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SINTESIS

En la actualidad no existe una vacuna efectiva contra el célera ni un modelo
animal que reproduzca por si solo todos los sintomas y signos de la enfermedad,
por lo que para el desarrollo y produccion a escala industrial de un candidato
vacunal cubano, fue necesario realizar estudios clinicos en humanos. Se
realizaron durante seis afios, en el periodo comprendido entre junio de 1997 y
julio del 2003, 12 ensayos clinicos con la participacion de 174 voluntarios sanos
en los que se evaluaron un conjunto de cepas de V. cholerae atenuadas
genéticamente, como candidatos a una vacuna contra el célera. Como resultado,
se selecciond la cepa atenuada 638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa como la
candidata mas promisoria. Esta cepa fue sometida a estudios clinicos de reto en
voluntarios sanos, primero ante una cepa modificada genéticamente pero no
suficientemente atenuada y, posteriormente, ante una cepa virulenta de V.
cholerae. En ambos estudios, la cepa 638 evidencié una proteccién contra las
diarreas. Estos resultados propiciaron el escalado tecnolégico y farmacéutico del
candidato vacunal y la obtencion del registro del producto cubano contra esta
enfermedad, denominado vax-COLER. En el Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri (IPK) se pueden realizar validaciones clinicas de vacunas que

requieren ensayos clinicos complejos y costosos.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AMP.: Adenosin monofosfato ciclico.

BPC: Buenas practicas clinicas.

CE: Comités de ética

CECMED: Centro para el Control de la Calidad de los Medicamentos.
CENCEC: Centro Nacional Coordinador de Ensayos Clinicos
CENIC: Centro Nacional de Investigaciones Cientificas.
CNSB: Centro Nacional de Seguridad Bioldgica.

CT: (Siglas en inglés) toxina del célera.

CTA;: (Siglas en inglés) Subunidad A; de la toxina del colera.
CTA.: (Siglas en inglés) Subunidad A, de la toxina del colera.
CVD: (Siglas en inglés) Centro de Desarrollo de Vacunas
IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

LPS: Lipopolisacérido.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud.

TGO: Transaminasa glutamica oxalacética.

TGP: Transaminasa glutamica piravica.

UARB: Unidad de Aislamiento para riesgos biolégicos.
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UFC: Unidades formadoras de colonias.
VDRL: (Siglas en inglés) Investigacion de laboratorio de enfermedad
venérea.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

I. INTRODUCCION

El cdllera es causado por Vibrio cholerae Ol y 0139 y es la mas temible
enfermedad diarreica epidémica, debido a su severidad (Handa, 2010). Durante
la colonizacién del intestino delgado humano, la bacteria virulenta segrega una
potente enterotoxina que causa el cuadro diarreico (Kaper et al, 1995; Goldman
y Ausiello, 2008). Esta presente en los paises subdesarrollados estrechamente
ligados a la pobreza, al saneamiento deficiente y a la falta de agua potable

(OMS, 20109

La actual séptima pandemia de cOlera llega a Latinoamérica en 1991 por la costa
de Peru, y se propaga como una epidemia explosiva a casi toda América del Sur
y Central, y a México, sin embargo, no alcanza a las islas del Caribe (Tauxe et

al, 1995).En Octubre del 2010 se hace presente en Haiti (OMS; 2010P).

En el informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2010

(OMS, 2011) se reportd 317 534 casos y 7 543 defunciones a nivel mundial, con
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aumento del 43% del niumero de casos y del 52 % de los fallecidos. Este
incremento respecto al afio anterior se debié a una gran epidemia que comenzd
en Haiti en Octubre del 2010, luego de haber sufrido este pais un devastador
terremoto que destruyd su ya ineficiente estructura sanitaria (CDC, 2010%).

En la actualidad no existe una vacuna efectiva contra el célera (OMS, 2010%).
Las vacunas parenterales desarrolladas contra la enfermedad estdn compuestas
por toxinas o bacterias inactivadas, y confieren una proteccion limitada y de corta
duracion, ademas, son muy reactogénicas por lo que su uso ya no se

recomienda por las autoridades de salud (OMS, 2008; OMS, 2010%).

En el mundo estan disponibles solo dos vacunas orales compuestas por células
inactivadas de V. cholerae: la Dukoral (WC-rBS) y la Shanchol o mORCVAX con
diferentes nombres segun el fabricante, (OMS, 2010%). Ambas vacunas tienen
un efecto protector de corta duracién y requieren de la administraciéon de dos
dosis. No obstante, como son las Unicas disponibles, la OMS recomienda su
aplicacion mientras se llevan a cabo otras actividades higiénicas y sanitarias
como el mejoramiento del abastecimiento de agua y el saneamiento ambiental

(OMS, 2010°).

Desde la reaparicion del colera en América, con la epidemia ocurrida en Perd
durante 1991 y ante la amenaza de su introduccion en Cuba, el Estado Cubano
convocO a varios centros cientificos del pais a que se involucraran en un

macroproyecto que investigara el desarrollo de vacunas contra esta enfermedad.
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(Garcia, 2010)

El avance del conocimiento de la inmunologia de la mucosa, unido a que
V. cholerae es un microorganismo no invasivo y a que un episodio de coélera es
fuertemente inmunizante, favorece el concepto de producir una vacuna viva
atenuada de administracién oral (Kaper et al, 1990; Levine, 1992). Como
resultado del proyecto, se han producido en Cuba mediante técnicas de
ingenieria genética, mas de 30 cepas de V. cholerae atenuadas, en estado
viable, como candidatas vacunales para la inmunizacién oral. Estas cepas
sufrieron la supresiéon de los genes del cromosoma bacteriano que codifican para
la toxina colérica, lo que atenta la virulencia de la bacteria y elimina su

capacidad para producir el célera clinico (Benitez et al, 1996; Robert et al, 1996).

No existe un modelo animal satisfactorio que reproduzca por si solo, todos los
sintomas y signos del codlera, por lo que fue necesario evaluar las cepas
atenuadas de V. cholerae en voluntarios sanos. Estos estudios clinicos se
consideran riesgosos, dificiles y costosos, debido a que es necesario provocar
en los humanos la infeccion experimental de una enfermedad potencialmente
grave, aunque perfectamente controlable mediante la rehidratacion oral o
intravenosa y la administracion de antibiéticos.

La tasa de mortalidad del célera en estudios que involucran voluntarios sanos,
adecuadamente atendidos como lo informan experimentos de este tipo

realizados, sin mayores complicaciones, por diferentes investigadores, es nula
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(Levine et al, 1988 Tacket et al, 1995% Coster et al, 1997; Sack et al, 1998;
Tacket et al, 1999). Estos resultados motivaron el interés de realizar en Cuba
ensayos clinicos similares, siguiendo los principios de la ética médica y las

buenas précticas clinicas (OMS, 1993; OPS, 1995).

En Cuba no existe la enfermedad desde el siglo XIX (Delgado, 2006); el altimo
fallecido se notificd en el afio 1882 (Lopez, 2007). Por ser la primera vez que se
realizaban ensayos clinicos de este tipo en el pais y por estar eliminada la
enfermedad, fue necesario usar medidas de contenciébn muy rigurosas para

evitar la salida al medio ambiente de los microorganismos utilizados.

Los estudios clinicos constituyeron parte de un proyecto nacional (codigo
00501174) que tenia como objetivo, evaluar cepas atenuadas de V. cholerae O1,
para seleccionar un candidato vacunal promisorio que pudiera emplearse como

ingrediente farmacéutico activo de una vacuna efectiva contra el célera.
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1.1. Problema

En la actualidad, no existe una vacuna efectiva contra el colera ni un modelo
animal que reproduzca por si solo todos los sintomas y signos de la enfermedad,
por lo que es necesario realizar estudios clinicos en voluntarios sanos con cepas

atenuadas genéticamente y/o cepas virulentas de V. cholerae.

1.2. Hipotesis
La evaluacién clinica de los voluntarios sanos inoculados con cepas de V.
cholerae garantiza la selecciéon de un candidato que puede ser utilizado como

ingrediente farmacéutico activo de una vacuna contra la enfermedad.

1.3. Objetivo general

Evaluar en ensayos clinicos piloto controlados, cepas vivas de V. cholerae O1,

genéticamente atenuadas, como candidatos vacunales contra el célera.

1.3.1. Objetivos especificos
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1. Evaluar mediante ensayos clinicos piloto la reactogenicidad e
inmunogenicidad de varias cepas de V. cholerae O1, con diferentes niveles

de atenuacién, para seleccionar candidatos vacunales.

2. Determinar la proteccion contra la diarrea conferida por el candidato vacunal
638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa, en voluntarios sanos retados con una
cepa atenuada pero aun reactogénica y una cepa virulenta de V. cholerae

homodloga al candidato en un estudio piloto.

3. Monitorear la excrecion de la cepa virulenta en las heces de los voluntarios
retados, como indicador indirecto de la proteccion a la colonizacion de la

mucosa intestinal por la bacteria.

1.4. Novedad cientifica

Estos son los primeros estudios clinicos piloto realizados en voluntarios sanos,
para evaluar cepas de V. cholerae vivas atenuadas mediante modificaciones
genéticas desarrolladas en Cuba. Estas cepas fueron evaluadas como
candidatos vacunales contra el célera. Estos constituyen los primeros estudios
de reto piloto ejecutados en nuestro pais para determinar la capacidad protectora
contra la diarrea de una cepa candidata vacunal al enfrentarla a una cepa

virulenta de V. cholerae. Ensayos de reto como los descritos en el presente
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trabajo solo se han realizado antes en prestigiosas instalaciones de los Estados

Unidos de América y Tailandia.

1.5. Valor teérico

Se documenta como se realizaron los primeros ensayos clinicos piloto para
evaluar cepas de V. cholerae, siguiendo los principios de la ética médica y las
buenas précticas clinicas.

Se incorporaron a la literatura nacional e internacional los aportes cientificos
derivados de la evaluacion de un candidato vacunal contra el célera.

Se regqistro el primer candidato vacunal cubano contra el colera denominado

vax-COLER®.

1.6. Valor practico

Estos estudios clinicos fueron indispensables para seleccionar una cepa
atenuada como candidato con el cual elaborar una vacuna de administracion oral
contra el célera, que fuera poco reactogénica e inmunogénica, asi como para
evaluar su capacidad protectora, previo al desarrollo tecnoldgico y farmacéutico,

como ingrediente activo de dicha vacuna.
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Durante la realizacion de estos ensayos clinicos en el Hospital del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” se aplicaron estrictamente las buenas practicas
clinicas y de bioseguridad, con apego riguroso a la ética médica, para garantizar
la salud de los voluntarios y evitar el escape de los microorganismos al medio

ambiente.

2. Informacion previa

2.1 Colera. Definicion

El colera es una enfermedad diarreica aguda cuyo agente causal es la bacteria
V. cholerae de los serogrupos O1 y 0139 (Sack y Lang, 2004).

Los humanos son los Unicos hospederos naturales de la bacteria conocidos
hasta el momento, la transmision directa de persona a persona es pPoco

frecuente (OMS, 2010 9).

El colera grave es una enfermedad peligrosa, principalmente cuando se
manifiesta de manera epidémica pero, afortunadamente, la reposicion inmediata
de liquidos y las medidas de sostén reducen la alta mortalidad que

tradicionalmente se ha descrito en estos casos (CDC, 2011).
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Aunque el término célera se aplica en ocasiones a otras enfermedades
diarreicas secretoras con deshidratacion grave de causa o0 no infecciosa, en
general suele referirse a la enfermedad causada por V. cholerae (Fauci et al,

2008).

2.2 Antecedentes histoéricos

El término célera tiene origenes muy antiguos, se deriva del griego que significa
“flujo de bilis". Thomas Sydenham en 1817 fue el primero en distinguir el célera
de otras enfermedades diarreicas con lo que comenzé la historia moderna de
esta entidad. La enfermedad se ha caracterizado epidemiolégicamente por siete
pandemias; las primeras seis ocurrieron entre 1817 y 1923, y con mayor
probabilidad se debieron a V. cholerae O1 biotipo clasico. Se originaron
principalmente en Asia, por lo general en la India , con la extensién subsiguiente
a Europa y a las Américas. En ltalia, en 1854, Filippo Pacini, segun Barua
(Barua, 1992), publica sus observaciones de la identificacion en las heces de
victimas del célera, de un bacilo encorvado que él acufié como V. cholerae. En
1883, Robert Koch (Koch, 1884) hizo el mismo hallazgo que el realizado antes
por Filippo Pacini; no obstante, la historia reconoce a Koch como su descubridor.

La transmision de la enfermedad fue registrada después en los trabajos de John
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Snow durante la segunda pandemia que afecté a Londres en 1849 (Mandell et

al, 2005).

El célera procede del delta del Ganges, en la India. La epidemia actual es la
primera debida al biotipo El Tor. Comienza en Indonesia en 1961, se propaga
por toda Asia y desplaza a la cepa clasica endémica en muchas zonas (OMS,
2009). Esta pandemia alcanza a Latinoamérica en enero de 1991 y se propaga
como una epidemia explosiva a casi toda América del Sur y Central, y a México.
Durante el primer afio del brote se declaran unos 400 000 casos y al finalizar el
afio 1994 se habian reportado mas de un millén (Tauxe et al, 1995).

La tasa de mortalidad acumulada se sitia por debajo del 1%, aunque se
aproximé a 30% en las primeras comunidades afectadas donde la falta de
familiaridad con la enfermedad condujo, al inicio, a la utilizacion de medidas

terapéuticas totalmente ineficaces (Fauci et al, 2008).

En octubre de 1992, surge en el sudoeste de la India un brote de colera clinico
de gran escala, el agente causal fue una cepa nueva de V. cholerae que no
pertenecia al serogrupo O1 ni a ninguno de los otros 137 serogrupos conocidos
hasta ese momento. La cepa recibidé el nombre de V. cholerae 0139 Bengala en
reconocimiento de su nuevo antigeno somatico 0139 y a su origen geografico.

Las manifestaciones clinicas y las caracteristicas epidemiolégicas de la
enfermedad causada por la cepa O139 Bengala, son indistinguibles de las

causadas por O1. Sin embargo, la inmunidad previa a esta Ultima no confiere
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proteccion contra la primera, por lo que es poco probable que las vacunas que
se estan desarrollando contra V. cholerae O1 sean eficaces contra V. cholerae
0139. Algunas autoridades consideran que la aparicion de V. cholerae 0139
sefiala el comienzo de la octava pandemia mundial de cdlera. De la misma
manera que la cepa O1 El Tor sustituy6 el biotipo clasico que la precedidé en
1993, la cepa 0139 Bengala parece sustituir a la O1 El Tor (Fauci et al, 2008);
sin embargo, a principios de 1994, la cepa O1 El Tor recupera su predominio en
Bangladesh. En la actualidad, predomina aun V. cholerae O1 en casi todas las
regiones del sudeste asiatico; en otras, 0139 solo reaparece periédicamente
(Nair et al, 2006). Con los afios, la incidencia del serogrupo 0139 ha disminuido
en muchas partes de Asia excepto en algunos pequefias areas, como en Chinay

Tailandia (OMS, 2010%).

2.3. Agente causal del colera

La especie V. cholerae esta formada por un conjunto de microorganismos
clasificados en funcion de los determinantes de hidrato de carbono, de sus
antigenos somaticos O y de los componentes del lipopolisacarido (LPS) de su
membrana celular. Se han identificado unos 200 serogrupos que se dividen por
su capacidad de aglutinar frente al antisuero del grupo O1, aquellos que no
aglutinan se clasifican como serogrupo no-Ol1l. Aunque algunas cepas de V.
cholerae no-Ol1 causan brotes esporadicos de enfermedad diarreica, el
serogroupo O1 fue, hasta la aparicion del serogroupo 0139, la causa exclusiva

del célera epidémico (Bhattacharya et al, 1993; Murray et al, 2006).
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Se han definidos dos biotipos de V. cholerae O1: Clasico y El Tor, cada uno de
los cuales se subdivide en dos serotipos denominados Inaba y Ogawa. Se
describe un tercer serotipo denominado Hikojima, pero es muy infrecuente

(Shimada et al, 1994; Talavera et al, 2006).

2.3.1. Patogenia

V.cholerae O1 y 0139 causan la enfermedad clinica por la secrecion de una
enterotoxina que promueve la secrecion de fluidos y electrolitos por el intestino
delgado. La dosis infecciosa de bacterias varia con el vehiculo. Cuando es a
través del agua, se necesitan entre 10° y 10° unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL) para causar la enfermedad, pero cuando el vehiculo es el
alimento, se necesitan menos cantidades, entre 10? y 10* UFC/mL (Brooks et al,

2007; Goldman, 2008).

La toxina colérica (CTX) tiene dos subunidades, la Ay la B. La subunidad A tiene
dos componentes: Al y A2. La activacion de la enzima adenilato ciclasa por la
subunidad Al produce un aumento en la concentracion intracelular del
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) que bloquea la absorcion de sodio y
cloruro por las microvellosidades, y promueve la secrecion de cloruro y agua por

las criptas de las células. Estos eventos se traducen en la excrecion de
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deposiciones liquidas con una concentracién de electrolitos similar a la del
plasma. La subunidad B permite unir la toxina a un receptor especifico, el
gangliésido GM1 localizado en la superficie de las células del intestino de los

humanos y de ciertos mamiferos (Valdés, 2001).

2.4. Epidemiologia

El célera es una enfermedad trasmitida por el agua que afecta de tres a cinco
millones de personas por afio (Waldor et al, 2010).

El habitat natural de V. cholerae es el agua de la costa marina y los rios salobres
donde el organismo vive en estrecha vinculacion con el plancton y en el cual
puede sobrevivir de forma viable pero no cultivable. Los seres humanos se
infectan de forma accidental pero, una vez infectados, pueden actuar como
vehiculos de diseminacién de la enfermedad. La ingestion de agua contaminada
por las heces humanas infectadas representa la via mas comun de adquisicion
de V. cholerae; el consumo de alimentos contaminados en el domicilio,
restaurantes o en puestos ambulantes también contribuye a su propagacion. No
se conoce ningun reservorio animal. La dosis infecciosa es relativamente alta,
pero disminuye mucho en sujetos con hipoclorhidria y en los que utilizan
antiacidos, o cuando el pH gastrico es neutralizado por alimentos (Fauci et al,
2008). Los nifios que viven en regiones endémicas son los méas afectados, pero
cuando la enfermedad invade un area, todos los grupos poblacionales se afectan

por igual (Deen et al, 2008).
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En las zonas endémicas, la enfermedad es mas frecuente en los meses de
verano y otofio, aunque no se comprende muy bien esta preferencia estacional,
puede obedecer a factores ambientales que influyen en la multiplicacion de los
vibrios o bien a cambios estacionales del comportamiento humano y su contacto
con el agua. En las regiones endémicas los nifios menores de dos afos tienen
menos probabilidades de contraer el colera que los niflos de mas edad,
posiblemente por la inmunidad pasiva adquirida a través de la leche materna
(Fauci, et al 2008). La susceptibilidad varia entre los individuos y es mayor en las
personas del grupo sanguineo O aunque las causas del fendbmeno no estan

totalmente esclarecidas (Sack y Lang, 2004).

Puesto que V. cholerae es sensible a los acidos gastricos, la hipoclorhidria y la

aclorhidria son factores predisponentes (Beers et al, 2007).

En el 2008, el numero de casos de célera y el numero de paises con la
enfermedad reportados por la OMS, aumentaron en comparacion con el 2007.
Se registraron 190 130 casos y 5 134 defunciones para un 2,7% de fallecidos;
ello representdé un aumento del 7,6% en el niumero de casos y del 27% de los
fallecidos (OMS, 2009). En el informe del 2009, se reportaron 221 226 casos,
con un incremento del 16% respecto al afio 2008, incluyendo 4 946 muertes con
un porcentaje de fallecidos de 2,24% (OMS, 2010%. En el 2010 la OMS reportd

317 534 casos y 7 543 defunciones a nivel mundial, con un porcentaje de
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fallecidos de un 2,38%, este incremento respecto al afio anterior se debid a una

gran epidemia que comenzé en Haiti en Octubre del 2010 (OMS, 2011).

La tendencia global habia cambiado durante los pasados 20 afios, de una alta
incidencia en América en los primeros afios de 1990, a una alta incidencia en
Africa con pocos casos reportados en Asia (OMS, 2010%). El incremento de
casos de la epidemia de Haiti llevé a que la proporcién del nUmero de casos
reportados por el continente Africano pasara de mas del 90% en 2009 a menos

de 50% en el 2010 (OMS, 2011).

El cdélera es mas comudn entre la poblacibn que habita en regiones
subdesarrolladas, afectadas por desastres naturales y otros eventos destructivos
gue provocan condiciones sanitarias deficientes (OMS, 2009). No es erradicable,
pero si controlable (Ryan, 2011). Es una enfermedad de la pobreza,
estrechamente ligada al saneamiento deficiente y a la falta de agua potable
(Bhattacharya et al, 2009; OMS, 2010%. Fue eliminado de los paises
industrializados con la administracion de agua potable y el mejoramiento de la
estructura sanitaria (Seidlein, 2007).

El mas reciente ejemplo es el de Haiti donde no se habia visto el colera en
décadas y donde la combinacion de la pobreza, la carencia y la destruccion de
la infraestructura sanitaria a causa de un terremoto, propicié la aparicion de la

enfermedad (Siddique et al, 2010; Ivers et al, 2010).
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La primera epidemia de célera en Haiti, después de mas de un siglo de ausencia
de la enfermedad, se confirma el 21 de Octubre de 2010 por el Laboratorio
Nacional de Salud Publica de ese pais (CDC, 2010%), donde se aisla la cepa de
V. cholerae O1 El Tor Ogawa (OMS, 2010). En otros estudios se encuentra, que
dicha cepa, tiene una estrecha relacion con las variantes aisladas en Bangladesh
en los afios 2002 y 2008 (Chen-Shan et al, 2010). La cepa de V. cholerae de
esta epidemia es sensible a las tetraciclinas, ciprofloxacina y kanamicina, pero
resistente al trimetoprim/sulfametoxazol, furazolidona, acido nalidixico,
sulfisoxazol y estreptomicina (CDC, 2010°). Estudios realizados en el
departamento de Artibonite en Haiti revelan, que las muertes podian ocurrir con
una rapidez tal que podria ser hasta de dos horas después de aparecidos los
sintomas de la enfermedad (CDC, 2010P). La OPS se habia opuesto antes a la
vacunacion en Haiti alegando que seria muy costosa y compleja, no obstante,
modifica su posicion al descubrir una reserva de dosis adicionales de vacunas y

porque reconoce que el brote no se podria frenar a corto plazo (OPS, 20109%).

2.5. Manifestaciones clinicas del colera

El periodo de incubacion de la enfermedad es extremadamente breve (de cinco
horas a cinco dias) lo que contribuye al patrén explosivo de los brotes y a que el
namero de casos aumente rapidamente. Alrededor del 75% de las personas
infectadas no presentan sintomas, el vibrién colérico puede permanecer de siete
a 14 dias en las heces de los infectados, desde donde puede diseminarse al

medio ambiente e infectar potencialmente a otros individuos (OMS, 2010°). El
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célera puede ser un episodio subclinico leve sin complicaciones de diarreas o
bien un proceso fulminante potencialmente mortal. Por lo general, el cuadro
diarreico es indoloro y repentino, la diarrea es liquida y los vomitos suelen
constituir los sintomas iniciales, aunque tipicamente no se asocia a nauseas
importantes. En los adultos, la pérdida de liquidos por las heces puede superar a

un litro por hora, aunque su volumen suele ser inferior (Beers et al, 2007).

La enfermedad no causa fiebre, o esta es moderada, excepto en sus formas mas
avanzadas y se mantiene indemne el estado de conciencia (Pérez, 2009).

Las heces tienen un aspecto caracteristico de liquido no bilioso gris, ligeramente
opaco, con restos de moco, sin sangre y con un olor ligeramente dulce no
molesto. Las heces caracteristicas se denominan en "agua de arroz" por su

semejanza con el agua en la que se ha lavado el arroz (Fauci et al, 2008).

El agotamiento hidrico y electrolitico provoca una sed intensa, oliguria,
calambres musculares, debilidad y notable pérdida de la turgencia tisular, con
ojos hundidos y piel de los dedos arrugada. Ninguna otra enfermedad produce
en los adultos una deshidrataciébn severa en solo pocas horas (Goldman y
Ausiello, 2008). Se puede encontrar hipovolemia, hemoconcentracion, oliguria,
anuria, y acidosis metabolica. La hipovolemia prolongada puede causar necrosis
tubular aguda y, sin tratamiento, este cuadro puede culminar en el colapso

circulatorio, cianosis, estupor, y muerte (Beers et al, 2007).
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2.6. Tratamiento

El colera es facil de tratar, solo requiere de la reposicion rapida y suficiente de
liquidos y electrolitos. Las tasas de mortalidad de la enfermedad suelen ser
inferiores al 1% cuando se trata adecuadamente. Se ha demostrado de forma
concluyente que los liquidos se pueden administrar por via oral, pero en
ocasiones se dificulta por la presencia de vomitos. La rehidratacion oral
aprovecha el mecanismo de co-transporte de hexosa-Na+, por el que Na+
atraviesa el epitelio de la mucosa intestinal junto con una molécula que es

transportada activamente con la glucosa (Fauci et al, 2008).

