del mis-
mo lote (Figuras 2 y 3).

El tamaño de cada variante fue confir-
mado por re-infección de células Vero.
Con las variantes pequeñas y extra-gran-
des, el tamaño de las variantes obtenidas
después de un solo pase en cultivo corres-
pondió al establecido previamente (Tabla
1). Con las placas grandes, la progenie
correspondió a una mezcla de placas me-
dianas y pequeñas, y a su vez el fenotipo
de placas medianas originó una mezcla de
placas grandes y pequeñas, cuyo porcen-
taje fue variable en los diferentes ensayos
(Tabla 1); sin embargo, en todos los casos
hubo un predominio superior al 50% del
fenotipo inicialmente definido.

En 1981, Liprandi había reportado la
presencia de variantes de placa en las pre-
paraciones 17D Inglesa y Surafricana, las
cuales diferían en virulencia, y había se-
ñalado que la cepa usada en Suramérica
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E sentido 5’-gctcactgcattggaattac-3’ 974 - 993 1478 54

E antisentido 5’-cgccccaactcctagagacag-3’ 2452 - 2433

NS4A sentido 5’-ggagctgctgaagtgctagttg-3’ 6440 - 6461 481 62

NS4A antisentido 5’-tcagataagctcacccagttg-3’ 6920 - 6901

3NS5-3´NCR NS5 5’-gagtggatgaccacggaagacatgc-3’ 10052 - 10076 678 62

3´NCR 5´-ggggtctcctctaacctctagtcc-3’ 10729 - 10706

Iniciadores utilizados para secuenciar los genes marcadores de atenuación/virulencia en
el virus de la fiebre amarilla. Se secuenciaron los genes de la proteína E, NS4A, y el fragmento
3´NS5-3´NCR en la vacuna colombiana y las cuatro variantes de placa derivadas de ella



tenía una distribución homogénea en
cuanto al tamaño de placa (23). Sin em-
bargo, en este estudio, en dos lotes de la
vacuna que se produjo en Colombia con
una diferencia de dos años, se demostró
que existen por lo menos cuatro variantes
fenotípicas representadas por diferentes
tamaños de placa producidos en cultivo in

vitro, que van desde muy pequeñas a ex-
tra-grandes de acuerdo con los rangos es-
tablecidos.

Los rangos de tamaño reportados por
Liprandi para la subcepa 17D son simila-
res a los encontrados en la vacuna colom-
biana, mas no la composición porcentual,
la cual es diferente entre los dos lotes ana-
lizados (Tabla 3); el fenotipo predomi-

nante en las cepas 17D analizadas por Li-
prandi fue el grande (23), mientras que en
la vacuna colombiana fue el mediano.
Adicionalmente, en la vacuna colombia-
na se advirtió la presencia de un fenotipo
de mayor tamaño (�3,1 mm) no reportado
anteriormente, que se reconoció como tal
bajo un estricto control de las condiciones
de cultivo, para descartar la posibilidad
de artefactos experimentales.

Después de casi tres décadas desde las
primeras observaciones de Liprandi, y a
pesar de los reportes de estabilidad de las
cepas vacunales, no se puede descartar
que esta población corresponda a una va-
riante seleccionada del virus o a un pro-
ducto de mutaciones en el genoma (23,
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Porcentaje de distribución de las variantes de placa en dos lotes de la vacuna colombiana 17D pro-
ducidos con dos años de diferencia. lote 685 lote 771. Variantes: pequeña (0,3 – 1,2 mm), mediana (1,3
– 2,1 mm), grande (2,2 – 3,0 mm) y extra-grande (>3,1 mm).



33), que desde luego tendría que compro-
barse por otros estudios.