La OMS recomienda, actualmente, una solucién de osmolaridad reducida de 245
mOsm/L (un litro de agua que contenga cloruro sédico 2,6 g; cloruro potasico 1,5
g; citrato trisodico 2,9 g; y glucosa 13,5 g a razén de 50-120 mL/kg en un periodo
de cuatro a seis horas (OMS, 2006). Esta solucion se puede administrar sin
problemas, incluso a los lactantes si se alterna con liquidos exentos de sodio
como la leche materna o el agua. Para mayor simplificacion, la OMS aconseja la
administracién Gnica y sistematica de esta solucion en las enfermedades
diarreicas, mas que intentar elegir diferentes formulaciones en funcién de la

causa (Fauci et al, 2008).

En los enfermos con deshidratacion grave es preferible iniciar la rehidratacion
por via intravenosa con Ringer Lactato. Se requieren, ademas, suplementos de

potasio, de ser posible por via oral. En los enfermos con deshidratacion grave
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(10% o mas del peso corporal), el déficit total de liquidos se puede reponer sin
dificultad en las primeras cuatro horas de tratamiento administrando la mitad del
volumen de la hidratacion en la primera hora, se continla generalmente con el
tratamiento oral intentando igualar el aporte de liquidos con la excrecion; sin
embargo, en los enfermos con diarrea voluminosa y continua puede ser preciso
el tratamiento intravenoso prolongado para compensar las pérdidas de liquido

gastrointestinal (Fauci et al, 2008).

Antes del uso de una terapia de rehidratacion efectiva, el porcentaje de letalidad
en las epidemias de colera era superior al 40%, con decenas de miles de

fallecidos (Sack, 2004).

Aungue el uso de antibiéticos no es necesario para la curacioén, estos reducen la
duracion del proceso y el volumen de las pérdidas hidricas, a la vez que
apresuran la eliminacién de los microorganismos por las heces. El tratamiento
con una sola dosis de tetraciclina (2 g) o de doxiciclina (300 mg) resulta eficaz en
los adultos, pero no se recomienda en los nifios menores de ocho afos de edad
debido a su posible depésito en los huesos y en los dientes en desarrollo (Girard

et al, 2006).

La apariciéon de la resistencia a los antimicrobianos constituye una preocupaciéon
gue siempre esta presente en este contexto. Para los adultos con célera, en

zonas en las que la resistencia a las tetraciclinas es prevalente, se puede usar
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alguna de las siguientes alternativas: ciprofloxacina en dosis Unica (30 mg/kg sin
superar una dosis total de 1g); eritromicina (40 mg/kg diarios en tres dosis
divididas durante tres dias) o azitromicina a dosis Unica de 1g. Estos farmacos
son también efectivos y de gran utilidad en la reduccién del volumen total de las
heces. Para los nifios, la furazolidona ha sido el farmaco habitualmente
recomendado, y el trimetoprim/sulfametoxazol como medicamento de segunda

eleccion (Fauci et al, 2008).

En la reciente epidemia de Haiti de octubre de 2010, se confirma la resistencia
de V. cholerae a trimetoprim/sulfametoxazol, furazolidona, &acido nalidixico y
estreptomicina. La terapéutica recomendada fue: para los adultos, doxiciclina
como primera opcién (300 mg en dosis Unica) y azitromicina como segunda (19
dosis Uunica) o ciprofloxacino (1g dosis Unica). Para las embarazadas,
azitromicina como primera opcién (1g dosis Unica) y como segunda eritromicina
(500 mg cada seis horas por tres dias). Para los nifios, doxiciclina en suspension
o tabletas como primera opcion (2-4 mg/kg en dosis Unica) teniendo en cuenta
los riesgos y beneficios; como segunda opcion ciprofloxacina en suspension o
tabletas (20 mg/kg en dosis Unica) o azitromicina (20 mg/kg en dosis Unica sin
pasar de 1g) o eritromicina (12,5 mg/kg cada seis horas por tres dias) (OPS,

2010P).

2.7. Vacunas contra el célera

Las caracteristicas mas importantes de una vacuna ideal contra el colera son:

gue la administracion de una dosis que produzca altos niveles de proteccion en
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pocos dias y se mantenga por largo tiempo; que la via de administracién sea oral
para la optima estimulacion del sistema inmune de la mucosa del intestino; que
se logre la protecciéon de los nifios y las personas del grupo sanguineo O; y que
el envasado sea una formulacion practica factible para una vacunacion masiva y
de bajo costo (Tregnghi y Ceballos, 2005).

El Dr. Jime Ferran y Clua fue el primer investigador que utilizé una vacuna contra
el célera, durante un brote en Valencia en el afio 1884. El desarrollo de esta
vacuna no prospero ya que éste se negb a dar informacion a una comision del
Instituto Pasteur que queria colaborar con el desarrollo de dicha vacuna.

(Lafuente, 2006)

Es en el afio 1960, que se realizan las primeras evaluaciones experimentales de

vacunas parenterales contra V. cholerae O1 (OMS, 2009)

Las vacunas parenterales de bacterias inactivadas de V. cholerae se han dejado
de utilizar porque confieren proteccion limitada y de corta duracion (tres a seis
meses en zonas endémicas); en regiones no endémicas, la proteccion es adn
menos duradera. Por ser vacunas muy reactogénicas y debido a su escasa
eficacia, no se recomiendan por la OMS (OMS; 2007; Tackek et al, 2008; OMS,

20109).

Para el desarrollo de vacunas contra el célera se ha tenido en cuenta que V.

cholerae es un microorganismo no invasivo y que genera una respuesta inmune
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a nivel de la mucosa intestinal. Esta respuesta inmune confiere una proteccion
duradera contra la enfermedad por lo que un preparado vacunal de
administracién oral debe contener, preferiblemente, una bacteria viva o que en el
proceso de produccién de las proteinas bacterianas conserven la estructura
nativa, de manera que estimulen de forma efectiva el sistema inmune local
(Tregnghi y Ceballos, 2005; Tacked y Sack, 2008). La inmunizacién oral estimula
una memoria duradera que permite al sistema inmune una respuesta rapida a

una posterior exposicion al antigeno (Reed, 2007).

Las dos primeras vacunas orales licenciadas contra el colera, que mostraron ser
seguras e inmunogénicas, fueron la Dukoral (WC-BS) y la CVD-103 HgR. La
primera esta compuesta por células muertas de V. cholerae y la segunda por

células vivas atenuadas (OMS, 1995).

La CVD-103 HgR, se deriva de la cepa 569 B V. cholerae O1, biotipo Clasico,
serotipo Inaba, la cual fue manipulada genéticamente para suprimir el gen que
codifica la subunidad A de la enterotoxina colérica, a la vez que mantiene la
subunidad B. Se administra en una dosis Unica por via oral (Kotloff et al, 1992).
En los Estados Unidos, la cepa CVD 103-HgR confirié buena proteccion (60-80%
en voluntarios adultos retados tres meses después de la vacunacion; fue

inmunogénica y bien tolerada en nifios de tres meses de edad (Reed, 2007).
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Un estudio realizado en Jakarta encuentra, que una dosis Unica de la vacuna
CVD 103-HgR no confiere proteccion por largo tiempo y que esta solo se alcanza
después de dos dosis (Richie et al; 2000). Esta vacuna ya no se fabrica por su
alto costo y poco beneficio ante la epidemia actual (OMS, 2010%).

Existe una vacuna viva atenuada (no licenciada): la Peru-15, derivada de la cepa
C6709 V. cholerae O1 El Tor Inaba, a la cual se le realizaron una serie de
supresiones y modificaciones (incluyendo la supresion de los genes que
codifican la toxina colérica) (Kenner et al, 1995). Una sola dosis oral liofilizada
de 2 x 10® UFC/mL de este candidato vacunal, fue segura e inmunogénica en un
namero limitado de voluntarios norteamericanos, con una eficacia del 100% en
un estudio de reto con la cepa N16961 de V. cholerae O1 El Tor Inaba (Cohen et
al; 2002). También mostrd ser segura e inmunogénica en estudios realizados en

Bangladesh, en adultos y nifios (Qadri et al, 2005; Qadri et al, 2007).

En la actualidad, solo estan disponibles dos tipos de vacunas anticoléricas
ambas de administracion oral: la Dukoral (WC-rBS) y la Shanchol o mORCVAX,
estas ultimas idénticas en término de cepas, aunque con distintos nombres

porgue fueron formuladas por fabricantes diferentes.

Dukoral (WC-rBS) es una vacuna monovalente a base de células enteras
inactivadas con formalina y calor, de V. cholerae O1 (cepas clasicas y El Tor,

Inaba y Ogawa) y subunidad B de toxina colérica recombinada (OMS, 2010 ?).
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Se aprobd su uso en 1991. Se utiliza para la vacunacién de personas que
viagjan a zonas donde el célera es endémico, aunque se ha utlizado en
situaciones de crisis epidémica en Indonesia, Sudan y Uganda, y en un proyecto
experimental en una zona endémica de Mozambique. (Holmgren y Svennerholm
1999). La subunidad B de la toxina colérica se fabric6 primero por medios
guimicos (WC-BS) pero hoy en dia se fabrica por tecnologia de recombinacion

(WC-rBS) y son idénticas en términos de respuesta inmunitaria (OMS, 2010%).

En trabajos de campo realizados en Biera, Mozambique, con la vacuna Dukoral
WC-rBS, se reporta una eficacia protectora contra el colera del 78% en una
poblacién donde la seroprevalencia de infeccion al VIH esta entre un 20-30%

(Lucas y Deen, 2005).

Las vacunas orales bivalentes Shanchol y mORCVAX son muy similares e
incluyen los serogrupos O1 y 0O139. A diferencia de Dukoral, no contiene la
subunidad B de la toxina bacteriana, ambas provienen de la vacuna denominada
ORCVAX que fue autorizada y licenciada para uso exclusivo en Vietnam, en

1977 (OMS, 2009; Anha et al, 2007).

En el afio 2004, en cooperacion con el Instituto Internacional de Vacunas de
Corea del Sur, ORCVAX fue reformulada para que cumpliera con los requisitos
de la OMS vy las practicas adecuadas de fabricacion. En el 2009, una vez

finalizados con éxito los ensayos fase Il, en la India y Vietnam, se autoriza la
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utilizacion de la vacuna y se nombra, mORCVAX en Vietnam y Shanchol en la

India (OMS, 20109%).

Generalmente, la eficacia y la inmunogenicidad de las vacunas entéricas son
menores (especialmente en nifios) en areas de pocos recursos, comparado con
areas desarrolladas del mundo (Clemens et al, 2005). En las regiones pobres los
nifios estan mal nutridos, por lo que tienen deficiencias de micronutrientes y
sufren deficiencias de vitaminas, hierro, yodo y zinc que pueden afectar la

respuesta inmune ante la enfermedad o la vacunacion (De Onis et al, 2004).

Actualmente, se encuentran en desarrollo varias vacunas, principalmente, las
vacunas vivas atenuadas con capacidad de proveer con una sola dosis un largo
periodo de proteccion. Sin embargo, no se espera que ninguna de ellas esté en

el mercado en los préximos afios (OMS, 2010%).

Desde 1992, cientificos cubanos estan enfrascados en la obtencion de una
vacuna eficaz contra el colera, en beneficio de nuestra poblacion y de los
ciudadanos de los paises pobres del mundo. Como resultado del proyecto, se
han desarrollado mas de 30 cepas vivas atenuadas para la inmunizacién oral,
gue sufrieron la supresion de los genes del cromosoma bacteriano que codifican
para la toxina colérica, lo que atenua la virulencia de la bacteria y elimina su

capacidad para producir el célera clinico (Benitez et al, 1996; Robert et al, 1996).
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Cuatro de estas cepas fueron escogidas para la evaluacion mediante ensayos

clinicos, en voluntarios sanos.

2.8. Principios éticos y buenas practicas clinicas
El primer cAdigo ético referente a la investigacion con seres humanos (cédigo de
Nuremberg) nace en 1947, como consecuencia de los horrores de la

experimentacion nazi durante la segunda guerra mundial (Ros, 2009).

En 1964, la XVII Asamblea Médica Mundial efectuada en Helsinki y las
revisiones posteriores realizadas en 1975, 1983, 1989, 1996, 2000 y 2002,
adopta una serie de recomendaciones éticas para los trabajos de investigacion

médica con seres humanos (Amaro et al, 2009).

En 1978, por encargo del Congreso de los Estados Unidos se elabora el informe
Belmont en el que se exponen los tres principios éticos basicos que se deben
aplicar en la investigacion clinica con seres humanos que son: el respeto a las
personas para que puedan tomar sus propias decisiones, el principio de la
beneficencia, que significa protegerlas de todo dafo, y el de justicia que se
refiere a que los beneficios obtenidos de la investigacion se deben aplicar a toda

la sociedad (Galende, 1993).

En el afio 2002 se reafirma que se debe tener cuidado al utilizar ensayos clinicos

con placebos. Sin embargo, los ensayos con placebos son aceptados éticamente
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cuando por razones metodoldgicas y cientificas apremiantes, se necesita
determinar la eficacia y la seguridad de un método preventivo, diagnostico o

terapéutico (Garcia et al, 2009).

Los ensayos clinicos son investigaciones en las que se utilizan sujetos humanos,
y estan dirigidos a identificar o verificar los efectos clinicos, farmacoldgicos u
otros efectos farmacodinamicos, o cualquier reaccion adversa, y estudiar la
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion de un producto en
investigacion, con el objetivo de determinar su seguridad vy eficacia ( Rodriguez,

2004; OPS, 2005).

Los ensayos clinicos se deben realizar de acuerdo con los principios éticos
descritos en la Declaracion de Helsinki los cuales son consistentes con las
buenas practicas clinicas (BPC) y los requisitos reguladores vigentes, debe
basarse en experimentos bien realizados de laboratorio y con animales; asi
como en un conocimiento profundo de la literatura cientifica pertinente (OMS,

2001).

Las normas de BPC son el conjunto de condiciones que debe cumplir un ensayo
clinico para asegurar que se ha efectuado siguiendo un protocolo cientificamente
adecuado, respetando los derechos de los voluntarios incluidos en el mismo y

garantizando la validez de los datos y resultados obtenidos (Ros, 2009). Su
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cumplimiento asegura publicamente la proteccion de los derechos, la seguridad y

el bienestar de los participantes en el ensayo (Moreno, 1997).

En diferentes partes del mundo, incluso en los Estados Unidos, Europa y Japén,
durante los afios 60 y 70 los estudios de reactogenicidad e inmunogenicidad de
candidatos vacunales y otros muchos estudios clinicos, eran realizados con
prisioneros o personas institucionalizadas por diversas causas. Por otro lado,
muchos estudios se organizaban en paises pobres, lejos del lugar donde se
desarrollaba el producto, aunque la informacion cientifico clinica obtenida
pertenecia a los paises ricos. De esta manera, fueron probadas vacunas contra

la shigelosis, el coleray la fiebre tifoidea, entre otras (Ros, 2009).

En el afio 1994, por iniciativa del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades
Infecciosas de los Estados Unidos, en la Escuela de Medicina de Maryland,
surge la primera instalacion piloto para los estudios clinicos controlados con
vacunas que aun funciona hoy dia con el nombre de Centro de Desarrollo de
Vacunas (Levine et al, 1988%). Dicha institucion y el Centro de Ensayos de
Vacunas en la Facultad de Medicina Tropical, Universidad Mahidol Bangkok,
Tailandia, son las dos Unicas instalaciones reconocidas en el mundo para
realizar estudios de seguridad, reactogenicidad, inmunogenicidad y eficacia
protectora de candidatos vacunales contra el colera en humanos (Volunteer
studies at the Vaccine Trial Centre, 1999; University of Maryland School of

Medicine, 2010).
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En la ultima década del siglo pasado, se produce un incremento de los ensayos
clinicos conducidos en Cuba. En este contexto, es que en 1991 se crea el Centro
Nacional Coordinador de Ensayos Clinicos (CENCEC) para el disefio,
coordinacion y ejecucion de los mismos en el pais. Insertado en este desarrollo
se crean los comités de ética (CE) para la investigacion cientifica. En 1998, por
resolucién del Ministerio de Salud Publica se orienta la conformacion de los CE
de las investigaciones cientificas en aquellas instituciones hospitalarias que lo
requieran, para que oficien como érganos asesores o0 consultivos y velen por el
rigor ético de los proyectos y por la ejecuciéon de las investigaciones (Sanchez,

2009).

3. Materiales y Métodos

3.1. Descripcién general de la investigacion

Se realizaron 12 ensayos clinicos piloto, en el periodo comprendido desde el 30
de junio de 1997 al 9 de julio del 2003. Del total de ensayos, 10 estuvieron
destinados a evaluar un grupo de cepas de V. cholerae O1 atenuadas,
candidatas a vacuna, 99 voluntarios inoculados con el principio activo y 44 con
placebo. Los dos ensayos restantes fueron estudios de reto, el primero con 10
voluntarios, para determinar la capacidad protectora conferida por la cepa
candidata vacunal seleccionada contra la diarrea (cepa de V. cholerae

manipulada genéticamente, insuficientemente atenuada); y el segundo con 21



41

voluntarios, realizado con los mismos fines pero con una cepa de V. cholerae
virulenta. Este ultimo estudio constituyé la prueba de concepto, que permitié
recomendar el escalado tecnoldgico y farmacéutico de la cepa 638 V. cholerae
O1 El Tor Ogawa, como ingrediente farmacoldgico activo para la produccion de

una vacuna contra el colera.

3.2. Sitio del estudio

Los estudios clinicos se ejecutaron en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri”, centro destinado en Cuba para la evaluacion clinica de productos
vacunales en diferentes fases. Cuenta con un equipo de investigadores,
médicos, técnicos, enfermeras y personal auxiliar entrenados en el manejo de
pacientes y personas supuestamente sanas, en condiciones normales y de
aislamiento. Es una moderna instalacién que posee un hospital con sistema de
climatizacién, habitaciones con bafio para dos personas, suministro de agua
permanente, sistema de acceso restringido, planta de tratamiento con salida de
residuales controlados y esterilizados. Al hospital se le acondicion6 una sala de
medicina para que fuera utilizada como Unidad de Aislamiento para Riesgos
Biolégicos (UARB), con capacidad para 18 voluntarios en condiciones de ingreso
hospitalario, con el fin de garantizar las medidas de bioseguridad y la evaluacion
clinica estrictamente observada de los voluntarios sanos. Cuenta con los equipos
e insumos de seguridad necesarios, ademas de un cuerpo documental
constituido por instrucciones, normas, procedimientos, reglamentos y registros,

para garantizar la operacién de la unidad en condiciones de seguridad bioldgica.
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3.3. Cepas evaluadas en el estudio
Se evaluaron cuatro cepas genéticamente atenuadas, a diferentes
concentraciones (tabla 1).

Tabla 1 Cepas genéticamente atenuadas de V. cholerae O1 El Tor Ogawa e
Inaba evaluadas en los ensayos clinicos piloto.

Cepas evaluadas Atenuacion

81 El Tor Ogawa Primera generacion
638 El Tor Ogawa Segunda generacion
1333 El Tor Inaba Segunda generacion
638T El Tor Ogawa Tercera generacion

La cepa atenuada 81 de primera generacion se obtuvo por manipulacién
genética a partir de la cepa virulenta C7558 V. cholerae 01 El Tor Ogawa aislada
durante la epidemia del Peru de 1991 (Benitez et al, 1996) y fue administrada en
el ensayo en una sola dosis en una concentracién de 10° UFC/mL. La cepa 638
de segunda generacién se obtuvo a partir de la cepa atenuada 81 (Robert et al,
1996) y se administr6 en una sola dosis en el ensayo a diferentes
concentraciones: 10°, 10® y 10° UFC/mL. La cepa atenuada 1333 de segunda
generacion se obtuvo por manipulacién genética a partir de la cepa virulenta
C6706 V. cholerae 01 El Tor Inaba (Garcia y Benitez, 1996) aislada durante la
epidemia del Peru de 1991, administrada en el ensayo en una sola dosis a una
concentracién de 10’ y 10° UFC/mL. La cepa 638T de tercera generacion
(auxotréfica a la timidina) se obtuvo a partir de la cepa 638 (Valle et al, 2000),

administrada a una concentracién de 10%, 10° y 10'° UFC/mL.
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3.3.1. Cepa control utilizada en los ensayos

En Cuba no existen casos de cllera reportados por mas de un siglo, con el
propdsito de conocer susceptibilidad de la poblacion a la enfermedad y la
respuesta a esta cepa reactogénica conocida, el Comité de Etica del IPK, el
Centro de Seguridad Bioldgica (CNSB) y el Centro para el Control de la Calidad
de los Medicamentos (CECMED) autoriz6 realizar un estudio con la cepa
atenuada JBK70 El Tor Inaba a concentracién de 10° UFC/mL. Esta cepa
procede del Centro de Desarrollo de Vacunas (CVD, siglas en inglés) de la

Universidad de Maryland, Baltimore, Estados Unidos (Levine et al, 1988").
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3.4. Primera fase: Evaluaciéon y seleccién de cepas atenuadas

Se realizaron 10 ensayos clinicos piloto en voluntarios sanos para evaluar cepas
de V. cholerae atenuadas, las que previamente se habian estudiado en modelos
animales para comprobar su virulencia, capacidad colonizadora del intestino
delgado e inmunogenicidad. El protocolo se denomind: Investigacion clinica
preliminaria con cepas atenuadas de Vibrio cholerae para determinar
reactogenicidad e inmunogenicidad, (Anexol).

El estudio se organizé para que fuera un sistema continuo y eficiente de
seleccién de voluntarios y de cepas candidatas segun un orden de prioridad
establecido por el grupo de investigadores principales del Instituto Finlay, del

Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CENIC) y del IPK.

El conjunto de estudios permiti6 seleccionar cepas de V. cholerae O1,
manipuladas genéticamente, seguras, no reactogénicas e inmunogénicas.
Los ciclos se realizaron entre el 30 de junio de 1997 al 9 de octubre del 2000

(tabla 2).
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Tabla 2. Ensayos clinicos realizados para la seleccion de cepas, concentraciones
utilizadas y voluntarios inoculados.

NUmero del Fecha Cepa Concentracién NUmero de voluntarios
ensayo UFC/mL inoculados

1 30/6/97 638 10° 5

2 13/10/97 638 10° 11

3 3/11/97 638 10"-10° 14

4 24/11/97 638 10%-10° 12

5 6/7/98 JBK 70 10°

6 4/10/99 81 10°

7 25/10/99 638 T 10°

8 6/12/99 638 T 10%-10" 13

9 29/5/00 638 10° 9

10 9/10/00 1333 10"-10° 10
Total de voluntarios 99

Fuente: Cuaderno de recogida de datos.

3.4.1. Disefio de los ensayos clinicos

Los ensayos clinicos piloto se realizaron a doble ciego y controlados con
placebo. Cada ciclo de estudio tuvo un plan guia.

Todos los ensayos se realizaron en condiciones de ingreso hospitalario para
evitar el escape de las cepas al medio ambiente y garantizar la evaluacion clinica

estrictamente observada de los voluntarios (tabla 3).
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Tabla 3. Esquema general de los estudios de evaluacion de las cepas en la etapa de
ingreso hospitalario

Dias Intervencion Actividad
Ingreso y adaptacion
0 Inoculacién con cepas Observar y notificar eventos adversos
o placebo
1-2-3-4-5 Aislar, identificar y cuantificar (UFC/mL)
V. cholerae O1 en heces (1-3-5) dias.
5 Tratamiento con
doxiciclina
6-7-8 Aislar, identificar y cuantificar (UFC/mL)
diariamente V. cholerae O1 en heces.
Perfil de seguridad por laboratorio clinico y medir
titulo medio geométrico (TMG) de anticuerpos
vibriocidas en suero a los siete dias
9 Alta hospitalaria si tres coprocultivos negativos.

Se considero dia cero el dia de administracion de la cepa vacunal o el placebo.
Del primer al cuarto dia post-administracion del candidato vacunal o el placebo,
se monitorearon los eventos adversos. En dias alternos (1-3-5), se aislaron,
identificaron y cuantificaron las UFC/mL de V. cholerae O1 en heces. Al quinto
dia de la ingestion de la vacuna o el placebo se les administré doxiciclina (300
mg) a todos los participantes, en dosis Unica, de manera que los voluntarios
abandonaran la sala de aislamiento sin excretar el microorganismo. Del sexto al
octavo dia de la administracion de la vacuna o el placebo se realizaron tres
coprocultivos en dias consecutivos para aislar, identificar y cuantificar las
UFC/mL de V. cholerae O1. Al séptimo dia, se extrajo sangre para el estudio del
perfil de seguridad de laboratorio clinico para conocer la existencia de alguna
variacion de los valores normales, después de la inoculacion de la cepa y medir

el titulo medio geométrico (TMG) de anticuerpos vibriocidas en suero. Al noveno



47

dia, se produjo el alta hospitalaria si los tres coprocultivos fueron negativos a V.
cholerae, en el caso contrario se aplicO nuevamente tratamiento con doxiciclina y
los voluntarios se mantuvieron bajo aislamiento hasta tener tres coprocultivos
negativos.

Los estudios de inmunogenicidad se realizaron el dia cero y a los siete dias con

los voluntarios hospitalizados y de forma ambulatoria los dias 14 y 28.

3.4.2. Preparacion y administracion del indculo

Las cepas atenuadas fueron cultivadas en agar cerebro corazén vy
resuspendidas en solucion salina estéril 0,9 %. Las suspensiones resultantes se
ajustaron en un fotocolorimetro Spectronic 401 a una concentracién 1-5 x 10°
UFC por densidad 6ptica entre 0,60-0,65 a una A (longitud de onda) de 540 nm.
Posteriormente, se diluyeron apropiadamente y se determiné el numero de
viables en placas (PNO, 1998).

Primeramente, los voluntarios ingirieron 120 mL de bicarbonato de sodio
(MERCK) al 1,33% y pasados 30 minutos, cada voluntario ingirié una dosis Unica
del inéculo o del placebo segun correspondid, en 30 mL de la misma solucion.
Los voluntarios del grupo placebo recibieron una solucién de bicarbonato de

sodio indistinguible del preparado vacunal.

El monitor externo (persona perteneciente a la Direccién de Aseguramiento de la
Calidad del Instituto Finlay y no perteneciente al equipo de investigadores

vinculados directamente al ensayo clinico), verificO6 el proceso de
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enmascaramiento del estudio, codificando los frascos que contenian el in6culo
bacteriano o el placebo. El investigador clinico, por medio de una lista aleatoria
asignd a cada voluntario un frasco previamente codificado por un personal del
departamento de Matematica, Estadistica y Modelacion del Instituto Finlay
(DMEMF), que se encarg6 de la seleccidon aleatoria y codificacion. En sobres
sellados e independientes se archivaron por duplicado las listas en las que se
describian los tratamientos asignados a cada voluntario y los cddigos de los
tratamientos; estos se custodiaron por el investigador principal (responsable del
disefio, elaboracion y conduccién de los ensayos clinicos) y el promotor
(representante de las instituciones creadoras y suministradoras del producto a

evaluar) hasta su descodificacion al finalizar el ensayo.

3.4.3. Principios éticos y buenas practicas clinicas

Este protocolo cumplié estrictamente con las reglas internacionales de la ética
médica y cientifica, de los principios de las BPC y la Declaracion de Helsinki,
(OMS 2001) y fue aprobado por el Comité de Etica del IPK, el Centro de
Seguridad Biolégica (CNSB) y el Centro para el Control de la Calidad de los
Medicamentos (CECMED).

Los voluntarios reclutados procedian de distintas instituciones de la comunidad,
(trabajadores del CENIC, del Instituto Finlay y del IPK) a los que se les explico
que su participacion en el estudio era absolutamente voluntaria; ademas,
recibieron una pormenorizada informacion, oral y escrita, sobre los objetivos de

la investigacion, beneficios, riesgos potenciales a los que se exponian, el tiempo
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de duracion del ensayo, sus deberes y derechos. Se les explicé a todos los
procedimientos incluidos en el ensayo, asi como que los grupos con tratamientos
diferentes serian determinados aleatoriamente y que en el caso de ocurrencia de
algun efecto adverso, serian aplicadas las medidas médicas previstas.

Se les inform6 a los voluntarios, que por razones de seguridad biol6gica, este se
realizaria bajo condiciones de cuarentena legal, a las que debian atenerse y que
podian abandonar el estudio en cualquier momento sin que esto implicase
necesariamente el abandono de la sala de aislamiento, para lo cual era
necesario haber cumplido con el tratamiento con doxiciclina y tener tres
coprocultivos seriados consecutivos negativos para evitar la salida al medio
ambiente de cepas de V. cholerae que no circulan en Cuba.

Los voluntarios conocian a quiénes debian contactar para responder alguna

pregunta o duda relativa al ensayo.

El investigador principal brindé a los voluntarios la posibilidad de preguntar
cualquier detalle del estudio antes de la firma de la planilla de Consentimiento
Informado (Anexo 2) basado en lo descrito en la Declaracién de Helsinki, 2001 y
sus posteriores revisiones (Amaro Cano et al, 2009).

Diez dias antes del ingreso, se reclutaron 40 voluntarios a los cuales se les
realizaron exdmenes de heces parasitolégicos y coprocultivos. Los que
obtuvieron resultados negativos a pardsitos y bacterias patdgenas, fueron
nuevamente citados para realizarles un examen escrito referente a los conceptos

basicos del ensayo, el cual debian aprobar para tener la certeza de que
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comprendian correctamente las caracteristicas y pormenores del estudio antes

de obtener la firma de su voluntariedad para participar en los ensayos clinicos

(consentimiento informado).

A continuacion, a cada voluntario se le confecciondé una historia clinica que

incluia interrogatorio y examen fisico. A los declarados aptos, se les realizo

extraccion de sangre para la determinacion de anticuerpos contra hepatitis A, By

C, y contra el VIH, ademas de hemoglobina, hematocrito, leucocitos totales y

conteo diferencial, velocidad de sedimentacion globular (VSG), grupo sanguineo,

asi como analisis bioquimicos que incluian creatinina, glucemia, transaminasa

glutdmica oxalacética (TGO) y transaminasa glutamica pirtvica (TGP), analisis

clinico de orina para detectar presencia de hematies, leucocitos y albamina.

A los participantes que pasaron satisfactoriamente las pruebas de exploracién

fisica y de laboratorio, se les aplicd un test psicométrico. Una vez aprobados

todos los examenes se les aplicaron los criterios de inclusion, exclusion y salida

establecidos para este estudio.

3.4.3.1. Criterios de inclusion

1. Hombres de 18-40 afios de edad.

2. Voluntariedad expresada mediante consentimiento informado escrito.

3. Ser considerado voluntario sano, por tener buen estado de salud fisica y
mental establecidos por criterio médico mediante examen fisico, de laboratorio

y prueba psicométrica antes de comenzar el estudio.



o1

3.4.3.2. Criterios de exclusién

1.

2.

Antecedentes de inmunodeficiencia.

Enfermedad cardiovascular, respiratoria, renal, hematolégica, hepdtica,
gastrointestinal, neurolégica, desorden endocrino, psiquiatrico o del sistema
reticulo endotelial, referidos por el voluntario durante el examen clinico o
detectados en los examenes de laboratorio.

Alergia a las tetraciclinas.

Historia previa de vacunacion contra el cllera.

Historia de terapia con antibiéticos o gammaglobulinas durante los 30 dias
anteriores al estudio.

Estudios para anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) 1-2
seropositivos.

Resultados positivos al antigeno de superficie de la hepatitis B o a
anticuerpos contra las hepatitis By C.

Coprocultivo positivo para patbgenos entéricos.

Estar bajo tratamiento inmunosupresivo (mas de 14 dias) u otro tipo de
medicamento que modifique el estado inmunoldgico, excluyendo los

esteroides tépicos o por inhalacion.

10. Administracién de cualquier vacuna 30 dias antes del estudio.

11.Presencia de enfermedad aguda severa o moderada (con o sin fiebre) en el

momento de su incorporacién al estudio.

12.No aprobar el examen escrito de conocimientos del tema.

13.Parametros de laboratorio fuera de los valores normales.
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3.4.3.3. Criterios de salida del estudio

Que durante el desarrollo de la investigacion se produjera alguno de los

siguientes eventos:

1. Uso de algun medicamento o vacuna experimental registrada o no.

2. Administracién por mas de 14 dias de inmunosupresores con esteroides o de
otras drogas que modifiquen el sistema inmune. Se excluyen los esteroides
tépicos o por inhalacion.

3. Administracion de inmunoglobulinas o hemoderivados

4. Aparicion de un efecto adverso, relacionado o no con los productos utilizados,
gue haga peligrar la vida del voluntario.

5. Deseo expreso.

3.4.4. Evaluacion de lareactogenicidad de las cepas

Se consider6 como reactogenicidad de las cepas los eventos adversos
esperados presentados por los voluntarios como diarreas, vomitos, cefalea, dolor
abdominal, nauseas, malestar general, meteorismo y acidez estomacal, cinco
dias después de ser administrada la cepa vacunal.

Dentro de cada grupo de voluntarios inoculados con la misma cepa atenuada de
V. cholerae O1 se cuantificaron los efectos adversos durante los cinco dias

posteriores a la administracion del indculo.

En el cuaderno de recogida de datos (Anexo 3) se registré un resumen de todos

los eventos adversos esperados (diarreas, cefalea, meteorismo, célicos y acidez)
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cada seis horas durante las primeras 48 horas y cada ocho horas durante las

siguientes 72 horas; después del quinto dia, cada 24 horas.

A los voluntarios se les confecciond, ademas, una historia clinica general donde

se anotaron todos los eventos acaecidos en el momento en que ocurrieron.

Para la recoleccion de las heces fecales, se elaboré un dispositivo a partir de la
tapa del servicio sanitario, a la que se le realizdé un orificio central y una abertura
en el frente, lo que le conferia el aspecto de herradura a dicha tapa. Se le adapt6
en la parte inferior un recipiente que podia ser extraido, donde se depositaba
una bolsa plastica para recolectar las heces y le conferia al voluntario la
posibilidad de defecar en el recipiente y orinar por delante del recipiente
directamente en la tasa sanitaria a la vez, sin mezclar la orina con las heces.
Este dispositivo fue llamado colector de heces, el cual fue reconocido como
resultado relevante de innovacion tecnolégica en el XV Forum Municipal de
Ciencia y Técnica. Las heces fecales recogidas en la bolsa plastica, fueron
visualizadas y pesadas por la enfermera y sus resultados se anotaron en el

cuaderno de recogida de datos. (Anexo 3)

Para la definicion de diarreas se tomo6 en cuenta la consistencia de las heces y
su volumen.
Las heces se evaluaron por gradacién segun su consistencia del modo siguiente:

Grado 1: Firme.
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Grado 2: Suave.
Grado 3: Liquida.
Grado 4: Acuosa de color opaco.

Grado 5: Agua de arroz.

Definicién _de diarreas: deposiciones de consistencia grados 3-5 que totalicen

200 g o més en 48 horas o0 una sola 300 g o mas.

Todas las deposiciones de consistencia grados 3-5 se colectaron y pesaron
durante los cinco dias posteriores a la ingestion del preparado vacunal o el
placebo.

Después de la administracién de la doxiciclina, al concluir el quinto dia, se dejé
de notificar el peso de las heces debido a la accion bacteriostatica que ejerce el
medicamento sobre V. cholerae y, por ende, sobre la excrecion del vibrio por las
heces.

La magnitud de las diarreas se clasificaron de acuerdo al peso total de las heces
de consistencia grado 3-5 recogidas en el transcurso de los cinco dias
posteriores a la ingestion del preparado vacunal o el placebo en :

0. Ausente.

1. Ligera: < de 3 Kg.

2. Moderada: 3 a 5 Kg.

3. Severa: > 5 Kg.

Los vomitos era recogidos en bolsas plasticas para se pesados.

Se clasificaron de acuerdo a su cuantia en:
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0. Ausentes

1. Ligeros: menos de dos y no producen deshidratacion.

2. Moderados: mas de dos y causan deshidratacion ligera.

3. Severos: mas de dos que llevan a deshidrataciéon moderada o grave.

(Martinez, 2009).

El resto de los eventos adversos esperados tales como cefalea, dolor abdominal,
nauseas, malestar general y meteorismo se evaluaron de acuerdos con los
criterios siguientes:

0. Ausente.

1. Ligero: que se tolera con facilidad.

2. Moderado: que interfiere en la actividad normal.

3. Severo: que impide la actividad normal.

Se registraron, ademas, los signos vitales (temperatura, tensiéon arterial y
frecuencia cardiaca) de los voluntarios cada seis horas, los dos primeros dias
gue siguieron a la administracién del indculo, los otros tres dias siguientes cada
ocho horas y a partir del sexto dia diariamente hasta la salida del hospital.

Se considero fiebre cuando la temperatura axilar excedio los 38 grados celsius.

3.4.5. Seguimiento clinico de los voluntarios
Para el cuidado de la salud de los voluntarios se tomé como medida la

observacion constante de los sintomas, los eventos adversos esperados y no
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esperados, la intervencion terapéutica oportuna y la salida del ensayo del
voluntario si se ponia en riesgo su vida, segun el protocolo establecido de
acuerdo a las BPC y los principios de la ética médica.

Ademas se establecié un perfil de seguridad de laboratorio con el fin de detectar
alteraciones de los valores normales después de la inoculacion de las cepas,
para lo cual se obtuvieron muestras de sangre de los voluntarios participantes en
el ensayo después de ingresados, antes de la inoculacion y a los siete dias
posteriores a la administracion oral del candidato vacunal. Para ello se realizaron
las siguientes pruebas: hemoglobina, hematocrito y leucograma con conteo

diferencial, TGO, TGP, glucemia, creatinina, orina, coprocultivos.

3.4.6. Tratamiento de los eventos adversos

Si el voluntario presenté deposiciones diarreicas de cualquier magnitud, para
mantenerlo hidratado y evitar complicaciones, se le administré por via oral un
volumen de agua con sales de rehidratacion en una cantidad equivalente a unay
media veces las pérdidas.

Deshidratacién: (Martinez, 2009).

Ligera: Se trat6 con sales de hidratacion oral.

Moderada: Se traté con sales de hidratacion oral.

Severa: Se tratdé con hidratacién parenteral de acuerdo con lo recomendado
(Martinez, 2009), ademas, se le administré doxiclicina (300mg) tan pronto tolerd

la via oral.
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3.4.6.1. Tratamiento concomitante

Durante los ensayos ningun voluntario recibié ningin medicamento que no fuera
previsto en el protocolo. La doxciclina seria utilizada para interrumpir la
excrecion de V. cholerae y, por lo tanto, su escape al medio ambiente a la salida
de los voluntarios de la UARB.

Segun se documenta en la literatura médica, la doxiciclina puede producir un
aumento de la transaminasa pirtvica (Gilman's , 2006; Cheping y Diaz, 2006),
por lo que a los voluntarios se les realizaron examenes de TGP y TGO a los

siete dias de haber recibido el medicamento.

3.4.7. Evaluacién de la dinamica de excrecién

Se determin6 el numero de microorganismos viables de las cepas atenuadas
excretadas por gramo de heces. Para ello se prepardé una suspension de un
gramo de heces en 1 mL de solucién salina estéril al 0,9%; se realizaron
diluciones seriadas y cuantificacion en placas de Agar TCBS (Levine et al,
19889).

Las muestras fueron recogidas en los dias 1, 3 y 5 posteriores a la inoculacion, y
diariamente después de la administracion del antibacteriano hasta obtener tres
muestras sucesivas negativas, antes del alta hospitalaria. La identidad de las
colonias se determiné por aglutinacion con antisuero polivalente O1,

monovalentes Ogawa e Inaba (Murex Biotech Ltd).
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3.4.8. Evaluaciéon de la inmunogenicidad de las cepas

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad, se obtuvo de los voluntarios sangre
total por puncién venosa los dias 0, 7, 14 y 28 para la determinacion de
anticuerpos vibriocidas por el método de Benenson (Benenson et al, 1968),
modificado por Cedré (Cedré et al, 1999).

Los criterios de seroconversion se definieron como un incremento de la
respuesta inmune de anticuerpos vibriocidas, de cuatro veces el titulo inicial a los
14 dias de inmunizados.

La presencia de estos anticuerpos sirve como marcador de la secrecion de
anticuerpos IgA intestinales (Crean et al, 2000) y se utiliza como la medida de la
inmunogenicidad de las vacunas orales cualquiera que sea su variante (Richie et

al, 2000).

3.4.9. Apertura de los codigos

El investigador principal del ensayo clinico conservd debidamente sellada la
documentacion correspondiente a los codigos. La apertura de los cédigos se
realizé por el promotor del estudio al final de cada ciclo completo.

Solamente en caso de emergencia médica, donde se requiriera conocer el
producto que recibié el sujeto con el fin de aplicar tratamiento adecuado, el
investigador principal del ensayo clinico tenia la potestad de abrir el cédigo vy el

deber de informar.
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3.4.10. Variables evaluadas para cumplir los objetivos
Ensayo para la investigacion clinica preliminar con cepas atenuadas de Vibrio
cholerae para determinar reactogenicidad e inmunogenicidad.

Variable primaria de respuesta

- Ocurrencia de eventos adversos graves.
- Ocurrencia de diarreas.

Variables secundarias de respuesta

- Ocurrencia de eventos adversos no graves.

- Incidencia de valores fuera de rango con significacién clinica de examenes de
laboratorio clinico 7 dias después de la inoculacion.

- Evaluacion de la conversién de anticuerpos vibriocidas definida como un
incremento de cuatro veces su titulo , en las muestras de suero tomadas al dia
14 en relacion a las tomadas antes de la inoculacion de la cepa atenuada.

- Excrecién de las cepas atenuadas.

3.4.11. Procesamiento estadistico

Se calcularon las frecuencias absolutas y relativas para las variables
reactogenicidad, inmunogenicidad, excrecion y para los eventos adversos
presentados, en correspondencia con el grupo de voluntarios y la cepa
inoculada. Se utilizé la prueba exacta de Fisher para la comparacion de
proporciones. Un nivel de significacion del 5% fue considerado en todas las

comparaciones.
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Tamafo de muestra

Teniendo en cuenta los objetivos del estudio asi como las condiciones practicas
del mismo, el tamafio de muestra fue seleccionado convenientemente. Se
incluyé un grupo placebo con el objetivo de controlar sesgos y factores de
confusion. Este grupo se seleccioné como aproximadamente un tercio del total y

no fue utilizado a los efectos de las comparaciones.

3.5. Segunda fase de los estudios clinicos

3.5.1. Estudios de reto atenuado

En esta fase se realizaron dos estudios, en el primero, se reté la cepa vacunal
638 V. cholerae O1 EI Tor Ogawa, con su antecesora la cepa reactogénica 81 V.
cholerae O1 El Tor Ogawa, pues a pesar de que se le retiraron los genes
productores de la toxina colérica, resulté alun reactogénica a pesar de la
atenuacion y produjo diarreas en los voluntarios en los estudios de evaluacion de
las cepas.

Este estudio se realizé con el objetivo de obtener informacion preliminar de la
proteccion conferida contra la diarrea por la cepa vacunal y poder realizar los
ajustes practicos necesarios antes de realizar el estudio de reto con una cepa

virulenta de V. cholerae.
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3.5.1.1. Diseiio
Se realiz6 en dos etapas, en la primera se vacund con la cepa candidata y en la
segunda se retdé con una cepa atenuada pero aun reactogénica de V. cholerae

(tabla 4).

Tabla 4. Esquema general del estudio de reto de la cepa candidata vacunal en la etapa
de ingreso hospitalario

Dias Intervencion Actividad
Etapa 1
Ingreso y adaptacion
0 Cepa 638 o Observar y notificar eventos adversos
placebo

Observar y notificar eventos adversos
1-2-3-4-5 Aislar, identificar y cuantificar (UFC/mL)
V. cholerae O1 en heces (1-3-5) dias.
5 Doxiciclina
Aislar, identificar y cuantificar (UFC/mL) V.
6-7-8 cholerae O1 en heces diario.
Perfil de seguridad por laboratorio clinico y medir
titulo medio geomeétrico (TMG) de anticuerpos
vibriocidas en suero a los siete dias.
9 Alta hospitalaria si tres coprocultivos negativos.

Etapa 2 (28 dias después)

Ingreso y adaptacion
0 Cepa 81 Observar y notificar sintomas adversos

1-2-3-4-5 Observar notificar eventos adversos
Aislar, identificar y cuantificar (UFC/mL)
V. cholerae O1 en heces (1-3-5) dias.
5 Doxiciclina
6-7-8 Perfil de seguridad por laboratorio clinico y medir
titulo medio geomeétrico (TMG) de anticuerpos
vibriocidas en suero a los siete dias
9 Alta hospitalaria si tres coprocultivos negativos.
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3.5.1.2. Preparacion y administracion del in6culo

La preparacion del inoculo se realizd6 de acuerdo a lo establecido para los
estudios de seleccion de cepas. Para la primera etapa se seleccionaron 10
voluntarios, todos ingirieron primero 120 mL de una solucion de bicarbonato de
sodio (MERCK) al 1,33% y pasados 30 minutos, cinco de ellos ingirieron una
dosis Unica de la cepa 638 de V. cholerae O1 El Tor Ogawa a concentracion de
10° UFC/mL. Los otros cinco ingirieron placebo en 30 mL de la misma solucién
de bicarbonato de sodio que fue indistinguible del preparado vacunal.

En la segunda etapa realizada 28 dias después, los 10 voluntarios participantes
en la primera etapa fueron readmitidos en la sala de aislamiento. Todos
ingirieron 120 mL de una solucion de bicarbonato de sodio (MERCK) al 1,33%;
transcurridos 30 minutos, cada voluntario ingirié una dosis de la cepa modificada
genéticamente (V. cholerae 81 O1 El Tor Ogawa) a concentracién de 10°
UFC/mL, dispensada en 30mL de una solucién de bicarbonato de sodio al

1,33%.

Para el enmascaramiento del estudio se procedié de igual forma que en los
estudios de evaluacién de las cepas (acapite 3.4 y subacapites correspondientes

a la primera fase del estudio).

Los principios éticos, criterios de inclusion, exclusion, salida del estudio,

seguimiento clinico, tratamiento de las reacciones adversas, tratamiento
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concomitante y dindmica de excrecion, fueron realizados con las normativas y

procedimientos descritos anteriormente.

3.5.1.3. Variables evaluadas para cumplir los objetivos

Variable primaria de respuesta

-Incidencia de diarreas en ambos grupos durante los cinco dias posteriores a la
inoculacién de la cepa de reto.

Variables secundarias de respuesta

- Incidencia de cualquier evento adverso de cualquier naturaleza.
- Incidencia de valores fuera de rango con significacién clinica de examenes de
laboratorio clinico 7 dias después de la inoculacion.

- Excrecién de la cepa atenuada

3.5.1.4. Procesamiento estadistico

Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentajes de la presencia de
diarreas y de excrecion en los grupos de voluntarios inoculados con la cepa
vacunal y los del grupo placebo. Se utilizé la prueba exacta de Fisher para las
comparaciones entre grupos. Se utilizé un nivel de significacion del 5%.

Tamano de muestra

Se seleccion6 convenientemente un tamafio de muestra de cinco voluntarios por

grupo.
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3.5.2. Estudio de reto con la cepa virulenta

Para este estudio se confeccioné un protocolo con modificaciones al que se
elaboré con anterioridad para el estudio de seleccion de cepas, debido a la
introduccion de una cepa virulenta en los ensayos el cual se denominé “Estudio
de reto controlado, aleatorizado, a doble ciego, con una cepa virulenta de V.
cholerae para determinar la eficacia protectora de una dosis del orden de 10°
UFC/mL de la cepa atenuada 638, inoculada por via oral en voluntarios adultos

sanos del sexo masculino”.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del IPK, por el CNSB vy el
CECMED, vy recibi6 el cédigo del Registro Publico Cubano de Ensayos Clinicos:
RPCEC00000072 y el numero de referencia del CECMED: 438/06.004.03B.

(Anexo 4)

La cepa virulenta utilizada para retar fue la 3008 V. cholerae Ol1 El Tor Ogawa
gue es del serogrupo, biotipo y serotipo homdloga a la cepa vacunal que fue
aislada durante la epidemia de colera en América en 1992, en dos pacientes
Argentinos. La cepa es sensible a la tetraciclina, no esta disponible en ninguna
casa coleccionista internacional, pero es el estandar de reto O1 El Tor Ogawa,
utilizado en el CDV de los Estados Unidos donde ha provocado diarrea en el
80% de los voluntarios retados (Tacket et al, 1997). Esta cepa fue donada por el

CDV durante la visita a Baltimore de un grupo de investigadores cubanos, en
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diciembre de 1999, cumpliéndose los requisitos establecidos para su

importacion.

3.5.2.1. Disefio

Consté de dos etapas al igual que el reto atenuado, con la diferencia que se
utilizé una cepa virulenta comprobada de V. cholerae.

Por ser la primera vez que se realizaria en Cuba un ensayo de reto con una cepa
virulenta, y con el objetivo de mantener el nimero probable de sujetos con
diarreas severas dentro de un margen de seguridad para su atencion y control, el
estudio se realizé en dos ciclos, en el primero con ocho y el segundo con 13

voluntarios.

3.5.2.2. Preparacién y administracion del inéculo

La preparacion del indculo se realizdé de igual forma que en los estudios de
seleccidon de cepas. En la primera etapa todos los voluntarios ingirieron primero
120 mL de bicarbonato de sodio (MERCK) al 1,33% y pasados 30 minutos,
cuatro de ellos ingirieron una dosis de la cepa candidata vacunal 638 de V.
cholerae O1 El Tor Ogawa a concentraciéon de 10° UFC/mL. Los otros cuatro
restantes ingirieron el placebo en 30 mL de la misma solucién que fue

indistinguible del preparado vacunal.

Para el enmascaramiento del estudio se procedié de igual forma que en los

estudios de evaluacion de las cepas.
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En la segunda etapa, realizada 28 dias después, los voluntarios participantes en
la primera fueron readmitidos en la sala de aislamiento. Todos ingirieron 120 mL
de una solucion de bicarbonato de sodio (MERCK) al 1,33%; transcurridos 30
minutos, cada voluntario ingiri6 una dosis de la cepa virulenta V. cholerae 3008
El Tor Ogawa, a una concentracion de 10° UFC/mL dispensada en 30mL de

una solucion de bicarbonato de sodio al 1,33%.

El segundo ciclo se realiz6 de igual forma que el primero pero en esta ocasiéon
participaron 13 voluntarios, ocho inoculados y cinco placebos.