La gran variabilidad encontrada en la
distribución y composición viral entre
ampolletas de un mismo lote (Figura 3),
fue evidente en 84% de las ampolletas
analizadas. Es importante señalar que
aunque en los dos lotes predominó ligera-
mente la variante de placa más atenuada
(fenotipo mediano) (Figuras 2 y 3), en al-
gunas ampolletas (Nos. 1, 3, 7, 8 y 12)
(Figura 3) la variante más virulenta (feno-
tipo de placa pequeña) mostró el mayor
crecimiento con respecto a las otras.
Estos resultados establecen la posibilidad
de que en el huésped pueda llevarse a
cabo una selección preferencial de alguna
de esas poblaciones que por sus caracte-
rísticas biológicas potencie la enferme-
dad, lo cual explicaría por qué con los
mismos lotes se pueden obtener respues-
tas diferentes en individuos susceptibles

vacunados con “la misma preparación”.
Sin embargo, para confirmar esta hipóte-
sis es preciso continuar con la caracteri-
zación de las subcepas virales utilizadas
en la fabricación de la vacuna.

En el proceso de aislamiento y confir-
mación de tamaños de las variantes, en al-
gunos casos aparecieron poblaciones mez-
cladas, posiblemente como resultado de
fallas en el procedimiento de aislamiento
más que de mutaciones ocurridas durante
la amplificación en cultivo (Tabla 1).

Para los ensayos de virulencia se utiliza-
ron aquellas placas que en el primer pase
en cultivo dieron una progenie fenotípica-
mente igual a la de origen (Tabla 1, som-
breados en gris). Las variantes virales
presentaron títulos en un rango entre 106y
108 UFP/mL, correspondiendo los más
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Composición y distribución porcentual de las variantes de placa en diferentes ampolletas del lote va-
cunal 685, siguiendo el diseño experimental descrito en materiales y métodos. El número de placas está referi-
do al volumen total de reconstitución de cada ampolleta. El lote 771, mostró la misma tendencia.



bajos al fenotipo de placa pequeña y el
más alto al mediano. Para los otros dos fe-
notipos, los títulos fueron similares (106 a
108 UFP/mL). Esporádicamente se obtu-
vieron títulos por debajo de 104 UFP/mL
o por encima de 109 UFP/mL.

La obtención de títulos mayores en la
población atenuada con respecto a la viru-
lenta, en la cual el crecimiento mostró un
orden de magnitud menor, puede estar re-
lacionada con la generación de partículas
defectuosas durante la replicación.

En los ratones inoculados con la cepa
silvestre, al cuarto día se observaron los
primeros síntomas de decaimiento, inac-
tividad, postración, pérdida del apetito,
erizado del pelaje (pilorización), en algu-
nos casos temblores, incoordinación mo-
tora, afección de los ojos y hasta parálisis
de uno de los miembros posteriores. Al
quinto día, empezaron a producirse las
muertes, y al octavo, ya habían fallecido
todos.

Generalmente, al sexto día de inocula-
ción, se presentaron los primeros sínto-
mas de enfermedad, como inapetencia y

pilorización; el fenotipo de placa pequeña
exacerbó los síntomas al séptimo día, ge-
nerando postración, temblor e incoordi-
nación motora, y produciendo las prime-
ras muertes al octavo día, en una mayor
proporción que para las otras variantes.
Esta tendencia de mayor letalidad (83%)
se mantuvo durante los días siguientes,
hasta que prácticamente se eliminó 80%
de los animales. Los fenotipos de tamaño
grande y extra-grande mostraron un com-
portamiento muy similar (58% y 51%,
respectivamente) mientras que el de placa
mediana fue el más benigno permitiendo
síntomas leves y una menor letalidad
(35%). La comprobación de estos resul-
tados mediante un segundo experimento
mostró tendencias similares.

Los ratones de los controles negativos,
una vez terminado el experimento, fueron
retados con la cepa silvestre para confir-
mar su susceptibilidad al virus de la fiebre
amarilla, obteniéndose una mortalidad de
100% entre el día quinto y octavo después
del reto. Los controles de inocuidad per-
manecieron normales.
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Extra-grande > 3,1 10 25 - - - -

Grande 2,2 – 3,0 30 24 1,3 – 2,7 58 1,3 – 2,7 94

Mediana 1,3 – 2,1 40 28 0,8 – 2,0 24 0,8 – 2,0 -

Pequeña 0,3 – 1,2 20 23 0,5 – 1,0 18 0,5 – 1,0 6

Rango de tamaños y composición porcentual de las variantes de placa presentes en las ce-
pas 17D africana, inglesa y colombiana

(a) Resultados de este estudio.
(b) Liprandi, 1981 (23).
(-): No reportado.
Los fenotipos predominantes se resaltan en gris.