En total, en los dos ciclos participaron 21 voluntarios, 12 recibieron la cepa
vacunal en la primera etapa y nueve fueron utilizados como placebos, a los 28

dias todos recibieron la cepa virulenta.

Los principios éticos, las BPC, los criterios de inclusién, exclusion, salida del
estudio, seguimiento clinico, tratamiento de las reacciones adversas, medicacion
concomitante y dindmica de excrecion, fueron realizados con las normativas y
procedimientos descritos en el acapite 3.4 y subacapites correspondientes
referentes a la evaluacién de cepas de V. cholerae para su seleccibn como
candidato vacunal (primera fase del estudio).

Durante los estudios de reto se evalud, también, la susceptibilidad al colera del
grupo de los voluntarios pertenecientes al grupo sanguineo O, no protegidos por

el candidato vacunal.
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Las Variables evaluadas fueron iguales a las utilizadas en el reto atenuado.
3.5.2.3. Procesamiento estadistico

Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentuales de la presencia de
diarreas y excrecion en los grupos previamente protegidos con la cepa vacunal y

los placebos al ser retados con la cepa virulenta 28 dias después.

Para medir proteccién, se consideré un RR < 1 y para evaluar la susceptibilidad
al célera de los voluntarios no inoculados que tuvieran grupo sanguineo O, se
consideré un RR > 1. Se estim6 el intervalo de confianza al 95% (IC 95%) y se
calcularon los valores de p considerandose significativos los inferiores a 0,05. La
informacion se procesé en una base datos realizada en el Programa Microsoft
Excel. El célculo de las medidas utilizadas en el estudio analitico se realizd con

el auxilio del Programa Epi Info version 6,0.

Tamafo de muestra

El promotor esperd una incidencia de diarrea del 80% en el grupo que recibi6 el
placebo y que el preparado vacunal fuera capaz de disminuir dicha cifra en un
75%. Segun calculos asintéticos y simulados, con 20 sujetos, 8 en el grupo
placebo y 12 preparado vacunal, se detecta dicha disminuciéon con un nivel de
significacién del 5% y una potencia del 80%.

Los célculos fueron realizados utilizando las funciones bpower y bpower.sim de
la biblioteca Hmisc implementada en el sistema R (R Development Core Team,

2004).
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4. RESULTADOS

4.1. Estudios para la evaluacion de las cepas

En este apartado se describen los resultados de la reactogenicidad residual,
inmunogenicidad y excrecion por las heces de los voluntarios de las cepas de V.
cholerae O1 evaluadas en la primera fase del estudio para la seleccién del

candidato vacunal. .

4.1.1. V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638 a diferentes concentraciones
Abarcé los ensayos clinicos 1 al 4. En el primer ensayo se inocularon cinco
voluntarios con la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638 a una concentracion

de 1,9 X 10° UFC/mL y dos ingirieron placebo (tabla 5).

Un voluntario inoculado presentd diarreas. Dos excretaron vibriones y cuatro

seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

En el segundo ensayo se inocularon 11 voluntarios con la cepa a una

concentracion de 2,16 x 10° UFC/mL y cuatro ingirieron placebo (tabla 6).



69

Tabla 5. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion de los voluntarios,
inoculados con la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638, concentracion 1,9 X 10°
UFC/mL.

No. In6culo Dia- Cefa- Meteo- CoOli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL)  "M€aS  |eq rismo  cos cibn  version
1 1,9 X 10° - + - - + - +
2 Placebo - - + - + - -
3 1,9 X 10° - + - - + + +
4 1,9 X 10° + - + - + - +
5 1,9 X 10° - - - - - - -
6 1,9 X 10° - - - + - + +
7 Placebo - - - - - - -

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos

Tabla 6. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion en los voluntarios,
inoculados con la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638, concentracion 2,16 X 10°
UFC/mL.

No. In6culo Dia- Cefa- Meteo- Coli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL)  rreas lea rismo cos cion version
1 Placebo - - + + - - -
2 2,16 X 10° - - - - - + +
3 2,16 X 10° - - - - - + -
4 2,16 X 10° - - - - - + +
5 2,16 X 10° - - + - - + +
6 2,16 X 10° - - - - - + +
7 2,16 X 10° - - - + - + +
8 2,16 X 10° - +- + + - + +
9 2,16 X 10° - - - - + - +
10 Placebo - - + - + - -
11 Placebo - - - - - - -
12 Placebo - - - - - - -
13 2,16 X 10° - - - - - - -
14 2,16 X 10° - - - - - + +
15 2,16 X 10° + - + - - + +

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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Un voluntario inoculado presentd diarreas. Nueve excretaron vibriones y

seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

En el tercer ensayo se evalué la cepa a concentraciones de 10’ y 1,25 X 10°

UFC/mL, siete voluntarios fueron inoculados con cada concentracién y cuatro

con placebos (tabla 7).

Tabla 7. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion en los voluntarios

inoculados con la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638, concentraciones 10’ y 1,25 X

10° UFC/mL.
No. Inéculo Dia- Cefa- Meteo- Coli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL) reas lea rismo cos cion version
1 Placebo - - - + - - -
2 1,25 X 10° - - - - - + +
3 1,25 X 10° - - - - - - +
4 Placebo - - - - - - -
5 1,25 X 10° - - + + - + +
6 10’ - - - - - - +
7 Placebo - - - - - - -
8 10’ - - - - - + -
9 10’ + - - + + + +
10 10’ - - + - - + +
11 1,25 X 10° - - - - - + +
12 Placebo + - - - - - -
13 10’ - - - - + - +
14 10’ - - - + - -
15 1,25 X 10° + + + + - + +
16 10’ - - + + - - +
17 1,25 X 10° + - - - - + +
18 1,25 X 10° - + + + - + +

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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Dos voluntarios inoculados a la mayor concentracion presentaron diarreas y uno
inoculado con la menor también la presentd. Seis de los inoculados con la
concentracién de 1,25 X 10°y tres con la de 10 UFC/mL excretaron vibriones,
Siete de los que ingirieron la concentracion mas alta y cinco de los que ingirieron
la menor, seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

En el cuarto ensayo se evalud la cepa a concentraciones de 1,8 X 10%y 1,5 X
10° UFC/mL. Seis voluntarios fueron inoculados con cada concentracién y cuatro
recibieron placebos (tabla 8).

Tabla 8. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion en los voluntarios,
inoculados con la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638, concentraciones 1,8 X 10% y
1,5 X 10° UFC/mL.

No. Inéculo Dia- Cefa- Meteo Coli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL) rreas lea -rismo coS cion version

1 1,5 X 10° - + + - - + +

2 1,5 X 10° + - - + - + +

3 Placebo - - - - - - -

4 1,8 X 10° - - - - - + +

5 1,8 X 10° - - + - - + -

6 1,8 X 10° - + - - - + +

7 1,8 X 10° - + - + - + +

9 1,5 X 10° - - + - - + +
10 1,8 X 10° + - - + - + +
11 1,5 X 10° - + - - - + +
12 1,5 X 10° - - + - - + +
14 Placebo - - - - - - -

15 1,8 X 10° - - + - - + +
16 Placebo - - - - - - -

17 Placebo - - - - + - -

18 1,5 X 10° - - + + - + -

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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Un voluntario inoculado a la mayor concentracion y otro inoculado a la menor,
presentaron diarreas. El 100% de los inoculados, con independencia de la dosis,
excretaron la cepa vacunal y cinco de los seis de cada grupo de inoculados

seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

4.1.2.V.cholerae O1 El Tor Inaba JBK70
En el quinto ensayo se evalud la cepa V. cholerae O1 El Tor Inaba JBK70 a una
concentracion de 10° UFC/mL utlizada en el estudio como control. Se inocularon

con la bacteria ocho voluntarios y cuatro recibieron placebo (tabla 9).

Tabla 9. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion en los voluntarios, de la
cepa V. cholerae O1 El Tor Inaba JBK70, concentracion 10° UFC/mL.

In6culo Dia- Cefa Meteo- Coli- Acidez Excre-  Serocon-
(UFC/mL)  freas -lea rismo cos cion version
1 Placebo - - - - - - -
2 10° + - - ] ) + +
3 Placebo - + + + - - -
4 Placebo - - + - - - -
5 10° + - + - - + +
6 Placebo - - - - - - -
7 10° + - - + - + +
8 10° + + - - - + +
9 10° - - - - - - +
10 10° - - - - - + +
11 10° - - - - - + +
12 10° - + - - + + +

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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El 50% de los voluntarios inoculados presentaron diarreas, todos excretaron

vibriones y siete de ocho seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

4.1.3. V. cholerae O1 El Tor Ogawa 81
En el sexto ensayo se inocularon ocho voluntarios con la cepa V. cholerae O1 El
Tor Ogawa 81 a concentracion de 1,6 X 10° UFC/mL, cuatro recibieron placebo

(tabla 10).

Tabla 10. Resultados de la reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion

cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 81, concentracion 1,6 X 10° UFC/mL.

No. In6culo Dia- Cefa Meteo- COli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL)  eas -lea rismo cos cion version

1 Placebo - - - - + - _

2 Placebo - - - - - - -

3 1,6 X 10° + - + - - + +

4 1,6 X 10° - - - - - + +

5 1,6 X 10° - - - - - + +

6 1,6 X 10° + - - + . + +

7 Placebo + - - + . ; )

8 1,6 X 10° - - + - - + +

9 1,6 X 10° - + - - - + +
10 1,6 X10° - + - - - + +
11 1,6 X 10° + - - + - + +
12 Placebo - - - + - - -

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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El 37,5 % de los voluntarios inoculados presentaron diarreas y todos excretaron
vibriones y seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

4.1.4. V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638T a diferentes concentraciones

Con esta cepa se realizaron los ensayos siete y ocho. En el ensayo nimero siete
se inocularon nueve voluntarios con el microorganismo a una concentraciéon de

1,4 X 10° UFC/mL y cuatro recibieron placebo (tabla 11).

Tabla 11. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion en los voluntarios,
de la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638T, concentracion 1,4 X 10° UFC/mL.

No. Indculo Dia- Cefa- Meteo Coli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL) rreas lea  -rismo  cos cion version
1 1,4 X 10° - - + - + - -
2 Placebo - - - - - - -
3 1,4 X 10° - + + - ] + )
4 1,4 X 10° - - - - - - ]
5 1,4 X 10° - - + ; ] + )
6 1,4 X 10° - - + - + - .
7 Placebo - - - - + . i}
8 1,4 X 10° - - + - ] ] +
9 Placebo - + - - - - -
10 1,4 X 10° - - - - - + +
11 1,4 X 10° - - - - - - ]
12 1,4X 10° - - - - + _ N
13 Placebo - - + - - - -

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente
Fuente: Cuaderno de recogida de datos

Ninguno de los voluntarios inoculados presentaron diarreas, tres de los nueve

excretaron vibriones y seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.
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En el ensayo numero ocho la misma cepa se evalué a una concentracion de
1,06 X 10 en nueve voluntarios y a cuatro se les administré una concentracién

de 7,09 X10® UFC/mL, cinco voluntarios recibieron placebo (tabla 12).

Tabla 12. Reactogenicidad residual, excrecidén y seroconversion en los voluntarios, de la
cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638T, concentraciones 1,06 X 10 y 7,09 x 10°
UFC/mL.

No. In6culo Dia- Cefa- Meteo- Coli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL) rreas lea rismo cos cion version
1 1,06 X 10'° - - - - - + n
2 7,09 X 108 - - + - + + +
3 Placebo - - - - - - -
4 1,06 X 10" - - + - - - +
5 1,06 X 10'° - - - - - - -
6 7,09 X 108 - + - - + - -
7 1,06 X 10'° - - + + - - -
8 Placebo - - + - - - -
9 1,06 X10% - - - - - - -
10 1,06 X 10"° - - - - - - -
11 1,06 X 10'° - + + - + + +
12 1,06 X 10™° - - + - - - -
13 7,09 X 10® - - + - - - -
14 Placebo - - + + - - -
15 Placebo - - - - - - -
16 7,09 X 10® - - - - - - +
17 Placebo - - + - - - -
18 1,06 X 10™° - - + - - - -

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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Ninguno de los voluntarios inoculados presentaron diarreas, dos de los nueve
inoculados con la concentracién de 1,06 X 10'° UFC/mL excretaron vibriones e
igual cifra seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas. Uno de los cuatro
que ingirieron la concentracién 7,09 X 10® UFC/mIL, excretd vibriones y tres

seroconvirtieron su titulo de anticuerpos vibriocidas.

4.1.5. V. cholerae El Tor Ogawa 638

En el noveno ensayo la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638 se evalu6 a una
concentracién de 10° UFC/mL. Se inocularon nueve voluntarios y otros nueve
recibieron placebo (tabla 13).

Tabla 13. Reactogenicidad residual, excrecion y seroconversion en los voluntarios,

de la cepa V. cholerae O1 El Tor Ogawa 638, concentracion 10° UFC/mL.

In6culo Dia- Cefa- Meteo- Coli- Acidez Excre- Serocon-

No. (UFC/mL) rreas lea rismo cos cion version

1 10° - - + + - + +

2 Placebo - + - - - - -

3 10° - - - - - + +

4 Placebo - + + - - - -

5 10° - - + + - - +

6 Placebo - - - - - - -

7 Placebo - - + - - - -

8 10° - - + - - + +

9 Placebo - - - - - - -

10 10° - + - - - + +
11 Placebo - - - - - - -

12 10° - - - - - - +
13 Placebo - - + - - - -

14 10° - - - - - - +
15 Placebo - - - - - - -

16 Placebo - - - - - - -

17 10° - - - - - + +
18 10° - + - - - + +

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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Ninguno de los voluntarios inoculados presenté diarreas. Seis inoculados con la
cepa excretaron vibriones y todos seroconvirtieron su titulo de anticuerpos

vibriocidas.

4.1.6. V. cholerae O1 El Tor Inaba 1333
En el décimo ensayo, la cepa V. cholerae Ol1 El Tor Inaba 1333, a
concentraciones de 1,73 X 10® UFC/mL y 2,3 X 10’ UFC/mL se inocul6é a 10

voluntarios (cinco con cada concentracion), cuatro ingirieron placebo (tabla 14).

Tabla 14. Reactogenicidad residual, excrecidén y seroconversion en los voluntarios, de la
cepa V. cholerae O1 El Tor Inaba 1333, concentraciones 1,73 X 10® UFC/mL y2,3X 10’
UFC/mL.

No. In6culo Dia- Cefa Meteo- Coli- Acidez Excre- Serocon-
(UFC/mL) rreas -lea rismo cos cion version

1 2,3 X 10’ - - - - - + +

2 1,73 X 10° - - + - - + +

3 1,73 X 10° - - - - - + -

5 1,73 X 10° - - - + - + +

6 Placebo - - - - - - -

7 2,3 X 10’ - - - - - + -

8 2,3 X 10’ - - - - - - +

9 1,73 X 10° - - - + - + +
10 Placebo - - - + - - -

11 1,73 X 10° + + - - - + +
12 2,3 X 10’ - - - + - + +
13 2,3 X 10’ - - - + - + +
14 Placebo - - - + - - -

15 Placebo - - - + - - -

Leyenda: + Presenta el sintoma, excrecion, seroconversion: - No esta presente
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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Un voluntario inoculado con la menor concentracion presenté diarreas. Cinco de
los voluntarios inoculados con la concentracion mayor y cuatro de los que
ingirieron la menor, excretaron vibriones. Cuatro de cada grupo seroconvirtieron

su titulo de anticuerpos vibriocidas.

4.1.7. Resultados globales de la evaluacion de las cepas

La cepa modificada genéticamente V. cholerae JBK 70 El Tor Inaba utilizada
como control en el estudio, produjo diarrea reactogénica en el 50% de los
voluntarios, el 77% excreto la cepa por las heces y el 100% seroconvirtié en su
titulo de anticuerpos vibriocidas.

Las dos cepas evaluadas que mostraron los mejores resultados fueron V.
cholerae 638 O1 El Tor Ogawa y V. cholerae O1 El Tor Inaba 1333. V. cholerae
de acuerdo a los métodos estadisticos utilizados al compararlas con las otras
dos cepas evaluadas. El Tor Ogawa 638T provocOd en los voluntarios baja
reactogenicidad e inmunogenicidad. La cepa 81 V. cholerae El Tor Ogawa a

pesar de ser muy inmunogénica, fue muy reactogénica (tabla 15).

En sentido general, los restantes eventos adversos que presentaron los

voluntarios inoculados fueron catalogados como ligeros (tabla 16).

El perfil de seguridad de laboratorio, realizado siete dias después de la

inoculacién de las cepas, no detectd alteraciones de los valores normales.
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Tabla 15. Respuestas de los voluntarios frente a las cepas evaluadas, numero y
porcentaje de diarreas, excrecion y seroconversion del titulo de anticuerpos vibriocidas.

NUmero de Cepa  Concentracion Diarreas Excrecién Seroconversion
voluntarios UFC/mL N (%) N (%) anticuerpos
Inoculados vibriocidas
N (%)
7 638 10’ 1(14,3) 3(42,9) 4 (57,1)
6 10° 1(16,7) 6 (100,0) 5 (83,3)
38 10° 5(13,2) 29 (76,3) 34 (89,5)
5 1333 10’ 0 (0,0) 4 (80,0) 4 (80,0)
5 108 1 (20,0) 5 (100,0) 4 (80,0)
4 638T 108 0 (0,0) 1 (25,0) 2 (25,0)
9 10° 0 (0,0) 3(33,3) 3(33,3)
9 10*° 0 (0,0) 2(22,22) 3(33,3)
8 81 10° 3 (37,5) 7 (87,5) 8 (100,0)

Comparaciones estadisticas. Prueba exacta de Fisher. Diarrea:
No se detectan diferencias significativas (p>0,05),
Comparaciones estadisticas Prueba exacta de Fisher. Seroconversion:
Se detectan diferencias entre las cepas 638 y 638T (p=0,001257)

Se detectan diferencias entre las cepas 638T, y 81 (p=0,00904)

El resto de las comparaciones no mostraron diferencias significativas (p>0,05)
Fuente Cuaderno recogida de datos.

Tabla 16. Otras reacciones adversas esperadas y encontradas en los voluntarios en
relacion con la cepa y concentraciones inoculadas.

Voluntarios Cepas Dosis Cefalea  Meteorismo  Cdlicos Acidez  VOmitos

inoculados UFC/mL N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
7 638 10’ 0 2(28,6) 2(28,6) 3429 0 (0,0)
6 10° 2(33,3) 2(33,3) 2 (33,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
38 10° 5(13,2) 9(23,7) 6 (15,8) 6 (15,8) 0 (0,0)
5 1333 10’ 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (40,0) 0 (0,0) 0 (0,0
5 10° 1 (20,0) 1 (20,0) 2 (40,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
4 638 T 10° 1 (25,0) 1 (25,0) 0 (0,0) 2 (50,0) 0 (0,0)
9 10° 1(11,2) 4 (44,4) 0 (0,0) 1(11,2) 0 (0,0
9 10" 1(11,1) 5 (55,6) 0(0,00 1(11,1) 0(0,0)
8 81 10° 2(25,0) 2 (25,0) 2 (25,0) 0 (0,0) 0 (0,0

Fuente: Cuaderno de recogida de datos.
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4.2. Ensayos clinicos de reto

4.2.1. Estudio con una cepa atenuada de V. cholerae

La cepa V. cholerae 638 O1 El Tor Ogawa protegié contra la diarrea y dificultd la
excrecion de la cepa insuficientemente atenuada V. cholerae 81 O1 El Tor
Ogawa administrada a cinco voluntarios en una concentracién de 10° UFC/mL
(tabla 17).

Tabla 17. Descripcion de la ocurrencia de diarreas y de la excrecion en los voluntarios

inoculados con la cepa V. cholerae 638 O1 El Tor Ogawa, retados con V. cholerae 81 El
Tor Ogawa.

Voluntarios Numero  Diarreas Excrecion
N (%) N (%)
Inoculados cepa 638 5 0 (0,0) 2 (40,0)
Placebos 5 3 (60,0) 5 (100,0%)

Comparacion estadistica. Prueba exacta de Fisher: No se detect6 diferencia significativa
entre los grupos con respecto a los porcientos de diarrea o de excrecion (p=0,16667).
Fuente: Cuaderno de Recogida de Datos

4.2.2. Estudio de reto con una cepa virulenta de V. cholerae

Se comparo la presencia de las deposiciones diarreicas entre los voluntarios
previamente inoculados con la cepa 638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa y los no
inoculados , todos retados 28 dias después con la cepa virulenta homéloga 3008
Los protegidos no tuvieron diarreas en contraste con un 78% de los no

protegidos que si presento el sintoma (tablal8).
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Tabla 18. Comparacién de la presencia de diarreas entre los voluntarios previamente

inoculados con la cepa 638 y los no inoculados, retados con la cepa virulenta.

Voluntarios NUmero Diarreas N (%)
Inoculados cepa 638 12 0(0,0)
Placebos 9 7(77,7)

Comparacion estadistica. Prueba exacta de Fisher: P= 0,00

Fuente: Cuaderno de recogida de datos

La totalidad de los voluntarios inoculados con la cepa candidata 638, no
presentaron diarreas al ser retados con la cepa virulenta. EI RR no pudo ser
determinado, de lo que se asume que la eficacia protectora exploratoria contra la

diarrea fue del 100%.

Siete del total de nueve voluntarios que recibieron placebo tuvieron diarreas para
un 77,8%; el promedio de deposiciones por voluntario fue de 14,7 y el rango del
volumen de las deposiciones oscil6 entre 330 y 5 731 gramos (media: 2 340,1 g)

(Tabla 19).

De acuerdo con la clasificacion de las deposiciones diarreicas, en cinco de los
voluntarios no protegidos con la cepa vacunal estas fueron ligeras, en uno

moderadas y en otro severas; dos no presentaron diarreas.
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Tabla 19. Respuesta de voluntarios no vacunados a la cepa virulenta, en relacion

con la presencia de diarreas y sus caracteristicas.

Cadigo Volumen de las Numero de Periodo de Duracion de
" Voluntarios deposiciones deposiciones  incubacion las diarreas
p=2 340,1 b =147 (horas) (horas)
p =33.40 p =53.00
Ciclo 1
5731 36 11.25 47.00
4845 39 28.45 123.00
1870 10 49.20 107.00
T* - - - -
Ciclo 2
03 330 3 48.30 24.00
06 1530 5 22.00 25.00
07 1140 7 48.50 36.00
08* - - - -
10 935 3 26.10 9.00

Leyenda: * Voluntarios que no tuvieron diarreas; y= valor de la media.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos

El voluntario numero tres del primer ciclo, present6é un gran volumen diarreas en
un corto tiempo y vomitos, por lo que requirié hidratacidon endovenosa, ademas
se le administré Doxiciclina a las 24 horas de ingerir la cepa virulenta, debido al

deterioro de su estado fisico.

El voluntario niumero cuatro del primer ciclo presenté también un gran volumen
de diarreas, pero distribuidas en un mas largo periodo de tiempo y no tuvo

vomitos, lo que nos permitié rehidratarlo de forma oral.
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En la figura 1 se muestran otras reacciones adversas que aparecen relacionadas
con la enfermedad tales como meteorismo, dolor abdominal, malestar general,
nauseas, cefaleas y vémitos presentadas por los voluntarios después de ingerir

la cepa virulenta.

7
4 4
| 3
| 2
| Ill
L -
; B

Meteorismo Dolor Malestar Nauseas Cefalea Vamitos
Abdominal General

] w = (%] (=) =~ Ca
1

Numero de volunarios

Reacciones Adversas

Figura 1. Reacciones adversas esperadas observadas en los voluntarios inoculados con
la cepa virulenta, que no fueron inoculados previamente con la cepa 638.
Fuente: Cuaderno de recogida de datos

El perfil de seguridad de laboratorio, realizado siete dias después de la

inoculacién de la cepa virulenta, no detecté alteraciones de los valores normales.

En los dias siguientes a la administracion de la cepa virulenta (3008 V. cholerae

El Tor Ogawa) y después de la administracion de la doxicilina, se evalud en los
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voluntarios protegidos y no protegidos la excrecidén de vibriones como expresion
indirecta de la colonizacién del intestino por la bacteria. La excrecion por las
heces de la cepa virulenta fue mayor en los voluntarios no inoculados con la
cepa vacunal, dos de ellos siguieron excretando bacterias 24 horas después de

recibir la primera dosis de doxiciclina (tabla 20).

Tabla 20. Excrecion por las heces de los voluntarios retados, vacunados y no

vacunados, de la cepa virulenta 3008 V. cholerae El Tor O1 Ogawa.

Cadigo Dias
Voluntarios 1 3 5 6 7 8 9

Ciclo 1

1* - - + - - - -
2% -
3 + - -
4 - + + + - - -
5 + + +

6* - - - - - - -
7 - - + - - - -
8* + - - - - - -

Ciclo 2

01* - - - - - - -
02* - - - - - - -
03 - + + - - - -
04* - - - - - - -
05* - -
06 + +
07 - +
08 - -
09* -
10 + + + + - - -
11* +

12+ - - - - - - -
13* - - - - - - -

Doxiciclina Doxiciclina

Leyenda: * Voluntarios vacunados; (+) Excrecion; (-) No excrecion
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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De los 12 voluntarios no inoculados previamente con la cepa vacunal 638, tres
de ellos (25%) excretaron la cepa virulenta en una ocasion mientras que los no
inoculados todos la excretaron, el 33,3% en una ocasiéon y el 66,7% en dos o
mas ocasiones. El RR fue 0,25 (IC95%: 0,09-0,67); p=0,0005, como indicador de
la proteccion contra la colonizacién entre los vacunados al compararlo con el

grupo placebo (tabla 21).

Tabla 21. Frecuencia de excrecion de la cepa virulenta comparando los grupos de
voluntarios inoculados con la cepa 638 y los placebos.

Voluntarios Numero de  Un coprocultivo Dos o0 mas
Voluntarios positivo coprocultivos
N (%) positivos
N (%)
Inoculados 12 3 (25,0) 0 (0,0)
638
Placebos 9 3(33,3) 6 (66,7)
Total 21

Prueba exacta de Fisher, p=0.0005 RR=0,25 (IC 95%: 0,09-0,67)
Fuente: Cuaderno de recogida de datos

Ninguno de los voluntarios del grupo sanguineo O protegido con la cepa vacunal
presentaron diarreas, los no protegidos, tuvieron un RR=1,5 (C95%: 0,85-2,64)
de presentar diarreas al exponerse a la cepa virulenta 3008 V. cholerae El Tor
Ogawa al compararlos con el grupo de voluntarios no protegidos con grupos
sanguineos diferentes, la p no fue significativa (p=0,2568), debido a lo pequefio

de la muestra (tabla 22).



Tabla 22. Clasificacion de las diarreas entre los voluntarios no protegidos
con la cepa 638, segun grupo sanguineo.
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Numero Grupo Total de Ligeras Moderadas Severas
Voluntarios  Sanguineo Diarreas N (%) N (%) N (%)
N (%)
O 3(100,0) 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3)
6 No O 4 (66,7) 4(100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

RR=1,5 (1C95%: 0,85-2,64) Prueba exacta de Fisher, p=0,2568
Fuente: Cuaderno de recogida de datos
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5. Discusioén

5.1. Primera Fase. Estudios clinicos para la evaluacion de cepas atenuadas
Durante la primera fase de este estudio se realizaron 10 ensayos clinicos en
voluntarios sanos en un periodo de tres aflos para seleccionar, a partir de la
evaluacion de cuatro cepas atenuadas de V. cholerae, candidatos vacunales que
pudieran utilizarse como principios farmacéuticos activos de una vacuna contra
el colera. Ademas, se incluyé en los estudios como control positivo la cepa

atenuada pero aun reactogénica JBK 70 V. cholerae O1 El Tor Inaba.

Como parte de los resultados de esta investigacion se obtuvo la cepa 81 V.
cholerae O1 El Tor Ogawa, la que a pesar de habérsele realizado la supresion
de los genes que codifican para las dos subunidades de la toxina colérica,
mostrd una reactogenicidad inaceptable en los voluntarios evaluados, por lo que
se descarté como candidato vacunal. En los estudios realizados con esta cepa,
tres de los ocho voluntarios inoculados en los ensayos clinicos de la primera
fase, (Tabla 10), mas tres de los cinco que recibieron placebo en el estudio de
reto atenuado, (tabla 17), presentaron diarreas para un 46,2% del total. Este
resultado, es muy similar al obtenido con la cepa también atenuada pero
reactogénica, JBK70 utilizada como control positivo en los estudios que, como se

esperaba, (tabla 9), produjo diarreas en el 50% de los voluntarios inoculados.
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La cepa 638T V. cholerae EI Tor Ogawa no produjo diarreas en los voluntarios,
(tabla 11 y 12), pero la respuesta inmune evaluada por la seroconversion de los
anticuerpos vibriocidas y la excrecion de vibriones por las heces como expresion
de la colonizacién por la bacteria del intestino de los voluntarios, fueron muy
pobres, por lo que tampoco calific6 como candidato vacunal. Esta cepa estuvo
sobreatenuada, de manera que se afectd apreciablemente su capacidad

colonizadora del intestino y, por ende, su perfil inmunogénico.

La cepa V. cholerae O1 1333 El Tor Inaba fue inmunogénica, tuvo buenos
niveles de excrecién por las heces de los voluntarios y no fue reactogénica,
(tabla 14). No obstante, a pesar de los buenos resultados alcanzados con esta
cepa, es de sefalar que pertenece al serotipo Inaba que no es el predominante
en la actual epidemia del mundo (Calain et al, 2004; Ryan et al, 2006; OMS;

2008).

Estudios realizados por diversos autores (Levine et al, 1988"; Tacket et al, 1992;
Kenner et al, 1995; Tacket et al, 1997; Cohen et al; 2002) indican, que la mayor
efectividad de los candidatos vacunales se alcanza cuando se retan con cepas
homologas, es decir, cuando pertenecen al mismo grupo, biotipo y serotipo,
razones que determinaron se detuvieran los estudios con la cepa 1333, aunque

seria muy atractivo continuar su escalado tecnolégico con el fin de utilizarla en
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regiones del mundo donde V. cholerae O1 EI Tor serotipo Inaba, sea el

predominante.

La cepa 638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa administrada a una concentracion de
10° UFC/mL, (tabla 15), cumplié con los atributos de ser inmunogénica, no
reatogénica y tener un buen patron de excrecion por las heces de los voluntarios
inoculados, aspecto muy relacionado con la capacidad de colonizacién del
intestino y, consecuentemente, con la estimulacion del sistema inmune a nivel de
las mucosas intestinales. Por otra parte, esta cepa tiene la particularidad de
pertenecer al serogrupo, biotipo y serotipo de las cepas virulentas mas
extendidas actualmente en el mundo (Attridge et al, 2002; Eko et al, 2003;
Ravichandran et al, 2006; OMS,2010 °), por lo que su poder protector contra la
enfermedad seria mas efectivo que el de otros candidatos vacunales

heterdlogos.

Otras reacciones adversas encontradas en los voluntarios participantes en estos
estudios, (tabla 16), fueron: cefalea, meteorismo, colicos abdominales, acidez
estomacal y vomitos. En todos los casos estas reacciones fueron catalogadas
como ligeras y no tuvieron una relevancia importante al comparar las cepas entre

si y los grupos de voluntarios que indistintamente recibieron vacuna o placebo.
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5.2. Segunda fase. Estudios de reto

5.2.1. Estudio de reto con cepa atenuada

Como se describié antes, en una primera etapa se utilizé para el reto la cepa 81
V. cholerae El Tor Ogawa, manipulada genéticamente pero adn reactogénica.
Este estudio se realiz6 con solo 10 voluntarios se evidencié que la cepa
atenuada 638 V.cholerae O1 El Tor Ogawa fue capaz de proteger contra la

diarrea al 100% de los voluntarios inoculados, ( tabla 17).

El monitoreo de la excrecién por las heces de los voluntarios de la cepa con que
se efectud el reto, puso de relieve un 40% de excrecion de la bacteria en el
grupo vacunado contra un 100% de los que recibieron placebo, (tabla 17). Esto
evidencia que la cepa 638 generd una respuesta de anticuerpos que dificultd la
colonizacion de V. cholerae, en una segunda exposicion al microorganismo lo
cual, de hecho, es un indicador indirecto de la proteccion conferida por dicha

cepa.

No se encontrd informacion en la literatura especializada acerca de la realizaciéon
de ensayos de reto con cepas vivas atenuadas que aun son reactogénicas, lo
gue impidi6 establecer comparaciones al respecto. No obstante, los resultados
obtenidos en este estudio representan una experiencia valiosa para el manejo
adecuado de los voluntarios, en pro de garantizar su salud con un apego estricto

a los principios de la ética médica.
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5.2.2. Estudio de reto con una cepa virulenta
Este estudio se considera basico ya que es la prueba de concepto que define si

el candidato vacunal es capaz de proteger o no contra el colera.

La cepa atenuada 638 utilizada a concentracién de 10° UFC/mL, protegi6 contra
las diarreas al 100% de los voluntarios, al ser inoculados 28 dias después con la

cepa virulenta 3008 V. cholerae O1 El Tor Ogawa (tabla 18).

En el CDV de Maryland de los Estados Unidos de Norteamérica, el modelo de
reto utilizado para evaluar la proteccion conferida contra la diarrea, fue la cepa
atenuada CVD111 V. cholerae El Tor Ogawa derivada de la cepa N1617. A dicho
microorganismo le fueron eliminados los genes que codifican para la toxina
colérica y se administr6 a los voluntarios a una concentraciéon de 10° UFC/mL.
Esta cepa es homdloga a la 638 y, tanto en ese ensayo como en este, se utilizé
para el reto la cepa 3008 V. cholerae O1 El Tor Ogawa a una concentracion de

10° UFC/mL (Tacket et al, 1997).

El trabajo de Tacket y colaboradores notifica un 83,3% de proteccién en los
voluntarios contra la diarrea (Tacket et al, 1997), resultados que fueron algo
inferiores a los alcanzados en este estudio en el que se obtuvo un 100% de
proteccion con la cepa candidata vacunal 638.

En el presente trabajo, el 77,8% de los voluntarios que recibieron placebo

presentaron diarreas. El volumen medio de las heces emitidas fue de 2 340,1g y
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la media de las deposiciones por voluntario de 14,7(tabla 9). Los resultados
anteriores son también muy similares a los obtenidos por Tacket y colaboradores
guienes notifican un 87,5% de diarreas para el grupo placebo, un volumen medio
de heces de 2 534 g y un rango de 14 a 46 deposiciones en los voluntarios

(Tacket et al, 1997)

No todos los voluntarios del grupo placebo presentaron sintomas clinicos al
recibir la cepa virulenta. Igual sucede durante las epidemias de célera, en que no
todas las personas infectadas con el V. cholerae desarrollan la enfermedad
severa, algunos presentan diarreas ligeras, mientras que otras, no presentan

sintomas (Sack y Lang, 2004; CDC, 2011).

Levine y colaboradores (Levine et al, 1988"), realizaron un estudio con cuatro
grupos de voluntarios donde, en tres de ellos, utilizan la cepa vacunal oral CVD
103, procedente de la cepa Clasica Inaba 596B. Fueron retados con diferentes
cepas virulentas de V. cholerae: el primer grupo con la cepa O1 Clasica Inaba
596B; el segundo, con la cepa virulenta O1 Clasica Ogawa 395; y el tercer grupo
con la cepa virulenta O1 El Tor Inaba N16961. Los resultados de proteccion
obtenidos contra la diarrea fueron de 87%, 82% y 67%, respectivamente. En el
cuarto grupo se utilizé la cepa vacunal oral de células vivas atenuadas CVD-103
HgR, derivada de la 569B V. cholerae O1 biotipo Clasico, serotipo Inaba. Esta
cepa fue manipulada genéticamente suprimiéndole el gen que codifica a la

subunidad A de la enterotoxina colérica, a la vez que mantuvo la subunidad B;



93

tiene, ademas, la insercion de un marcador de resistencia al mercurio. Fue
evaluada en un estudio clinico de reto frente al organismo virulento cepa
virulenta O1 El Tor Inaba N16961. Como resultado, la proteccion contra la
diarrea fue de solo un 62%, debido a que la cepa inmunizante y la de reto

pertenecian a biotipos diferentes.

Estos resultados refuerzan el criterio que mientras mas similares son las cepas
atenuadas en cuanto a grupo, biotipo y serotipo en relacion con las cepas

virulentas usadas en el reto, la proteccion es mayor.

En el mismo sentido otro de los estudios conducidos por Tacket y colaboradores
(Tacket et al, 1992) estuvo dirigido a determinar la duracion de la proteccion
contra la diarrea de la cepa vacunal CVD-103 HgR, biotipo Clasico serotipo
Inaba retada con la cepa homdloga patdégena 596B. Utiliza dos grupos de
voluntarios cada uno con 22 y 29 sujetos, respectivamente. En el primer grupo,
11 sujetos fueron vacunados y 11 tratados con placebo, y fueron retados a los
ocho dias. El grupo de 29 voluntarios (14 vacunados y 15 con placebo) fue
retado a los seis meses. En ambos grupos, la proteccién contra la diarrea fue del

100%.

Sin embargo Kenner y colaboradores (Kenner et al , 1995) realizan un ensayo
clinico de reto con 10 voluntarios, cinco de ellos fueron vacunados con la cepa

candidata Peru-15, derivada de la cepa C6709 O1 EIl Tor Inaba y, un mes
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después, todos los voluntarios fueron retados con la cepa virulenta homéloga
N16961. Obtiene un 60% de proteccién contra la diarrea a pesar de las cepas
ser homélogas.

Por otra parte, Cohen y su grupo (Cohen et al, 2002) realizan un estudio de reto
en 36 voluntarios, 24 de ellos vacunados con la cepa vacunal Perd-15 y 12
tratados con placebo. Tres meses después fueron retados con la cepa virulenta

N16961 homologa y obtienen un 96% de proteccidn contra la diarrea.

Los tres estudios referidos antes utlizan cepas homédlogas con variable
proteccion pero tienen como desventaja, que utilizan cepas cepas para retar que
no son las predominantes en la séptima pandemia (Attridge et al, 2002; Eko et al;
2003; Ravichandran et al, 2006) por lo que es de esperar en estos momentos
sean de poca utilidad en la prevenciéon de la enfermedad. En contraposicion a
ello, la cepa atenuada 638 V.cholerae El Tor Ogawa, pertenece al serogrupo,
biotipo y serotipo mas expandido actualmente en el mundo, y posee similares y
mejores resultados que el resto de las cepas en estudio (Calain et al, 2004; Ryan

et al, 2006; OMS; 2010").

Fue también objetivo en el ensayo de reto, monitorear la excrecion de la cepa
virulenta en las heces de los voluntarios, como indicador indirecto de la
proteccion de los anticuerpos vibriocidas producidos por el candidato vacunal,

contra la colonizacion de la mucosa del tubo digestivo por el microrganismo
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De los 12 voluntarios inmunizados con la cepa 638; tres de ellos (25%)
excretaron la cepa virulenta en una sola ocasion, mientras que los nueve
restantes no vacunados (100%) excretaron V. cholerae, tres de ellos, una vez y
los otros seis, en dos 0 mas ocasiones (tabla 21). Estos hallazgos indican que
hubo una mayor colonizacion por la bacteria en el intestino de los voluntarios no
vacunados, a la vez que resultd en una mayor proteccion contra la colonizacion
entre los vacunados, de acuerdo con los valores de RR encontrados (RR=0,25

[1C95%: 0,09-0,67).

Considerar la excrecion de vibriones por las heces como elemento de proteccion
indirecto contra el célera esta avalado teniendo en cuenta que la inmunidad local
desarrollada por la primoinfeccion de la cepa vacunal, a nivel de la mucosa
intestinal, dificulta la colonizacién de la cepa virulenta (Kaper y Levine, 1990;
Levine et al, 1992). Los resultados de la excrecibn obtenidos en esta
investigacion, (tabla 20), fueron similares también a los informados por otros
estudios consultados y avala, una vez mas, que la vacunacion previa con una
cepa atenuada de V.cholerae por via oral, produce un aumento de la inmunidad
local del intestino que dificulta la colonizacion en un segundo encuentro con el

microorganismo (Tacket et al, 1992; Tacket et al, 1997).

El uso de la doxiciclina fue eficaz en el control del proceso infeccioso, ya que los
tres voluntarios vacunados dejaron de excretar vibriones 24 horas después del

uso del antibidtico y dos (22%) de los no vacunados, a las 48 horas (tabla20). Lo
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cual coincide con lo reportado por otros autores que el uso de antibidticos acorta
la duracién de la enfermedad y evita su diseminacion (Girard et al, 2006; OMS,

2010%.

Aungue no fue objetivo de este trabajo estudiar la proteccion que conferia el
candidato vacunal contra la diarrea en los voluntarios teniendo en cuenta los
diferentes grupos sanguineos, se considera, que una vacuna efectiva contra el
cbélera debe proteger a todas las personas, incluso, aquellas con grupo
sanguineo O, dado que la causa no esta totalmente esclarecida, se conoce que
las personas con grupo sanguineo O son mas susceptibles al célera y padecen
los cuadros clinicos mas graves de la enfermedad (Tacket et al ,1995; Sack et al,

1998; Clemens et al,1989).

En este estudio se encontrd, que los tres voluntarios no vacunados que tenian
grupo sanguineo O presentaron diarreas mas severas, (tabla 22), en
comparaciéon con los voluntarios con otros grupos sanguineos. Estos resultados
aunque se obtienen de un escaso numero de voluntarios, coinciden con lo
informado antes por otros autores (Barua y Paquio, 1977; Chaudhuri y Das,

1978).

Algunos mecanismos se han propuesto para explicar la asociacion entre las
personas de los grupos sanguineos ABO y el célera. Uno de ellos expone, que el

80% de las personas del grupo A o B secretan al tubo digestivo polisacaridos
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del grupo sanguineo. Se ha demostrado que existe mayor incidencia de célera
en las personas no secretoras que en las secretoras (Chaudhuri, 1977). Otras
teorias refieren, que los glicoconjugados de los grupos sanguineos Ay B de la
sangre pudieran inhibir directamente la adherencia de los vibriones a la mucosa
por la union de dichas particulas a los receptores de la mucosa intestinal (Harris
et al, 2005) o que pudieran alterar la microflora intestinal de tal manera que
afectaran la colonizacion de la bacteria (Glass et al, 1985). Otros factores
referidos como asociados a los grupos sanguineos ABO son las diferencias en la
motilidad intestinal y los receptores de la mucosa intestinal, los que no han sido

suficientemente avalados (Cromwel et al, 1977).

Las diferencias entre los grupos sanguineos y la acidez gastrica, no es una
explicacion factible ya que el grupo A, y no el O, es el que esta asociado a la

hipoclorhidria (Black et al, 1978).

Finalmente se debe sefalar, que la investigacion realizada demostré que una
sola dosis oral a una concentracién de 10° UFC/mL de cultivo fresco de V.
cholerae 638 El Tor Ogawa, es bien tolerada, inmunogénica y capaz de ofrecer
proteccion contra el cOlera 28 dias después de la administracion de la cepa
virulenta V. cholerae 3008, con la que se efectué el reto. Los resultados
obtenidos en los ensayos clinicos, confirmaron que se podia comenzar el

escalado tecnolégico y farmacéutico de esta prometedora cepa candidata, como
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ingrediente activo de una vacuna contra el cllera y planificar los estudios de
terreno futuros.

El estudio clinico de reto fue auditado por el CECMED y en sus conclusiones se
comprueba acerca de la seguridad y proteccién adecuada de los voluntarios en
el estudio; asi como el cumplimiento aceptable de las BPC durante el ensayo.

(Anexo 5)
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6. Conclusiones

1. Cepas V. cholerae O1 del biotipo El Tor; 638 del serotipo Ogawa y 1333
del serotipo Inaba, fueron seleccionadas como candidatos vacunales
vivos atenuados, al quedar demostrada su no reactogenicidad y adecuada

inmunogenicidad, para estudios de reto posteriores.

2. Los ensayos clinicos de reto demostraron que la cepa atenuada 638
protegio a la totalidad de los voluntarios sanos inoculados con una cepa

virulenta de V. cholerae.

3. La inmunizacion previa de los voluntarios con la cepa atenuada 638

inhibié notablemente la colonizacion de la cepa virulenta de V. cholerae.
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7. Recomendaciones

1. Culminar el desarrollo clinico de la cepa atenuada 638, primero con un
ensayo clinico en la poblacion infantil y después con un ensayo de
eficacia

2. Desarrollar un candidato vacunal contra el célera con la cepa atenuada
1333 V. cholerae O1 El Tor Inaba para ensayos clinicos en regiones del

mundo con prevalencia del serotipo Inaba.

3. Mantener la sala de contencién del IPK, como Sitio de Ensayos Clinicos,
en los estudios que involucren la manipulacion de microorganismos y
requiera de su control con el fin de salvaguardar a los voluntarios y el

medio ambiente.
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' Instituto Finlay. Centro de Produccién e Investigacion de Vacunas y Sueros.
Ciudad de la Habana. Cuba.

INFORMACION A LOS VOLUNTARIOS Y ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio de reto con una cepa virulenta ‘de Vibrio cholerae para determinar la
eficacia. protectora de upa dosis de 10° UFC de la cepa viva atenuada 638 inoculada por via oral en
voluntarios sanos. en comparacién con un grupo control.: -

IDENTIFICACION DE,'L'ESTUDIO: Protocélo Colera002 2

Dr. Manuel Diaz Jidy ', i, : .
Jefe del Servicio de Hospitalizacion del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"
Especialista de 2do grado en Medicina Interna, Profesor A_pxiliar. Investigador Auxiliar

INFORMACION DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Otros pfof'ésionales que trabajan con el investigador principal como miembros de su equipo. lo podran
ayudar o' actuar por él. Usted sera uno de los aproximadamente 18 voluntarigs a participar en este
ensayo. & i 20

CENTROS PATROCINADORES:

Centro naéional de anestigaciones Cientificas.
Instituto Finlay. Centro de Produccion e Investigacion de Vacunas y Sueros.

INTRODUCCION:

El colera es una enfermedad diarreica causada por la infeccion con una bacteria de la especie Vibrio
cholerae. '

El colera es causado 'po"p-llc'js efectos de una toxina (proteina con prQbiedades toxicas) producida por. esta
bacteria, la cual actua sobre las células de la parte superiorl intestino delgado, alterando su permeabilidad
o que provoca una pérdida importante de liquidos y sales en forma de diarrea.

colera pueden variar, desde una forma inaparente, hasta una severa infeccion. El sintoma dominante es
una diarrea sin dolor que puede variar'desde ligera a muy grave y provocar deshidratacion (con pérdida
de cantidades anormales de agua y 'sales), shock y muerte. Un paciente sin el tratamiento adecuado
pUede‘morir"por deshidratacién en horas o dias, dependiendo de Ia intensidad de dicha diarrea.
Adecuadamente tratada con tetraciclinas esta es una. enfermedad de manejo simple y no deben ocurrir
complicaciones. : ¥ g iy

El disefo del ensayo presupone la evaluacion de una cepa de colera que ha sido modificada por técnicas
de ingenieria genética, y se le han suprimido los genes que determinan su capacidad para producir la
toxina colérica principal, que es la causante de la enfermedad grave: conservandose aquellos genes que
codifican la. informacion ‘que le permite multiplicarse en el intestino y generar una respuesta inmune o
defensiva en el organismo humano. % &



OBJETIVO:

El ensayo pretende demostrar la eficacia protectora de una dosis de 10° UFC de la cepa viva atenuada
638. inoculada por via oral en voluntarios sanos, mediante el reto con una cepa virulenta de Vibrio
cholerae. : : :

DURACION:
El tiempo defparticipacién de los voluntarios en este ensayo sera de aproximadamente 2 meses.
APROBACION:

El presenfe proyecto cumple estrictamente con todos los principios de la ética meédica y cientifica,
disefidndose de acuerdo con los principios de Buenas Practicas Clinicas y la Declaracion de Helsinki. y

fue sometido a Ia conside[acién y aprobacion de:

1. Los Cdmite’s de Etica del IPK y del Instituto Finlay.
2. Centro Nacional de Seguridad Biologica it :
3. - Centro para él Control Estatal para el Control dela Calidad de- los Medicamentos.

PROCEDIMIENTOS: 'E| estudio constara de dos etapas:

Etapa I: Estudio de reactogenicidad e inmunogenicidad, con la. participacion de 18 voluntarios, consistente
en la inoculacién oral de una dosis de 1|09 UFC de la cepa atenuada V. cholerae 638 (El Tor Ogawa) _
Doce de-los 18 voluntarios incluidos en esta etapa recibira una mezcla que contiene Ia cepa “candidata a
vacuna" y una solucién de bicarbonato de sodio. (buffer) para neutralizar la acidez del estomago y evitar
que dicha cepa ‘vacunal muera antes de llegar -al intestino que es -el sitio principal de la
inmunizacién,(Grupo de estudio), el resto(4 voluntarios) solo tomara ‘una solucién de bicarbonato de sodio
e integrara el grupo conocido como “Grupo control”. La seleccién sera realizada al azar y ninguno de los
investigadores involucrados directamente en el ensayo ni los voluntarios conoceran que preparado tomd
cada grupo. Cinco dias después de tomar el preparado vacunal los voluntarios recibiran una dosis oral de
300 mg de doxiciclina y de esta forma seran eliminadas las bacterias atenuadas que aun queden en el
intestino. : :

Etapa- Il: Estudio de eficacia protectora mediante reto con la cepa virulenta V. Cholerae 3008(E! Tor
Ogawa). ‘ : : : .
Se espera incluir en esta etapa a todos los voluntarios que participaron en la primera etapa.

Todos los valuntarios recibiran una dosis por via oral de 5 x 10° y 1 x 10° UFC de la cepa virulenta 3008
un mes después de admiinistrada la cepa vacunal(638), y al igual que en la primera etapa, cinco dias
después de tomar la-cepa-virulenta los voluntarios recibiran una dosis oral de 300 mg de doxiciclina. Con
excepcion de aquellos que sufran de diarreas: intensas a los que se les administrara el tratamiento
precozmente:: . i . R

En ambas - etapas uéted permanecera en una Unidéd Aisléd_a,

Medicina Tropical.“Pedro Kouri”, durante 14 dias. Alli dormira, comera y vivira esos dias junto a los otros
voluntario‘s,:y el equipo ' meédico. Una vez que administre la cepa atenuada o la cepa de reto, se declara

Se organizaran actividades de recreacion y entretenimiento apropiadas. No podra recibir visitas. en todo
ese tiempo. : 2 :

Usted recibird instrucciones precisas con respecto a "su comportamiento en la Unidad -.Médica
Especializada, donde se realizara el estudio y debe seguirlas disciplinadamente.