En la Tabla 4 se muestran los valores
calculados de DL50. Los más altos (10-4)
correspondieron a la variante de tamaño
mediano, y los más bajos (10-6) a la de ta-
maño pequeño, mientras que para el ex-
tra-grande y el grande estuvieron en el
mismo orden de magnitud (10-5). Las di-
ferencias en la virulencia así calculadas
(método de Reed and Muench) fueron es-
tadísticamente significativas, lo cual per-
mitió establecer tres categorías de viru-
lencia: atenuada (variante mediana),
virulenta (variante pequeña) y mediana-
mente virulenta (variantes grande y extra-
grande).

Puesto que los virus del género flavivi-

rus, familia Flaviviridae, son general-
mente neurotrópicos y exhiben varios
grados de neurovirulencia en roedores y
en primates (33, 34), es posible distinguir
diferencias entre las cepas del virus de la

fiebre amarilla, precisamente con base en
esas características. La Organización
Mundial de la Salud apoyada en esos cri-
terios, establece los procedimientos para
los estudios de potencia y la determina-
ción de la DL50 de la vacuna, dentro de los
cuales, la utilización de familias de ani-
males, así como el número para utilizar
por experimento están indicados; aquí, se
establecieron las diferencias en virulen-
cia entre las variantes encontradas en la
vacuna colombiana, siguiendo esas direc-
trices (27, 33, 34).

Con la utilización de las progenies que
en un solo pase en cultivo generaron los
tamaños predeterminados para cada una
de ellas, se buscó asegurar que la patolo-
gía provocada en el huésped correspon-
diera a cada variante específica, y con el
manteniendo de los mismos títulos para
todas se quiso asegurar que el efecto viru-
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Extra-grande 15-181202
10-4 07/9 78

10-5

10-5 04/10 40

10-6 02/12 17

Grande 11-100303
10-4 09/11 82

10-5

10-5 05/10 50

10-6 02/11 18

Mediana 63-100303
10-4 05/8 63

10-4

10-5 02/9 22

10-6 0/13 0

Pequeña 20-100203
10-4 14/14 100

10-6

10-5 08/9 89

10-6 03/7 43

Determinación de DL50 para las variantes de placa aisladas de la vacuna colombiana
17D. Ratones hembras de cuatro semanas, tipo ICR cepa Suizo, inoculadas por duplicado intra-
cranealmente con 0,02 ml de las diluciones de cada una de las variantes. Durante 21 días se obser-
varon los síntomas característicos de fiebre amarilla y la mortalidad

* Para los cálculos se utilizó el método de Reed and Muench.



lento no estuviera influido por la cantidad
de virus inoculado.

Los resultados de dos experimentos
permitieron establecer que el fenotipo de
placa mediana se comportó en forma simi-
lar al virus vacunal, el de placa pequeña a
la cepa silvestre, mientras que los grandes
y extra-grandes tuvieron un comporta-
miento intermedio entre los anteriores.

En los dos lotes analizados hubo un li-
gero predominio del fenotipo atenuado;
sin embargo, es importante tener en cuen-
ta que la variante más virulenta, aunque
solo representó 20% de la población viral
total, no se debe considerar despreciable,
máxime si se tiene en cuenta que la posibi-
lidad de selección preferencial durante la
replicación del virus puede ser favorecida
por el huésped en virtud de su idiosincra-
sia. Esto podría ser una causa potencial de
los problemas adversos de la aplicación
de una vacuna heterogénea como la que se
tiene hasta el momento.

El análisis de secuencia de cada variante
de placa se hizo sobre tres regiones del
genoma, en las cuales se han reportado
eventos de mutación asociados con ate-
nuación/virulencia (35-40). Los tres frag-
mentos de DNA amplificados para los ge-
nes de las proteínas E, NS4 y la región
NS5-3´NCR (CS2) correspondieron en
tamaño a lo esperado para las variantes
analizadas. Las comparaciones de se-
cuencia de nucleótidos y su respectiva se-
cuencia de aminoácidos, deducida de la
secuencia de las proteínas E y NS4A, no
evidenciaron cambios entre la vacuna co-
lombiana y las cuatro variantes fenotípi-
cas aisladas. La región denominada CS2,

constituida por la porción terminal del
gen de la proteína no estructural NS5 y
parte de la región 3’no codificadora (41),
permitió encontrar diferencias en el agru-
pamiento de las variantes derivadas de la
vacuna colombiana, que se muestran en la
Figura 4.