Usted debe. i'ecolectar cada deposicion (heces. fecales) durante él',estudio. en un contenedor plastico
especial. : : :

Se colectaran 20 ml de sangre 7 dias antes del internamiento para bruebas biogquimicas y serolégicas, 35
mi |

o0sdias 0.7y 15 mi los dias 14, 21y 28 posteriores a la inoculacion con la cepa atenuada y 7, 14, 21
4 : . 9



OBJETIVO:

El ensayo pretende demostrar la eficacia protectora de una dosis de 10° UFC de la cepa viva atenuada
638. inoculada por via oral en voluntarios sanos, mediante el reto con una cepa virulenta de Vibrio
cholerae. : : :

DURACION:
El tiempo defparticipacién de los voluntarios en este ensayo sera de aproximadamente 2 meses.
APROBACION:

El presenfe proyecto cumple estrictamente con todos los principios de la ética meédica y cientifica,
disefidndose de acuerdo con los principios de Buenas Practicas Clinicas y la Declaracion de Helsinki. y

fue sometido a Ia conside[acién y aprobacion de:

1. Los Cdmite’s de Etica del IPK y del Instituto Finlay.
2. Centro Nacional de Seguridad Biologica it :
3. - Centro para él Control Estatal para el Control dela Calidad de- los Medicamentos.

PROCEDIMIENTOS: 'E| estudio constara de dos etapas:

Etapa I: Estudio de reactogenicidad e inmunogenicidad, con la. participacion de 18 voluntarios, consistente
en la inoculacién oral de una dosis de 1|09 UFC de la cepa atenuada V. cholerae 638 (El Tor Ogawa) _
Doce de-los 18 voluntarios incluidos en esta etapa recibira una mezcla que contiene Ia cepa “candidata a
vacuna" y una solucién de bicarbonato de sodio. (buffer) para neutralizar la acidez del estomago y evitar
que dicha cepa ‘vacunal muera antes de llegar -al intestino que es -el sitio principal de la
inmunizacién,(Grupo de estudio), el resto(4 voluntarios) solo tomara ‘una solucién de bicarbonato de sodio
e integrara el grupo conocido como “Grupo control”. La seleccién sera realizada al azar y ninguno de los
investigadores involucrados directamente en el ensayo ni los voluntarios conoceran que preparado tomd
cada grupo. Cinco dias después de tomar el preparado vacunal los voluntarios recibiran una dosis oral de
300 mg de doxiciclina y de esta forma seran eliminadas las bacterias atenuadas que aun queden en el
intestino. : :

Etapa- Il: Estudio de eficacia protectora mediante reto con la cepa virulenta V. Cholerae 3008(E! Tor
Ogawa). ‘ : : : .
Se espera incluir en esta etapa a todos los voluntarios que participaron en la primera etapa.

Todos los valuntarios recibiran una dosis por via oral de 5 x 10° y 1 x 10° UFC de la cepa virulenta 3008
un mes después de admiinistrada la cepa vacunal(638), y al igual que en la primera etapa, cinco dias
después de tomar la-cepa-virulenta los voluntarios recibiran una dosis oral de 300 mg de doxiciclina. Con
excepcion de aquellos que sufran de diarreas: intensas a los que se les administrara el tratamiento
precozmente:: . i . R

En ambas - etapas uéted permanecera en una Unidéd Aisléd_a,

Medicina Tropical.“Pedro Kouri”, durante 14 dias. Alli dormira, comera y vivira esos dias junto a los otros
voluntario‘s,:y el equipo ' meédico. Una vez que administre la cepa atenuada o la cepa de reto, se declara

Se organizaran actividades de recreacion y entretenimiento apropiadas. No podra recibir visitas. en todo
ese tiempo. : 2 :

Usted recibird instrucciones precisas con respecto a "su comportamiento en la Unidad -.Médica
Especializada, donde se realizara el estudio y debe seguirlas disciplinadamente.

Usted debe. i'ecolectar cada deposicion (heces. fecales) durante él',estudio. en un contenedor plastico
especial. : : :

Se colectaran 20 ml de sangre 7 dias antes del internamiento para bruebas biogquimicas y serolégicas, 35
mi |

o0sdias 0.7y 15 mi los dias 14, 21y 28 posteriores a la inoculacion con la cepa atenuada y 7, 14, 21
4 : . 9



BENEFICIOS ESPERADOS:

1.- Sus datos ‘personales, incluyendo los datos relativos a sy salud, seran registrados y procesados con el
fin de evaluarel resultado’del estudio El procesamiento sera realizado por el Instituto Finlay  Sus datos
también podran ser procesados para el registro del producto y para la notificacién a los organismos que-
controlan Ia Seguridad 'y la eficacia de las medicinas. Sus datos tambigen podran ser procesados con el fin
de fomentar los conocimientos cientificos: : :

2.- Su participacion en el estudio sera tratada con toda confidencialidad. En ningun informe sobre el
estudio se haran referencias a usteq bajo su nombre, y su identidad no serg revelada a ninguna persona

de las medicinas: ; : ry :
3.- Sus datos 'médicos, 0.Mmuestras de estudio (p.e. sangre) podran ser enviados Y procesados por

cualquier In'stitucién_t:onvenida fuera o dentro del .pa!'s.'respetéhdose siempre los requisitos sobre |a
Proteccion de los datos-y/o la ley equivalenite aplicable; -~ . : : ,
4.- Usted tendra acceso-a sus datos personales y podra exigir que se realicen correcciones justificables.
Si desea hacerlo, de‘ber'a} solicitarlo al medico encargado del estudio. Usted acepta posponer su.acceso a
Sus datos médicos hasta la finalizacion del estudio, incluyendo el analisis y la comunicacion de datos, en
el.caso de que el médico. encargado del estudio lo estime necesario con el fin de proteger el objetivo y el
transcurso del estudio; . ° ' e , S SR

5.- Representantes de| Instituto Finlay o de Ia autoridad reguladora nacional podran tener acceso a sus
documentos miédicos, : : § A :

DERECHO A NEGARSE.0 ABANDONAR:
Su participacion es v'o,lu‘ntaria y puede négarse a particibar. o retirar‘se'del ensayo en cualquier momento

Sin reprension.de ninguna indole, y sin perder los beneficios derivados de| estudio. E| investigador tiene e
derecho a retirarme del estudio en cualquier momento.

contacte a: :

Nombre dei investigatior: Dr. Manuel Diaz Jidy. Jefe de Servicio de Hospitalizacién.

Direccion dél.lhvestigaqp‘r: Instituto de Medicina Tropical "P_edro Kouri"

Numero de teléfono de| Investigador: 2020451




ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los objetivos y procedimientos del estudio me han sido explicados claramente. he leido la informacién
precedente y he entendido la informacion facilitada. Acepto participar en el estudio. Se que tengo el
derecho de negarme a participar en el estudio y de retirarme en cualquier momento por cualquier razén
que sea. sin que esto tenga consecuencias para la atencién y asistencia medica actual o futura. Acuso
recibo de'una copia de este documento para futuras referencias.

Yo,

(nombre(s) y apellidos del voluntario)

ACEPTO CON TODA LIBERTAD PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

No. Carné de identidad:

Firma del \}OIUntario: ;
- Usted tiene derecho a recibir una copia firmada de este documento.

Direccion del voluntario:

Numero de teléfono del voluntario:

Fecha: ‘ Hora:
(dd/mm/aa)

Testigo:

Declaracion del médicb. el(la ) enfermera(a) o el asi_stente' de proyecto que llevo a cabo la entrevista sobre
el consentimiento informado: ; :

He explicado‘c'uidados'amente el caracter, las exigencias y los riesgos y beneficios previsibles del estudio
de vacunacioén 'a la persona arriba mencionada y estuve ‘presente cuando ésta llen6 el documento de
consentimiento informado. ;

Nombre:’

Firma:

Cargo: '

Fecha: Hora:

(dd/mm/aa)

El contenido del documento debera comentarse oralmente con el voluntario.
Una copia de este documento debe entregarse en su totalidad al voluntario; no
podran omitirse paginas ni secciones y consta de 5 paginas.

b



Lo |

Numero del sujeto

FINLI\YB

INSTITUTO

CONFIDENCIAL

CUADERNO DE RECOGIDA
DE DATOS

Instituto Finlay
Ave. 27 No 19805, La Coronela. La Lisa

Ciudad de la Habana, Cuba
Telf. (537) 28 6086, 28 0986
Fax: (537) 28 6075

Colera




INSTRUCCIONES GENERALES

Escriba con claridad en MAYUSCULAS empleando una pluma o un boligrafoy escriba con firmeza para que se
puedan leer todas las copias. Ponga el nimero del sujeto en todas las paginas y responda a todas las preguntas
salvo que se indique lo contrario.

No escriba las partes sombreadas sefaladas con Para IF". La informacién que se escriba en estas partes N0 es
responsabilidad del investigador.

Con respecto a las INICIALES de cada sujeto, ponga las dos primeras letras del nombre y la primera letra de cada
apellido. en caso de nombre compuesto, las iniciales del segundo nombre no se recogen.

ABREVIATURAS: no se deben utilizar abreviaturas para las enfermedades médicas, los acontecimientos clinicos o
los nombres de los medicamentos. Pueden abreviarse las unidades y las vias de administracion de la medicacion.
NP: no procede.

IMPORTANTE: los errores deben tacharse con una sola linea y hay que poner la correccion tan cerca del original
como sea posible.

El investigador o el personal autorizado deben escribir las correcciones con letra de imprenta, afladiendo sus iniciales y
la fecha

FECHA
Utilice las siguientes abreviaturas de tres letras para cada mes
Enero = ENE
Febrero = FEB
Marzo = MAR
Abril = ABR
Mayo = MAY
Junio = JUN
Julio = JUL
Agosto = AGO
Septiembre =  SEP
Octubre = OCT
Noviembre = NOV
Diciembre = DIC
Ejemplo: [O(1][EINIE|[2101010] = 1de enerode 2000
dia mes ano
HORA

Salvo que se indique lo contrario, utilice el reloj de 24 horas:

Ejemplo: 1,5/:13,0]| = 15.30horas
horas min

La seccion demedicacion, la seccion devacunacion concomitante, la seccion de acontecimientosadversos no graves'y el
formulario de acontecimientos adversos graves (AAG) deben examinarse con miras a la evaluacion final al término
del estudio.

Rellene el formulario conclusion del estudio de todos los sujetos inscritos.




DEFINICIONES DE LOSACONTECIMIENTOS ADVERSOS

INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS ESPERADOS

Consistencia de las heces fecales Deshidratacion
Grado 1 : Firme 0: Ausente
Grado 2 : Suave 1 : Ligera: (sed) pérdida de 1500 mLxntde superficie corporal
Grado 3 : Practicamente liquida 2 : Moderada: (sed, boca seca, oliguria) pérdida de 2400mLxm
Grado 4 : Acuosa de color opaco de superficie corporal
Grado 5 : Agua de arroz 31 Severa: (convulsiones, delirio, intranquilidad) pérdida de

mas de 3000 mLxn? de superficie corporal
Definicidn de diarreas: Deposiciones de consistencia grados

3-5, que totalicen 200g o0 mas en 48 horas, o una de esa
consistencia que totalice 300g.

0: Ausente 0: Ausente
1: Ligera: Menor de 3 Kg 1: Ligera: nauseas que se toleran con facilidad
2 Moderada: De 3 a 5 Kg. 2 . Moderada: nauseas que interfieren en la actividad normal
3: Severa: Mayor de 5 Kg 3: Severa: nauseas que precede al vomito
Cefalea Malestar general
0: Ausente 0: Ausente
1: Ligera: cefalea que se tolera con facilidad 1: Ligero: malestar general que se tolera con facilidad
2 . Moderada: cefalea que interfiere en la actividad 2 . Moderado: malestar general que interfiere en la actividad
normal. normal
3 : Severa: cefalea que impide la actividad normal 3 Severo: malestar general que impide la actividad normal
Dolor abdominal Meteorismo
0: Ausente 0: Ausente
1: Ligero:dolor abdominal que se tolera con facilidad 1: Ligero: meteorismo que se tolera con facilidad
2 : Moderado: dolor abdominal que interfiere en la 2 . Moderado: meteorismo que interfiere en la actividad
actividad normal normal
3 : Severo: dolor abdominal que impide la actividad 3: Severo: meteorismo que impide la actividad normal
normal
Vomitos
0: Ausente

1: Ligero: menos de dos y no produce deshidratacion

2 : Moderado: mas de dos y causa estado de
deshidratacion ligera

3 Severo: mas de dos y lleva a una deshidratacion
grado 3

INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS NO ESPERADOS

0 : No ha habido acontecimiento adverso

1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades
cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3: Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio
y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)




DEFINICIONES DE LOSACONTECIMIENTOS ADVERSOS

CAUSALIDAD

En su opinidn ¢, es posible que la vacuna haya contribuido al acontecimiento adverso?

NO: el acontecimiento adverso no esté relacionado causalmente con la administraciéon de la vacuna o vacunas del

Si

estudio. Existen otras causas mas probables y no se piensa que la administracion de la vacuna o vacunas del estudio
hayan contribuido al acontecimiento adverso
existe una posibilidad razonable de que el in6culo haya contribuido al acontecimiento adverso

DESENLACE

abh wN -

. recuperacion

. recuperacion con secuelas

. persistencia cuando el sujeto concluye el estudio
. muerte

. desconocido

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS GRAVES

Un acontecimiento adverso grave es cualquier experiencia médica adversa que:

~N N AW

1: provoca la muerte

: pone en peligro la vida

: produce una discapacidad o incapacidad persistente o significativa

:requiere la hospitalizacion del paciente

: prolonga la estancia hospitalaria

: corresponde a una anomalia congénita o un defecto de nacimiento en la descendencia de un sujeto del estudio

: ademads, deben considerarse graves los acontecimientos médicos importantes que pongan en peligro al paciente o
requieran intervenciones para impedir alguno de los descenlaces mencionados anteriormente. (Entre los ejemplos de

tales acontecimientos cabe citar el tratamiento intensivo en un servicio de urgencias o en el domicilio por broncoespasmo

alérgico, las discrasias sanguineas o las convulsiones que no motivan la hospitalizacion o el desarrollo de drogadepen-
dencia o abuso de sustancias).

Para acontecimiento adverso grave, rellene el formulario de acontecimiento adverso grave (AAG) y poéngase en contacto con
el Instituto Finlay en un plazo de 24 horas (un dia natural).

Aunque no se consideren como “acontecimientos adversos graves”, los canceres deben notificarse de la misma forma que
este tipo de acontecimientos.




VISITA 1

Pre-ingreso de
inoculacion

Se debe obtener el consentimiento
Informado antes de cualquier
procedimiento del estudio
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LISTA DE ELEGIBILIDAD

CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los sujetos inscritos deben satisfacer los criterios siguientes al incorporarse al estudio:
Marque en las casillas de la derecha si cumple o no el criterio
1. Hombre sano de 18 a 40 afios de edad

2. Buen estado de salud fisica y mental establecido por criterio médico mediante examen fisico,
de laboratorio y test psicométrico antes de comenzar el estudio.

3. Voluntariedad expresa mediante consentimiento informado escrito

CRITERIOS DE EXCLUSION

No

100

Se comprobaran los siguientes criterios al incorporarse al estudio. Si cualquiera de ellos es aplicable,

no se incluira al sujeto en el estudio:

4. Antecedentes de inmunodeficiencia

Antecedentes de enfermedad cardiovascular, respiratoria, renal, hepatica, gastrointestinal,
neurologica, desorden endocrino, psiquiatrico, o del sistema reticuloendotelial referidos por el
voluntario durante el examen clinico o detectados en los examenes de laboratorio.

Alergia a las tetraciclinas.
7. Historia previa de vacunacion o reto con célera (aplicable a la Parte I)

8. Historia de terapia con antibioticos o gammaglobulinas durante los 30 dias anteriores a la
inoculacion.

9. Ensayo para anticuerpos HIV-1-2 positivo.
10. Positivo al antigeno de superficie de la hepatitis B o a anticuerpos contra hepatitisAy C
11. Coprocultivo positivo para patdégenos entéricos.

12. Estar bajo tratamiento inmunosupresivo (mas de 14 dias) u otro tipo de medicamento que
modifique el estado inmunolédgico, excluyendo los esteroides topicos o por inhalacion.

13. Administracién de una vacuna no prevista en el Protocolo, 30 dias antes o después de la aplicacion

del producto en estudio.

14 presencia de enfermedad aguda severa o moderada (con o sin fiebre) en el momento de su

incorporacion al estudio.

15. No aprobar el examen escrito de comprobacion de conocimientos sobre el tema.

HEE NN N NN N ..
HEE NN N NN N ..

L0 O 2




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Colera 002

LISTA DE ELEGIBILIDAD

CRITERIOS DE SALIDADURANTE EL ESTUDIO

1. Uso de algin medicamento o vacuna experimental no registrada desde 30 dias antes del inicio del estudio y
durante su desarrollo.

2. Administraciéon por mas de 14 dias de inmunosupresores o de otras drogas que modifiquen el sistema inmune
durante el periodo de estudio. Se excluyen los esteroides topicos o por inhalacion.

3. Administracion de una vacuna no prevista en el Protocolo, durante la aplicacion del producto en estudio.

4. Administracion de inmunoglobulinas y/o productos derivados de la sangre durante el periodo de estudio .
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VISITA 1

Fecha del consentimiento informadd: 1
dia mes ano

DATOS DEMOGRAFICOS

Iniciales del sujeto:

Fecha de nacimiento:

Sexo:

Raza:

Peso:

L. ]

1¢ nombre

Ly L

1 =apellido 2% apellido

Varon

101

NN

Mujer

@L) Blanca
(~NE) - Negra

oE)  Mestizo

L] ke

(Es elegible el sujeto para el estudio segun los criterios especificados?

[]

|:| No, ponga el niimero(s) del criterio o criterios correspondientes
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HISTORIA CLINICA GENERAL / EXPLORACION FISICA

(Sabe si el sujeto presenta trastornos o signos y sintomas antes de iniciar el estudio?

|:|No

l:' Si, por favor marque la casilla o casillas adecuadas de acuerdo al sistema y a la actualidad, y escriba el diagnosti

ANTIGUOS  ACTUALES DIAGNOSTICO

— 10 Cutaneos

o =

— 5  Oculares

N =

—

— 6  Otorrinolaringolégicos

— 2 Cardiovasculares

N =

— 3 Respiratorios

o =

— 1 Gastrointestinales

N =

— 7 Musculoesqueléticos

— 8  Neurologicos

— 12 Genitourinarios

N =

— 11 Hematologicos

o =

—_—

— 4 Alérgicos

- 9 Endocrinos

— 99  Otros (especifique)

00 0 OO 40 O D0 40 0 D0 05 00 0o od
00 0] OO O ) D0 40 0 00 00 00 4o od

2

Notifique la medicacion como se especifica en el protocolo y rellene la seccidon de medicacion.
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ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRA DE SANGRE

(Se ha extraido una muestra de sangre? |:| No  Fechadeextracciondesangre: | | | | | | | [ | | |
|:| Si dia mes afo
MUESTRA DE ORINA
(Se ha recogido una muestra de orina? |:| No  Fechaderecogidademuestrade | | | | , | | | | |
I:I Si orina: dia mes afo
MUESTRA DE HECES FECALES
¢Se ha recogido una muestra de heces I:I No  Fechaderecogidade muestrade | | | | | | | | | | |
fecales? I:I Si heces fecales: dia mes afio
Hematologia

Parametro Unidades Valor normal Fecha Resultados Significacion
Hemoglobina .g/L 110-160

Hematocrito U 0.37-0.50

Leucocitos 10°/1 5-10

Poliforfonuleares %

Linfocitos %

Monocitos %

Eosmnofilos %

ST %

Hemo-Quimica

Eritrosedimentacion .ml/hora 8-10

T.G.O. U/L 0-38

T.G.P. U/L 0-40

Glicemia MmoVl/L 4.22-6.11

Creatinina mol/L 44-97

Serologia

V.D.R.L. No reactivo

Ac. Hepatitis A Negativo

Ac. Hepatitis C Negativo

Ac. Sup. Hepatitis B Negativo

VIH Negativo

Otros Fecha Significacion

Heces fecales. Directo. Resultado

Coprocultivo Aislamiento

Parcial de orina Resultado

Grupo sanguineo Resultado

Factor Rh Resultado

(Es elegible el sujeto para ser incluido en el ensayo I:I No Significacion clinica

desde el punto de vista de laboratorio clinico? 1: Normal

|:| Si 2: Fuera de rango sin importancia

3: Fuera de rango con importancia clinica
4: No realizado

Nombre del Técnico de Laboratorio:




PRIMER INGRESO

Etapa de Inoculacion
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ADMINISTRACION DEL INOCULO

Rellene la tabla siguiente

ADMINISTRACIONDEL INOCULO Via ¢Se ha administrado el indculo segin el
(so6lo se debe marcar una casilla) protocolo?

[] Inoculo |:| Si

Numero de vial equivocado (*) oral |:| No

No administrado (*)

*) Comentarios:

OBSERVACION POSTINOCULACION

Si se producen acontecimientos adversos durante el periodo postinoculacion inmediato especificado en el protocolo,
- rellene la seccidn de acontecimientos adversos esperados, la seccion de acontecimientos adversos no
graves o el formulario de acontecimentos adversos graves.

MEDICACION

Si se ha administrado cualquier medicacionprofilactica pensando en posibles reacciones del inoculo del estudio,

- rellene la seccion de medicacién
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VERIFICACION DE LA CALIDAD DEL INOCULO

Positivo
Pruebas de Identidad [ ]

Concentracion final del inoculo:

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Negativo

[]

ufc

Fechade realizacion: |1 | Lo 1+ | L1 4
dia mes ano
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ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

(Ha experimentado el sujeto alguno de los siguientes signos y sintomas generales durante el periodo solicitado?
[] Desconocido

[] No
[] si, marque No/Si para cada sintoma. Si marca Si rellene la linea completa
SINTOMAS Toma Dia 1 Dia2
GENERALES | e de
Inoculacién 6 h 12 h 18 h 24 h 6 h 12 h 18 h 24 h
Temperatura
|:| No
[ si I R B B o o o I B
[ Axilar [ [l [] [l [ [l (] (] L]
No No No No No No No No No
tomada | tomada tomada tomada tomada tomada tomada tomada | tomada
Cefalea
[INo
Os oo W LS| L | W | W | W | | W]
Nauseas
|:| No
I:I Si —>intensidad: l_l l_l l_l I_I l_l l_l I_I I_I l_l
Dolor abdominal
% No
Si
—>intensidad: |_| |_| |_| |_| |_| |_| l_l |_| |_|
Malestar general
[ No
US iensicass| L | L | L[ L | L WLy
Meteorismo
D No
S
US emsicas| L | L | | | W | WLy
Tension Arterial
TA sistolica
TA diastolica
Pulso
Intensidad: o
1
% — Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo
- comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves
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ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacién)

SINTOMAS Dia3 Dia4 Dia5
GENERALES
8 h 16 h 24 h 8h 16 h 24 h 8 h 16 h 24 h
Temperatura
|:| No
Si - e o o R R R R N,
[] Axilar L] [ ] (] L] L] [ [ O
No No No No No No No No No
tomada | tomada tomada tomada tomada tomada tomada tomada tomada
Cefalea
|:| No
Os e | L | L) | L] L | L | W | Ly | L oLy
Nauseas
[ No

[]si —>intensidad: L | L | (. L (. L | L] L | L]

Dolor abdominal

DNO
[ si

—>intensidad: L | (. (. L | L | (. L | L | L |

Malestar general
[ No
Osi —intensidad: |_| |_| |_| |_| |_| |_| |_| |_| |_|

Meteorismo

I:’ No
O'si —>intensidad: I—I I—I L L] L L (I (I (.

Tension Arterial

TA sistolica

TA diastolica

Pulso
Intensidad: (
1
2
3
— Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo

- comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves
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ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacion)

SINTOMAS
GENERALES Dia6 Dia7 Dia8 Dia9

Temperatura

|:|No
] s

[ Axilar (] (] ] (]
No No No o
tomada tomada tomada tomada

Cefalea

|:| No
L si —>intensidad: |_| |_| I_I |_|

Nauseas

[] No
[ ] Si —intensidad: L L L | (I

Dolor abdominal

|:|N0
[ s

—>intensidad: L J |_| L J L

Malestar general

[] No
[ si L] L L | L

—intensidad:

Meteorismo

|:|N0

[ s —>intensidad: I—I |—| I—I |—|

Tension Arterial

TA sistolica - R I -

TA diastdlica

Pulso

Intensidad:
1
2
3

- Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segtin la definicion del protocolo
- comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves
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ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacién)

— intensidad:

SINTOMAS Dial
GENERALES Toma
antes dela | lera | 2da 3era 4ta Sta 6ta Tma 8va 9na 10mo | Ilno| 12vo | 13va
Inoculacion
Vomitos
|:| ora
No
|:| Si Volumen
—ineensicad: | ||| L) (L) e e e
Diarreas
Hora
|:| No b
|:| S eso

L

L L

L L
L L

C L

L L

L

|

|

C L
CC |

— intensidad:

|

|

|

L]

|

|

|

L

|

—> grado: \_’ \_’ \_’ ‘_l \_I |_| \_’
Dia2
Voémitos
|:| No Hora
|:| Si Volumen
—> intensidad: ‘_l |_, ‘_’ |_| |_, ‘_l |_| |_, I_, \_’ I_, I_I |_'
|I;i|ar;eas Hora
|:| Si Peso -
—> intensidad: \_I |_’ \_I |_| |_’ \_I ‘_l \_I |_’ ‘_l |_’ I_I I_,
= grado: N 1 Y O O O O 1 U O Y I O
Dia3
Voémitos Hora _
EI;O Volumen
—> intensidad: ‘_l |_, ‘_’ I_I I_, ‘_l I_I I_, I_, ‘_, I_, ‘_l |_’
|:| . Hora
DI; Peso -

|

L

L

WN—O

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves

= grado: (1 Y O O Y O
Intensidad: — Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave seglin la definicion del protocolo
- comunique el acontecimiento al monitor de | IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas
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ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

(continuacion)

SINTOMAS

|:| Si Volumen

Dia4
GENERALES
lera 2da 3era 4ta Sta 6ta Tma 8va 9na 10mo| Ilno| 12vo |13va
Vomitos
ora
|:|N0

— intensidad:

L

|];i|ar;eas Hora
|:| S Peso T
—> intensidad: \_I ‘_l \_’ |_| ‘_’ \_’ ‘_’ |_’ |_’ ‘_’ |_| ‘_, ‘_I
S 1 I [ T 1 Y O O O O O W
Dia5
Voémitos
|:| No Hora

|:| Si Volumen

— intensidad:

|:| Si Volumen

Diarreas Hora
|:| No
|:| ; Peso -
; —> intensidad: ‘_’ |_’ \_’ ‘_’ |_’ ‘_’ ‘_l |_’ |_’ |_’ ‘_’ ‘_I ‘_I
S-S S R 1 N O Y
Dia6
Vljémitos Hora -

— intensidad:

L

Diarreas
Hora
|:| No
|:| | Peso
Si

— intensidad:

—> grado:

L[

L]
L]

L
L

|
|

L
|

L
L

L
L

]
L

]
L

L
L]

Intensidad: o N

1
2
3

Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protoco-
comunique el acontecimiento al monitor de | IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves
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ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

(continuacién)

SINTOMAS Dia7
GENERALES
lera 2da 3era 4ta Sta Tma 8va 10mo| 1lno| 12vo | 13va
Vomitos
ora
|:|N0

|:| Si Volumen

—> intensidad: |_’

|];i|ar;eas Hora
|:| S Peso -
— intensidad: \_I ‘_’ \_’ |_, ‘_l ‘_I ‘_l |_’ ‘_’ ‘_’ ‘_’ I—, I—,
S 1 I I T 1 U N O O O O I
Dia8
Voémitos
|:| Neo Hora

|:| Si Volumen

— intensidad: ‘_l

Diarreas

Hora
|:| No
|:| 5 Peso

—> intensidad: |_|

— grado: \_I

L L

|
|

L L

L
L]

L

L L
CC

Vomitos
Hora

|:|N0

|:| Si Volumen

—> intensidad:

L

Ll

1
2
3

Diarreas
Hora
|:| No
|:| 5 Peso -
> mensians: || (L] [ | | L[ L LI L |
el 1 I I 1 O O O L IR
Intensidad: ¢ Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protoco-

comunique el acontecimiento al monitor de | IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves
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(continuacion)

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

SINTOMAS 7 Dias de Observacion
GENERALES
lera 2da 3era 4ta 5ta 6ta 7ma
Diarreas
Hora _ _ - . -
|:| No
|:| Si Peso - L
—> intensidad: \_I \_’ I_’ ‘_, |_, |_’ \_I

Intensidad: SN

1
) to>
3

Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protoco-

comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas
(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves

44




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Cama Numero de sujeto

Colera 002 |

ANALISIS DE LABORATORIO

MUESTRA DE SANGRE

¢Se ha extraido una muestra de sangre? [ | No

[ ] si

Fechadeextracciondesangre: L | [ o+ | [+ 1 |

dia mes afio
Hematologia
Parametro Unidades Valor normal Fecha Resultados Significacion
Hemoglobina gL 110-160
Hematocrito U 0.37-0.50
Leucocitos 10°/1 5-10
Poliforfonuleares %
Linfocitos %
Monocitos %
Eosinofilos %
ST %
Hemo-Quimica

Eritrosedimentacion .ml/hora 8-10
T.G.O. U/L 0-38
TG.P. U/L 0-40
Glicemia Mmol/L 4.22-6.11
Creatinina mol/L 44-97

Significacion clinica
1: Normal
2: Fuera de rango sin importancia
3: Fuera de rango con importancia clinica
4: No realizado

Nombre del Técnico de Laboratorio:
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RESULTADOS DE PRUEBAS BACTERIOLOGICAS

Coprocultivos antes de la ; ; . ; ;
administracion del antibiético Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Muestra de heces fecales
u [ ] No [ ] No [] No [] No [] No
R L] si L] si L] si L] si L] si
Aislamiento e Identificacion de
Vibrio cholerae [ ] No [ ] No [ ] No [] No [] No
[]si [ st [ si [ si [ si
. Lo
Cuantificacion de'Vibrio
cholerae x g de muestra
%
Coprocultivos después de la p . . .
administracién del antibiético Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
Muestra de heces fecales ] No ] No ] No ] No
L] si [] si [] si L] si
%
Aislamiento e Identificacion [] No [] No [] No [] No
de Vibriocholerae  — [] si (] si []si L] si

Nombre del Técnico de Laboratorio:
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Protocolo
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RESULTADOS DE INMUNOGENICIDAD

Nombre del Técnico

Pruebas de Inmunogenicidad Tomaprevia

Dia7

Dia9

de Laboratorio

Muestra de sangre — [ ] ~o

[ s

Titulo anti-LPS!
Isotipo IgG
IgM
IgA

Titulo vibriocida?

Titulo IgA anti-LPS*

CFAX 1053
Isotipo IgG
IegM
IgA
Muestra de saliva — [ vo [ ] o
[ s

3 Numero de “spots positivos por 10° CFA

4 Los titulos se miden en Densidades Opticas

1 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4
2 Inverso de la mayor dilucion del suero que provoca el 100% de la inhibicidn del crecimiento

Seroconversion:El niimero de spots del dia 7 sea igual o mayor que 2 si el nimero de spots positivos en preinoculacion es
1 6 0. Si el nimero de spots positivos en preinoculacion es igual o mayor que 2 se considerara seroconversion si el nimero

Seroconversion: Los valores alcanzados en el dia 9 deberan ser el doble del titulo de preinoculacion, siempre que éste




VISITAZ2

RECORDATORIO

CRITERIOS DE ELIMINACION

N Compruebe todos los criterios apropiados antes de proseguir la visita.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS I

Notifique los acontecimientos adversos como se ha especificado en el protocolo y
rellene la seccién deacontecimientos adversos no graves o el formulario deaconteci-
mientos adversos graves (AAG), seglin sea oportuno.

MEDICACION I

Notifique la medicacion como se ha especificado en el protocolo y rellene la seccion de
medicacion.
> Notifique la vacunacion concomitante en la seccion devacunacion concomitante.
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Protocolo Nimero de sujeto |

Colera 002

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso

1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades
cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas

3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA. 1 AA.2 AA.3
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo [ N N I A N I A A A N T e
dia mes ano dia mes ano dia mes ano
[Jdurante el periodo inmediato [ durante el periodo inmediato [] durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en postextraccion especificado postextraccion especificado en
el protocolo en el protocolo el protocolo
Fecha de finalizacion T S N I I I A A Y A A N B
dia mes ano dia mes afo dia mes afo
Intensidad Ch Lh h
2 2 2
13 13 13
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No J No
respuesta es si especifique [ si ] Si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: tipo: tipo: |
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinidn ;es posible [J No ] No [] No
que el indculo haya ] Si ] si ] si
contribuido a este AA?
Desenlace [J1 Recuperacion []1 Recuperacion [] 1 Recuperacién
[]2 Recuperacion con [J2 Recuperacion con [J2 Recuperacion con
secuelas secuelas secuelas
[]3 Persistencia cuando []3 Persistencia cuando 3
el sujeto concluye el sujeto concluye
el estudio el estudio
[] 4 Muerte (14 Muerte (14 Muerte
[ 15 Desconocido [ 15 Desconocido [ 15 Desconocido
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Lo

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas
(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio
y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA. 4 AA.5 AA.6
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo Lol oo b b v b v bbb b
dia mes afio dia mes afio dia mes afio

durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccién especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad Ch L th
(]2 2 2
I:’ 3 I:’ 3 I:’ 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si especifique ] Si ] si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: L] tipo: L tipo: L]
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinidn ;es posible 0J No ] No ] No
que el indculo haya ] Si ] si ] Si

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperacién con
secuelas

[[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J 4 Muerte
[] 5 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[ 14 Muerte

[ 15 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas
13

14 Muerte
[ 15 Desconocido
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ANALISIS DE LABORATORIO

MUESTRA DE SANGRE

¢Se ha extraido una muestra de sangre? [ | No

[ ]si

Fechadeextracciondesangre: [+ | [+ 1 | L1 1

EVALUACION DE LARESPUESTADE ANTICUERPOS EN SUERO

Tituloanti-LPS! Isotipo 19G
IgM
IgA®
Fecha de realizacion : [ N T I e
dia mes afo

1 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Seroconversion 2 titulos de incrementos en la relacion de los titulos del dia 14 y del dia 0

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo vibriocida?

Fecha de realizacion: T I T B
dia mes ano

2 Inverso de la mayor dilucion del suero que provoca el 100% de la inhibicidn del crecimiento

Seroconversion 4 titulos de incrementos en la relacion de los titulos del dia 14 y del dia 0

Nombre del Técnico de Laboratorio:




VISITA3

Preingreso de Reto

RECORDATORIO

CRITERIOS DE ELIMINACION

> Compruebe todos los criterios apropiados antes de proseguir la visita.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS I

> Notifique los acontecimientos adversos como se ha especificado en el protocolo y
rellene la seccion deacontecimientos adversos no graves o el formulario deaconteci-
mientos adversos graves (AAG), seglin sea oportuno.

MEDICACION I

Notifique la medicacion como se ha especificado en el protocolo y rellene la seccion de
medicacion.
> Notifique la vacunacion concomitante en la seccion devacunacion concomitante.
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Numero de sujeto |
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L1

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA. 1 AA.2 AA.3
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo T I T T I I T T Y R I [ N
dia mes afio dia mes ano dia mes afio

durante el periodo inmediato

postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato

postextraccién especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afno dia mes aflo dia mes afno
Intensidad Lh L Ch
2 12 2
3 3 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la [ No [0 No ] No
respuesta es si especifique ] Si ] si ] Si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: Lo tipo: Lo | tipo: L
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinion ;es posible [J No [J No L] No
que el indculo haya ] S ] si ] St

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[12 Recuperacion con
secuelas

[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[ 15 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[ 15 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[]5 Desconocido
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Lo

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas
(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA4 AA.5 AA.6
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo Lol o et It v bbb
dia mes afio dia mes afio dia mes afno

durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad L Ll th
]2 2 2
I:’ 3 D 3 I:’ 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si especifique [ si ] si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: L tipo: L tipo: L]
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinidn ;es posible [J No ] No [] No
que el indculo haya ] Si ] si ] si

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperacién con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[] 4 Muerte
[] 5 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J4 Muerte

[ 15 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J4 Muerte

[ 15 Desconocido
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VISITA3

HISTORIA CLINICA GENERAL / EXPLORACION FISICA

(Sabe si el sujeto presenta trastornos o signos y sintomas antes de iniciar el reto?

[ ]
[ ]

No

Si, por favor marque la casilla o casillas adecuadas y ponga el diagnostico

ACTUALES

10

12

11

9

Notifique la medicacion como se especifica en el protocolo y rellene la seccion de medicacion.

Cutaneos

Oculares

Otorrinolaringologicos

Cardiovasculares

Respiratorios

Gastrointestinales

Musculoesqueléticos

Neurologicos

Genitourinarios

Hematologicos

Alérgicos

Endocrinos

Otros (especifique)

0 O O 0 OO OO O0 0 0 40 00 00 0

—_ N = N~ N = — o = N~

_ N = N =

2

DIAGNOSTICO
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Numero de sujeto
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ANALISIS DE LABORATORIO

Nombre del Técnico de Laboratorio:

MUESTRA DE SANGRE
.Se ha extraido una muestra de sangre? |:| No Fecha de extracciondesangre: | | | | | | [ | |

|:| Si dia mes afo
MUESTRA DE ORINA
/,Se ha recogido una muestra de orina? .
6 & I:I No Fechaderecogidade muestra | | | | | | | |1 1 |

|:| Si de orina: dia mes afio
MUESTRA DE HECES FECALES
.Se ha recogido una muestra de heces |:| No Fechaderecogidademuestra | | | | | | | | 1 1 |
fecales? |:| Si de heces fecales: dia mes afio

Hematologia
Parametro Unidades Valor normal Fecha Resultados Significacion
Hemoglobina gL 110-160
Hematocrito U 0.37-0.50
Leucocitos 10°/1 5-10
Poliforfonuleares %
Linfocitos %
Monocitos %
Eosinofilos %
ST %
Hemo-Quimica
Eritrosedimentacion .ml/hora 8-10
T.G.O. U/L 0-38
T.G.P. U/L 0-40
Glicemia MmolL 4-22-6.11
Creatinina mol/L 44-97
Otros Fecha Significacion
Heces feclaes. Directo. Resultados
Coprocultivo Aislamiento
Parcial de orina Resultado
(Esta apto el sujeto para continuar el |:| No Significacion clinica
estudio? , 1: Normal . .
Si 2: Fuera de rango sin importancia

3: Fuera de rango con importancia clinica
4: No realizado
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Célera 002 VISITA3Z L

EVALUACION DE LARESPUESTADE ANTICUERPOS EN SUERO

Titulo anti-LPS* Isotipo IgG
IgM
IgA
Fecha de realizacion : T I T B e
dia mes afo

1 Logaritmo de la dilucién interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo anti-CTB? Isotipo I9G
IgM
IgA
Fecha de realizacion : T I AT O
dia mes afo

2 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo vibriocida®

Fecha de realizacion : T I T B R

3 Inverso de la mayor dilucion del suero que provoca el 100% de la inhibicion del crecimiento

Nombre del Técnico de Laboratorio:
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ADMINISTRACION DEL INOCULO

Rellene la tabla siguiente

ADMINISTRACION DEL INOCULO Via ¢Se ha administrado el in6culo segun el
(s6lo se debe marcar una casilla) protocolo?

[] In6culo |:| Si

Numero de vial equivocado (*) oral I:I No

No administrado (*)

*) Comentarios:

OBSERVACION POSTINOCULACION

Si se producen acontecimientos adversos durante el periodo postinoculacion inmediato especificado en el protocolo,
- rellene la seccion de acontecimientos adversos esperados, la seccion de acontecimientos adversos no
graves o el formulario de acontecimientos adversos graves.

MEDICACION

Si se ha administrado cualquier medicacionprofilactica pensando en posibles reacciones del inoculo del estudio,

- rellene la seccion de medicacién
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VERIFICACION DE LA CALIDAD DEL INOCULO

Positivo
Pruebas de Identidad [ ]

Concentracion final del indculo:

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Negativo

]

ufc

Fechade realizacion: |1 | Lo 1+ | [ 4




SEGUNDO INGRESO

Etapa de Reto

RECORDATORIO

CRITERIOS DE ELIMINACION

S Compruebe todos los criterios apropiados antes de proseguir la visita.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS I

> Notifique los acontecimientos adversos como se ha especificado en el protocolo y
rellene la seccién deacontecimientos adversos no graves o el formulario deaconteci-
mientos adversos graves (AAG), seglin sea oportuno.

MEDICACION I

> Notifique la medicacion como se ha especificado en el protocolo y rellene la seccion de
medicacion.
> Notifique la vacunacion concomitante en la seccion devacunacion concomitante.

CONTRAINDICACIONES I

> Antes de administrar el indculo, revise lascontraindicaciones como se especifica en el
protocolo.
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ACONTECIMIENTOADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

(Ha experimentado el sujeto alguno de los siguientes signos y sintomas generales durante el periodo solicitado?
] Desconocido

] No

[ Si, marque No/Si para cada sintoma. Si marca Si rellene la linea completa

SINTOMAS Toma Dia 1 Dia2
GENERALES | mes de
Inoculacion 6h 12 h 18 h 24 h 6h 12 h 18 h 24 h
Temperatura
|:| No
[]si S T R S . . - I B
[] Axilar ] ] ] ] (] [ [ (] ]
No No No No No No No No No
tomada | tomada tomada tomada tomada tomada tomada tomada | tomada
Cefalea
[INo
Os e | L | L) | L] L | W | W || L] L
Nauseas
|:| No

|:| Si —>intensidad: l_l l_l l_l I_I l_l I_I l_l I_I l_l

Dolor abdominal

|:|N0
[Isi

—>intensidad: |_| |_| |_| |_| l_l |_| |_| |_| |_|

Malestar general
[]No
O'si —>intensidad: l_l |_| |_| l_l I_I l_l I_I I_I l_l

Meteorismo

D No
Osi —>intensidad: I—I I—I I—I I—I I—I I_I I—I I—I I—I

Tension Arterial

TA sistolica

TA diastolica

Pulso

Intensidad: (

1
g - Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo

- comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas
(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Cama

Numero de sujeto

Colera 002

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacion)

SINTOMAS Dia3 Dia4 Dia5
GENERALES
8 h 16 h 24 h 8 h 16 h 24 h 8 h 16 h 24 h
Temperatura
|:| No
[ si I I B R . . . I
[] Axilar [ ] L] [ [ [ L] L] O
No No No No No No No No No
tomada | tomada tomada tomada tomada tomada tomada tomada tomada
Cefalea
|:| No
Os o | L | L | L] LI | L | W | | L L
Nauseas
[ No
[]si —intensidad: (. (. (. L] | (. [ ] L | (.
Dolor abdominal
E No
Si
—>intensidad: | || L L] L (I L] L L L
Malestar general
[INo
DS ensicas: | L | LI | L | L | L T T O A O
Meteorismo
D No
D Si —>intensidad: |_| |_| |_| |_| |_| |_| |_| |_| |_|

Tension Arterial
TA sistolica

TA diastolica

Pulso
Intensidad: o
1
2
3
— Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave seglin la definicion del protocolo

—

comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Cama

Numero de sujeto

Colera 002

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacion)

SINTOMAS
GENERALES

Dia6

Dia7

Dia8

Dia9

Temperatura

|:|N0
] si

[] Axilar

(]
No
tomada

]

o
tomada

]

o
tomada

Cefalea
[ ] No
L] si —>intensidad:

L

L

L

Nauseas

[1 No

[ ] Si —>intensidad:

Dolor abdominal

|:|N0
s

—>intensidad:

Malestar general

[] No
(s

—intensidad:

Meteorismo

|:|No
[ si

—intensidad:

Tension Arterial

TA sistolica

TA diastolica

Pulso

Intensidad:

1
2
3

-

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves

Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo
- comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Cama

Numero de sujeto

Colera 002

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacion)

SINTOMAS

—> intensidad:

Dial
GENERALES | 1oma
antes dela | lera | 2da 3era 4ta | Sta 6ta Tma 8va 9na 10mo | Ilno| 12vo | 13va
Inoculaciéon
Vomitos
ora
|:|N0
|:| Si Volumen

|

Diarreas

|:|N0
[]si

Hora

Peso

—> grado:

— intensidad:

L L
L[

C L
L L

|

L L

|

L

L L

Dia

Vomitos

|:|N0
[]si

Hora

Volumen

— intensidad:

Diarreas

|:|N0
[]si

Hora

Peso

— intensidad:

|

L L
L L

C L

C L

C L

—> intensidad:

— grado: RN 1| L | L L
Dia3
Vomitos
Hora R
|:| No
|:| Si Volumen

Diarreas

|:|N0
U] si

Hora
Peso

— intensidad:

|

|

L

L
L

L]

|

L

|

|

L
L

L]

WNo—O

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves

= grado: I N 1 O O | L
Intensidad: — Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave seglin la definicion del protocolo
- comunique el acontecimiento al monitor de 1 IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Cama

Numero de sujeto

Colera 002

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES
(continuacién)

SINTOMAS

Dia4
GENERALES
lera 2da 3era 4ta Sta 6ta 7ma 8va 9na 10mo| Ilno| 12vo | 13va
Vomit
omitos Hora
|:|N0

|:| Si Volumen

— intensidad:

Diarreas

|:| No b
|:| S €so

ora

— intensidad:

—> grado:

L

L L

L

L L

L

L L
L L
L L

L L

Dia5

Vomitos

|:|N0

|:| Si Volumen

ora

—> intensidad:

Diarreas ora
%NO Peso -
Si
—> intensidad: \_’ \_’ \_I |_, \_’ \_’ \_I \_’ |_, \_’ \_I \_’ |_’
—> grado: ‘_’ |_| ‘_l |_’ |_| |_’ ‘_I ‘_’ I_, ‘_, ‘_, |_’ ‘_l
Dia6
Vomitos

ora

|:|N0

|:| Si Volumen

— intensidad:

L

L

L

L

Diarreas

Hora
|:| No
|:| S Peso T
— intensidad: ‘_’ ‘_’ ‘_l |_, ‘_’ ‘_’ ‘_l ‘_’ |_' ‘_l |_| \_, I_,
a1 e O I
Intensidad: ( Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo

1
2
3

_)
_)

comunique el acontecimiento al monitor de 1 IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Cama

Numero de sujeto

Colera 002

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

(continuacion)

SINTOMAS

|:| Si Volumen

Dia7
GENERALES
lera 2da 3era 4ta Sta 6ta Tma 8va 9na 10mo| Ilno| 12vo |13va
Vomitos
ora
|:|N0

— intensidad:

L

|];i|ar;eas Hora
|:| S Peso T
—> intensidad: \_I ‘_l \_’ |_| ‘_’ \_’ ‘_’ |_’ |_’ ‘_’ |_| ‘_, ‘_I
S 1 I [ T 1 Y O O O O O W
Dia8
Voémitos
|:| No Hora

|:| Si Volumen

— intensidad:

|:| Si Volumen

Diarreas Hora
|:| No
|:| ; Peso -
; —> intensidad: ‘_’ |_’ \_’ ‘_’ |_’ ‘_’ ‘_l |_’ |_’ |_’ ‘_’ ‘_I ‘_I
S-S S R 1 N O Y
Dia9
Vljémitos Hora -

— intensidad:

L

Diarreas
Hora
|:| No
|:| | Peso
Si

— intensidad:

—> grado:

L[

L]
L]

L
L

|
|

L
L

L
L

]
L

]
L

L
L]

Intensidad: o -

1
2
3

Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo

comunique el acontecimiento al monitor de | IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Cama

Numero de sujeto

Colera 002

(continuacion)

ACONTECIMIENTO ADVERSO ESPERADO - SINTOMAS GENERALES

SINTOMAS 7 Dias de Observacion
GENERALES
lera 2da 3era 4ta 5ta 6ta 7ma
Diarreas
Hora PR _ - - _
|:| No
|:| S Peso L L
—> intensidad: |_’ \_I I_’ ‘_, \_I \_I \_’

Intensidad: 0 | —

1
2 d
3

Si cualquiera de estos acontecimientos adversos es grave segun la definicion del protocolo
comunique el acontecimiento al monitor del IF por teléfono o fax en el plazo de 24 horas

(véase el protocolo) y rellene el formulario de acontecimientos adversos graves

44




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Cama

Numero de sujeto

Colera 002

ANALISIS DE LABORATORIO

MUESTRA DE SANGRE

(Se ha extraido una muestra de sangre?

|:|No
[ ] si

Fechadeextracciondesangre: [ | [ 1 | |

dia mes afio
Hematologia
Parametro Unidades Valor normal Fecha Resultados Significacion
Hemoglobina gL 110-160
Hematocrito U 0.37-0.50
Leucocitos 10°/1 5-10
Poliforfonuleares %
Linfocitos %
Monocitos %
Eosmofilos %
ST %
Hemo-Quimica

Eritrosedimentacion .ml'hora 8-10
T.G.O. UL 0-38
T.G.P. U/L 0-40
Glicemia Mmol/L 4.22-6.11
Creatmnina molL 44-97

Significacion clinica
1: Normal
2: Fuera de rango sin importancia
3: Fuera de rango con importancia clinica
4: No realizado

Nombre del Técnico de Laboratorio:




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Cama

Numero de sujeto

Colera 002

RESULTADOS DE PRUEBAS BACTERIOLOGICAS

Coprocultivos antes de la . B ; . ;
administracion del antibictico Dial Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia 5
Muestra de heces fecales
u [] No [] No [] No [] No [ ] No
R L] si L] si L] si L] si L] si
Aislamiento e Identificacion de
Vibrio cholerae [] No [] No [] No [] No [ ] No
[]si [ st [ si [ si [ si
Cuantificacion d?\fl brio
cholerae x g de muestra
%
Coprocultivos después de la . P p .
administracion del antibiotico Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9
Muestra de heces fecales ] No ] No ] No ] No
[] si L] si L] si [] si
%
Aislamiento e Identificacion [] No [] No [] No [] No
de Vibriocholerae  — [] si [] si L] si L] si

Nombre del Técnico de Laboratorio:




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Cama Numero de sujeto

Colera 002 - | ] ] 1 L

RESULTADOS DE INMUNOGENICIDAD

Pruebas de Inmunogenicidad Tomaprevia Dia7 Dia9 Nombre del Técnico
de Laboratorio

Muestra de sangre — [] No [] No

[] s []si

Titulo anti-LPS!
Isotipo IeG
IgM
IeA

Tituloanti-CTB?
Isotipo IgG
IgM
IgA

Titulo vibriocida®

CFAXx 1084 )
Isotipo IeG
IgM
IgA
Muestra de saliva — |:| No |:| No

[] s []si

Titulo IgA anti-LPS®

1 Logaritmo de la dilucién interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4
2 Logaritmo de la dilucién interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

3 Inverso de la mayor dilucion del suero que provoca el 100% de la inhibicion del crecimiento

4 Numero de “spots positivos por 10° CFA
Seroconversion:El numero de spots del dia 7 sea igual o mayor que 2 si el nimero de spots positivos en preinoculacion es
1 6 0. Si el ntimero de spots positivos en preinoculacion es igual o mayor que 2 se considerara seroconversion si el nimerg

5 Los titulos se miden en Densidades Opticas
Seroconversion: Los valores alcanzados en el dia 9 deberan ser el doble del titulo de preinoculacion, siempre que




VISITA 4

RECORDATORIO

CRITERIOS DE ELIMINACION

N Compruebe todos los criterios apropiados antes de proseguir la visita.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS I

> Notifique los acontecimientos adversos como se ha especificado en el protocolo y
rellene la seccién deacontecimientos adversos no graves o el formulario deaconteci-
mientos adversos graves (AAG), seglin sea oportuno.