Los alineamientos múltiples para los
genes E y NS4, no mostraron mutaciones
que pudieran asociarse con reversión a
virulencia, como se hubiera esperado es-
pecialmente para las variantes de placa
pequeña.

El hecho de que la secuencia de la vacu-
na colombiana, al igual que la de otras va-
cunas, corresponda al promedio de todas
las variantes que contienen, disminuye la
posibilidad de encontrar diferencias entre
ellas después de su aislamiento. Sin em-
bargo, no se puede descartar que haya
cambios en otras regiones del genoma que
expliquen el comportamiento virulento o
atenuado de las variantes, y por ello pro-
ponemos continuar los estudios sobre
otros genes y sobre el material aislado de
los ratones después de la infección.

Los análisis de distancias genéticas
obtenidos para las variantes de placa, las
cepas parentales (Asibi y 17D) y la vacu-
na colombiana (Figura 4A), muestran un
agrupamiento entre ellas de acuerdo con
su efecto virulento en ratones y la cerca-
nía con la vacuna colombiana. La separa-
ción entre la cepa parental Asibi y la va-
cuna 17D original (tomada de la
literatura) se mantiene como era de espe-
rarse. El análisis molecular de las cuatro
variantes de placa presentes en la vacuna
colombiana basado en el fragmento CS2
muestra las distancias que existen entre
ellas, el agrupamiento alrededor de la va-
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cuna colombiana analizada y la lejanía
que han ido ganando con respecto a la
preparación original (Figura 4), lo cual
podría asociarse con la aparición de nue-
vos fenotipos.

Vale la pena destacar que en los dos
casos, la variante atenuada está más cerca
de la cepa vacunal que aquella que pre-
sentó la mayor virulencia en ratones. El
hecho de que los fenotipos atenuados
(CS2-63-1 y CS2- 79-1) estén más cerca-
nos a la vacuna que aquellos con algún
grado de virulencia, establece la posibili-
dad de trabajar en la selección de varian-
tes con características óptimas que pue-
dan sustituir la semilla heterogénea actual

y evitar posiblemente los problemas que
está originando. Desde luego, debe tener-
se especial cuidado en escoger variantes
que conserven la eficacia de la vacuna ac-
tual, de tal forma que pueda obviarse el
argumento de mantener la heterogenei-
dad para preservar la eficacia de acuerdo
con lo expuesto por Barret (42).

1. Se demostró que la cepa vacunal uti-
lizada para la fabricación de la vacuna co-
lombiana contra la fiebre amarilla posee
por lo menos cuatro variantes fenotípica-
mente diferenciadas por el tamaño de pla-
ca producido en cultivo in vitro.
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Análisis de secuencia de las variantes de placa de la vacuna colombiana 17D. Se utilizó un fragmento
de 302 pb del extremo 3´NS5 seguido de 375 pb de la región 3´NCR. Los alineamientos se hicieron utilizando
el programa Clustal, y los dendogramas se construyeron mediante algoritmos UPGMA con el programa Mega
2. . Primer experimento: variante pequeña (clon 20-2), mediana (clon 63-1), grande (clon 11-1) y ex-
tra-grande (clon 15-1). Segundo experimento: variante pequeña (clon 51-1), mediana (clon 79-1), grande
(clon 31-2) y extra-grande (clon 21-1).



2. Se definió un fenotipo de gran tama-
ño (placas extra-grandes) presente en los
dos lotes analizados, no reportado
anteriormente.

3. Se demostró una correlación con
significancia estadística entre las varian-
tes aisladas y su efecto de virulencia en
ratones, lo cual sugiere que la heteroge-
neidad de la vacuna puede ser un factor
determinante en la aparición de efectos
adversos, debido a la posibilidad de am-
plificación selectiva de una variante por
un huésped determinado.
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