MEDICACION I

Notifique la medicacion como se ha especificado en el protocolo y rellene la seccion de
medicacion.
> Notifique la vacunacion concomitante en la seccion devacunacion concomitante.




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Nimero de sujeto |

Colera 002

Lo

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas
(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA.1 AA.2 AA3
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo Lol o et It v bbb
dia mes afio dia mes afio dia mes afno

durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad L Ll th
]2 2 2
I:’ 3 D 3 I:’ 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si especifique [ si ] si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: L tipo: L tipo: L]
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinidn ;es posible [J No ] No [] No
que el indculo haya ] Si ] si ] si

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperacién con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[] 4 Muerte
[] 5 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J4 Muerte

[ 15 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J4 Muerte

[ 15 Desconocido




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto |

Colera 002

L0

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso

1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas

3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio
y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA. 4 AA.5 AA.6
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo Lol oo e v b r b v v I b b
dia mes afio dia mes ano dia mes afio

durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato
postextraccién especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad Ch mp Ch
2 12 2
3 3 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si especifique ] Si ] si ] Si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: Lo tipo: Lo | tipo: L
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinidn ¢es posible [l No ] No L] No
que el in6culo haya O Si O S ] S

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperaciéon con
secuelas

[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[] 5 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J4 Muerte

[ 15 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[]4 Muerte

[ 15 Desconocido




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto

Colera 002 VISITA4 |

ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRA DE SANGRE

¢Se ha extraido una muestra de sangre? [ | No

Fecha de extraccion de sangre: T T e

EVALUACION DE LARESPUESTADE ANTICUERPOS EN SUERO

Titulo anti-LPS! Isotipo IgG
IgM
IgA
Fecha de realizacion : Lo Ly v b Loy
dia mes afio

1 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4
Seroconversion: 2 titulos de incrementos en la relacion de los titulos del dia 14 y del dia 0

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo anti-CTB? Isotipo IgG
IgM
IgA
Fecha de realizacion : Lo ) e v Ly |
dia mes afio

2 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo vibriocida®

Fecha de realizacion : Lo e b Ly o
dia mes afio
3 Inverso de la mayor dilucion del suero que provoca el 100% de la inhibicion del crecimiento

Seroconversion: 4 titulos de incrementos en la relacion de los titulos del dia 14 y del dia 0

Nombre del Técnico de Laboratorio:




VISITA S

RECORDATORIO

CRITERIOS DE ELIMINACION

> Compruebe todos los criterios apropiados antes de proseguir la visita.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS I

> Notifique los acontecimientos adversos como se ha especificado en el protocolo y
rellene la seccion deacontecimientos adversos no graves o el formulario deaconteci-
mientos adversos graves (AAG), seglin sea oportuno.

MEDICACION I

Notifique la medicacion como se ha especificado en el protocolo y rellene la seccion de
medicacion.
> Notifique la vacunacion concomitante en la seccion devacunacion concomitante.




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto |

Colera 002

L0 |

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA. 1 AA.2 AA.3
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo el c et b b e e e
dia mes afno dia mes afio dia mes afo

durante el periodo inmediato

postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato

postextraccion especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes ano dia mes ano dia mes afio
Intensidad Lh Lh Lh
2 2 2
3 3 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la [J No ] No ] No
respuesta es si especifique 0 s ] Si O si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: Lo tipo: L tipo: L
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinion jes posible L] No [J No L] No
que el indculo haya ] St ] si ] Si

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[12 Recuperacion con
secuelas

[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[ 14 Muerte

[ 15 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[ 14 Muerte

[ 15 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[ 14 Muerte

[]5 Desconocido




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Nimero de sujeto |

Colera 002

L0 |

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA. 4 AA.5 AA.6
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo Lol ot b b v e bbb b
dia mes afio dia mes afio dia mes afio

durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato
postextraccién especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad Ch L th
(]2 2 2
I:’ 3 I:’ 3 I:’ 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si especifique ] Si ] si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: L tipo: L tipo: L]
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinidn ;es posible 0J No ] No [J] No
que el indculo haya ] Si ] si ] Si

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperacién con
secuelas

[[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[] 5 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[ 15 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas
13

Persistencia cuando
el sujeto concluye

L4 Muegktriio

[ 15 Desconocido




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto

Colera 002 VISITAS |

ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRA DE SANGRE

¢Se ha extraido una muestra de sangre? [ | No

[ ] si

Fecha de extraccion de sangre: T T e

dia mes afio

EVALUACION DE LARESPUESTADE ANTICUERPOS EN SUERO

Titulo anti-LPS! Isotipo IgG
IgM
IgA
Fecha de realizacion : Lo Ly v b Loy
dia mes afio

1 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo anti-CTB? Isotipo IgG
IgM
IgA
Fecha de realizacion : Lo ) Lo Ly |
dia mes afio

2 Logaritmo de la dilucion interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo vibriocida®

Fecha de realizacion : T T O B
dia mes afno

3 Inverso de la mayor dilucion del suero que provoca el 100% de la inhibicion del crecimiento

Nombre del Técnico de Laboratorio:




VISITA 6

RECORDATORIO

CRITERIOS DE ELIMINACION

S Compruebe todos los criterios apropiados antes de proseguir la visita.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS I

> Notifique los acontecimientos adversos como se ha especificado en el protocolo y
rellene la seccion deacontecimientos adversos no graves o el formulario deaconteci-
mientos adversos graves (AAG), seglin sea oportuno.

MEDICACION I

Notifique la medicacion como se ha especificado en el protocolo y rellene la seccion de
medicacion.
> Notifique la vacunacion concomitante en la seccion devacunacion concomitante.




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Nimero de sujeto |

Colera 002

Lo |

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso
1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas
3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio

y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANC | AA.1 AA.2 AA3
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo I | T I N N I
dia mes afno dia mes afio dia mes afo

durante el periodo inmediato

postextraccién especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato

postextraccion especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad Ch L Ch
2 2 2
3 3 3
Atencién médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si especifique [ si ] Si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: Lo tipo: L tipo: L
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinion ;es posible L] No [] No L] No
que el indculo haya ] S [ Si 1 Si

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperacién con
secuelas

[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[ 14 Muerte

[] 5 Desconocido

[]1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J4 Muerte

[ 15 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[ 15 Desconocido




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto |

Colera 002

Lo

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS

0 : No ha habido acontecimiento adverso

1: Ligero: acontecimiento adverso que el sujeto tolera bien, causa minimas molestias y no interfiere en las actividades

cotidianas

2 : Moderado: acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para interferir en las actividades cotidianas

3 : Severo: acontecimiento adverso que impide las actividades cotidianas

(En adultos y adolescentes, un acontecimiento adverso de este tipo impediria, por ejemplo, ir al trabajo o al colegio
y necesitaria la administracion de un tratamiento corrector)

AANO | AA. 4 AA.5 AA.6
Descripcion
Para
IF
Fecha de comienzo Lol oo b v b e b v It b el
dia mes afio dia mes ano dia mes afio

durante el periodo inmediato
postextraccion especificado en
el protocolo

[ durante el periodo inmediato
postextraccion especificado
en el protocolo

[] durante el periodo inmediato
postextraccién especificado en
el protocolo

Fecha de finalizacion

dia mes afio dia mes afio dia mes afio
Intensidad Ch mp Ch
2 12 2
3 3 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la [] No ] No ] No
respuesta es si especifique ] Si ] si ] si
el tipo:
HO: hospitalizacion tipo: Lo tipo: Lo | tipo: L
SU: servicio de urgencia
CM: consulta del médico
Causalidad
En su opinion ;es posible 0J No [J No [J No
que el in6culo haya O Si O S ] S

contribuido a este AA?

Desenlace

[J1 Recuperacion

[J2 Recuperacién con
secuelas

[[] 3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[J 4 Muerte
[] 5 Desconocido

[ 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[]3 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

(14 Muerte

[ 15 Desconocido

[] 1 Recuperacion

[J2 Recuperacion con
secuelas

[13 Persistencia cuando
el sujeto concluye
el estudio

[]4 Muerte

[ 15 Desconocido




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto

Colera 002 VISITAG |

ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRA DE SANGRE

¢Se ha extraido una muestra de sangre? [ | No

[ ] si

Fecha de extraccion de sangre: T T e
dia mes afio

EVALUACION DE LA RESPUESTADE ANTICUERPOS EN SUERO

Titulo anti-LPS* Isotipo IgG
IgM
IgA
Fecha de realizacion : (I IR I R
dia mes afio

1 Logaritmo de la dilucién interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo anti-CTB? Isotipo [o]€]

Fecha de realizacion : [ T O
dia mes afo

2 Logaritmo de la dilucién interpolada que alcanza un valor de Densidad Optica de 0.4

Nombre del Técnico de Laboratorio:

Titulo vibriocida®

Fecha de realizacion : (I R R B T
dia mes aflo
3 Inverso de la mayor dilucién del suero que provoca el 100% de la inhibicion del crecimiento

Nombre del Técnico de Laboratorio:




VACUNACION
CONCOMITANTE




INSTITUTO FINLAY

Protocolo

Numero de sujeto

Colera 002

VACUNACION CONCOMITANTE

(Se han administrado alguna vacuna enCUALQUIER momento durante el estudio o en los 30 dias previos a la

administracion del indculo?

|:|No

I:I Si, anote la vacunacion concomitante con el nombre comercial,
el nombre genérico, o ambos, y la fecha de administracion de la

vacuna.

Nombre comercial / genérico

dia

ano

Fecha de administracion
mes

Para
IF

Para
IF

Para
IF

Para
IF

Para
IF

Para
IF

Para
IF




VIADE ADMINISTRACION

CODIGO DESIGNACION
EXT externa

D intradérmica
H inhalacion
™M intramuscular
R intaarticular
IT intratecal

I\% intravenosa
NA intranasal
OTR otra

PE pareentenal
VO oral

PR rectal

SC subcutanea
SL sublingual
D transdérmica
TO topica

DES desconocida
VA vaginal

MEDICACION



INSTITUTO FINLAY

Protocolo Numero de sujeto |
Coélera 002

- Cualquier fArmaco o tratamiento inmunosupresor o modificador de la inmunidad, cualquier vacuna distinta de la del estudio y
cualquier antipirético administrado en CUALQUIER momento durante el periodo comprendido entre los 30 dias previos a la
administracion del indculo del estudio y un mes (minimo 30 dias) después de la administracion del in6culo de reto, deben
anotarse con su nombre comercial, su nombre genérico, 0 ambos, la indicacion médica, la dosis diaria total, la via de a dministracion y
las fechas inicial y final del tratamiento.

- Asimismo, cualquier otro farmaco concomitante administrado de manera profilactica pensando en posibles reacciones a la
vacuna debe anotarse con su nombre comercial, su nombre genérico, 0 ambos, la indicacion médica (marque la casilla si es pro filactico),
la dosis diaria total, la via de administracion y las fechas inicial y final del tratamiento.

(Se ha administrado durante el estudio alguno de los medicamentos o tratamientos mencionados?
[ No
[ Si, por favor rellene la siguiente tabla
Dosis Fechas inicial y final o marque la
Nombre comercial / genérico | Indicacién médica diaria | via casillasi continta al final del estudio
total
Inicial: [ [ 1 1 [l 1 ¢ |
[ Profilactica Final | ) J | L0 1|0
Para
IF
Inicial: [ [ JLy 1 g |
O Profilactica S A I T B I B B
Para
IF
Inicial: | | [[ | | J[ 4 4 o |
0 Profilactica Final: | [ 11 Il 1 1|O
Para
IE
Inicial: | | J [ ¢ [ g ]
L] Profilactica Final: L JL 1 1 JLo 11 1|0
Para
1E
Inicial: | | [ | J| ¢ 4 1|
] Profilactica Final: | | J ¢ 1 JL 1 1 1|~
Para
IF
Imicial: | ) [y ¢ J[L oy 11 |
[ Profilactica Fimal: | | Jl 0 I 11 1O
Para
IF
Inicial: [ | | | | | o |
I Profilactica e B A
Para
IF




ACONTECIMIENTOS
ADVERSOS NO
GRAVES




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Numero de sujeto |
Coélera 002 Lo
ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES
(Notifique los acontecimientos adversos graves solo en el formulario deacontecimientos adversos graves (AAG)).
(Se ha producido alginacontecimiento adverso no grave un mes (minimo 30 dias) después de la vacunacién, excluidos los
anotados en las paginas deacontecimientos adversos solicitados?
L]
L]
AANC | AA.1 | AA.2 | AA.3 |
Descripcion
[] Local [] Local O
[] General (] General ]
Para
IF
Fecha de comienzo (N I T O 1 I Y AR A N N
dia mes ano dia mes afo dia mes ano
[ldurante el periodo inmediato [ Jdurante el periodo inmediato ]
postinoculacion especificado postinoculacion especificado
en el protocolo en el protocolo
Fecha de finalizacion T S T T T I Y T T A Y A B
dia mes ano dia mes aio dia mes ano
Intensidad Lh (WP Ch
]2 2 2
E K E
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si: ] St ] Si ] si
(Requirio medicacion? [J No (] No ] No
. _ O osi L] Si O si
Nota: Si se ha requerido medicacign,
rellene la seccion de medicacion.
Causalidad
En su opinidn, ;es posible ] No L No ] No
que el indculo haya O s O si O si
contribuido a este AA?
Desenlace [J1 Recuperaciéon Ch h
[[J2 Recuperacion con 2 2
secuelas
[]3 Persistencia cuando 3 3
el sujeto concluye
el estudio
4 Muerte (4 a
[Is Desconocido s s




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Namero de sujeto |
Célera 002
ACONTECIMIENTOS ADVERSOS NO GRAVES (continuacion)
AAN°| AA.4 | AA.5 | AA.6 |
Descripcion
[] Local [] Local [] Local
[] General [] General L] General
Para
IF
Fecha de comienzo T I T T O T I N T 8 N I T B T R
dia mes afio dia mes afio dia mes afio
[Jdurante el periodo inmediato [ durante el periodo inmediato ]
postinoculacion especificado postinoculacién especificado
en el protocolo en el protocolo
Fecha de finalizacion T S T T I T I T T T I Y O B AV
dia mes afio dia mes ano dia mes afio
Intensidad Lh Ch Lh
L2 (]2 L2
3 13 3
Atencion médica
(Ha solicitado el sujeto
atencion médica? Si la ] No ] No ] No
respuesta es si: ] Si ] si ] si
(Requirio medicacion? [J No (] No ] No
. . - [ si ] St O] s
Nota: Si se ha requerido medicacion,
rellene la seccién de medicacion.
Causalidad
En su opinidn, ;es posible ] No L No ] No
que el indculo haya O s O si O si
contribuido a este AA?
Desenlace [J1 Recuperacion 1 Lh
[]2 Recuperacioén con 2 2
secuelas
[]3 Persistencia cuando 3 3
el sujeto concluye
el estudio
4 Muerte (4 Ca
s Desconocido s s




ACONTECIMIENTOS
ADVERSOS GRAVES

INSTRUCCIONES PARA NOTIFICAR UN ACONTECIMIENTO ADVERSO GRAVE (AAG)

LOS AAG SE NOTIFICARAN AL INSTITUTO FINLAY EN UN PLAZO DE 24 HORAS

1.

RELLENE LAS PAGINAS DE AAG QUE SE ENCUENTRAN A CONTINUACION
Rellene estas paginas de la manera mas completa y exacta posible con el fin de reducir al mini-
mo el tiempo invertido en aclarar los datos.

Siel AAG persiste en el momento de la notificacion, deje en blanco el apartado “desenlace™ y
anada después estos datos.

ASEGURESE DE QUE TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN LAS PAGINAS
DE LOS AAG COINCIDE CON LA DE LAS SIGUIENTES PAGINAS DEL CRD:

)
0'0

Datos demograficos

3

*¢

Historia clinica general / Exposicion fisica

3

%

Paginas(s) de la administracion del indculo (para la dosis administrada)

3

%

Medicacion

)
0’0

Vacunacion concomitante

FIRME Y FECHE LA SEGUNDAY TERCERA PAGINA DE AAG. RELLENE LA
TERCERA PAGINA DEL FORMULARIO DE AAG SOLO SI ES NECESARIO

FOTOCOPIE LAS PAGINAS DE LOS AAG Y ENVIE POR FAX LA COPIA DE DICHA
PAGINAA :

- Elcontacto del estudio
(véase el archivo de centros de los investigadores para el nuimero de fax correcto)

- Sino dispone de fotocopiadoraQ fax, telefonee al contacto del estudio



INSTITUTO FINLAY

Protocolo Centro Pais Fecha de recepcién en IF Numero de sujeto
Colera 002 L o e
dia mes afio
ACONTECIMIENTO ADVERSO GRAVE (AAG) o Criterios especificos para considerar &
grave este acontecimiento adverso
[J (1) Informe inicial [] (3) Informacion adicional
(marque todo lo que proceda)
[] (2)Informacion adicional [] (4) Informacion adicional ]
1 | [JProvoca la muerte
Datos demograficos del sujeto ® ¢Autopsia? - [] No L1 si
Iniciales:
I R I I v
1“ nombre 1 “apellido 2 “ apellido cuando lo reciba envie el informe de la autopsia
Fecha de nacimiento: Lol oy ] 2 | []Poneen peligrolavida
dia mes afio 3 | [JProduceunadiscapacidado
incapacidad persistente o significativa
Sexo: 5 . o .
- Var,on 4 | [JRequiere la hospitalizacion del paciente
] Mujer
- @ Fechade | I I |
Acontecimiento adverso (escriba con claridad en letras de imprenta) ingreso: ' L L 1L 1
. . . , . dia mes ano
Diagnostico (o signos y sintomas si se desconoce)
itk I I R
dia mes ano
5 | [1 Prolonga la estancia hospitalaria
Para IF Fechade | ) L o o]
dia mes afo
®

Fechay horade inicio Lo o I

(Primeros sintomas de acont. adv.) dia mes afio hora min

6 | [] Angmalia congénita o defectq de

nacimiento en‘la descendencia de un
sujeto del estudio

7 | [ Acontecimiento “medicamento

o @ & e
Fechayhoradefinalizacion| | | , , I « I « I | importante™-especifique:
(si persiste, déjelo en blanco) dia mes afio hora  min
L . ® i
que el inéculo haya O 89 que deben notiticarse
contribuido al AAG? ! J [ Céncer
. . 19
o) Otros posibles factores contribuyentes: ©
(marque todo lo que proceda)
Desenlace E 1 Recuperacion >D Historia clinica (registro en la sec. 15)
2 Recuperacion con secuelas 0 . )
| - tros medicamentos t la sec. 14
] 3 Persistencia n e - (registro en la sec. 14)
[] 4 Muerte [ Procedimiento exigido por el protocolo
(] Otro procedimiento
@ [] Falta de eficacia
Accion emprenldida [] Ninguna [] Administracion errénea
con respectoa ] Se postpone el ciclo de inoculacion : .
inéculo en estudio [] Se interrumpe el ciclo de inoculacion [ Otros especifique:
(Registro de la informacién adicional en la sec. 19)
®

Acontecimientos
después de una nueva
inoculacion

[] Reaparicion del acontecimiento
[] No reaparece acontecimiento

[ ] Desconocido por el momento

0 No procede

¢Haabandonado el sujeto el estudio por @)
este AAG especifico?

[JNo
[1si




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Numero de sujeto |
Colera 002 AAG (continuacion) Lo o1 |
Informacion sobre el indculo en estudio @
Inbculo (especifique si es mixta o separada) Dosis n°| Loten® | Via/Lugar Fecha

Farmacos y vacunas concomitantes que pueden haber contribuido a este AAG

Farmaco / Vacuna

Dosis

Frecuencia

Via

Fecha de comienzo

Fecha de finalizacion

Enfermedades intercurrentes y antecedentes médicos de interés que pueden haber contribuido a este AAG (incluidas

las alergias)
Enfermedad: (Persiste?  |No [ Si [
Enfermedad: (Persiste? No [ Si [

Farmaco(s) utilizado(s) para tratar este AAG

Farmaco

Dosis

Frecuencia

Via

Fecha de comienzo

Fecha de finalizacion

Tratamiento quirdrgico a este AAG (especifique)

Descripcién (describa brevemente el AAG, incluyendo los hallazgos diagnésticos de interés, los datos de laboratorio y la

evolucion de los acontecimientos, etc ...)

Firmadel investigador 1) @) €) “
Fecha AT | T | T T | | T T A
dia mes dia mes ano dia mes afo dia mes afio
Nombre con letra de




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Numero de sujeto |
Colera 002 AAG (continuacion) L0
Comentarios (para mas comentarios sobre el caso).

Firma del investigador M @ €)) @

Fecha T T { | | e O | O I

dia  mes dia  mes afio dia  mes afio dia  mes afio
Nombre con letra de
imprenta:




CONCLUSION DEL
ESTUDIO




INSTITUTO FINLAY

Protocolo Grupo de estudio al que pertenece:

Numero de sujeto

Colera 002

|:| Vacuna |:| Placebo

CONCLUSION DEL ESTUDIO

(Ha sido el codigo roto?

No
Si

(Se ha aplicado algin criterio de eliminacion durante el estudio?

|:|No

Si , especifique

(El sujeto se ha retirado del estudio?
(Una retirada corresponde a un sujeto que no acude a la visita final prevista en el protocolo)

|:|No

,___l Si, marque la categoriaMAS adecuada para el abandono

I:I (AAG)  Acontecimiento adverso grave:
(rellene el formulario de acontecimientos adversos graves)

especifique el nimero de AA:

(AAX)  Acontecimiento adverso no grave (rellene laseccion de acontecimientos adversos no graves),

(IPT) Infraccion del protocolo, especifique:

(RTC) Retirada del consentimiento, no por un acontecimiento adverso

(TRA) Traslado de la zona del estudio

(PSE)  Pérdida de contacto durante el seguimiento

H0D00 O

(OTR)  QOtras, especifique:

Fecha del ultimo contacto: Lo e o b Ly
dia afio
(Se encontraba bien el sujeto en la fecha del ultimo contacto?

L] s

|:| No, anote los detalles en laseccion de acontecimientos adversos

FIRMA DEL INVESTIGADOR

Certifico que he revisado los datos de este cuaderno de recogida de datos y las secciones de
acontecimientos adversos y acontecimientos adversos graves, incluidos los datos de laboratorio (si
procede) y que toda la informacion es completa y exacta.

Firma del investigador:

Fecha: | | | | [ | | [ |




REPUBLICA DE CUBA
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

CENTRO PARA EL CONTROL ESTATAL DE LA CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS

Con fundamento legal en la Resolucién Ministerial No. 178 del 8 de Octubre de 1991 y una vez satisfechas las
exigencias establecidas en el mismo para la autorizacion de inicio de ensayos clinicos en humanos, segin los
Requisitos para la Autorizacion y Modificacion de Ensayos Clinicos vigentes y bajo el compromiso de velar por el
cumplimiento de las Buenas Practicas en el proceso de investigacion-desarrollo del producto, se otorga el
Certificado para:

AUTORIZACION DE MODIFICACION DEL ENSAYO
CLINICO |

Se Autoriza a: Dr. Gustavo Sierra Gonzalez
Vicepresidente Investigaciones
Instituto Finlay

izado, a doble ciego, con una cepa virulenta de
cacia protectora de una dosis del orden de 10’
inoculada por via-oral;.en voluntarios adultos

Iniciar el Ensayo Clinico: Estudio de reto controlado, aleato
Vibrio cholerae para determ
UFC de la cepa viva atenu:
sanos del sexo masculi

Productos: En investigaci ‘andidato vacunal con cepa viva atenuada Vibrio cholerae 638.
Producto para Reto: Preparado con cepa virulenta Vibrio cholerae 3008.

No. de Registro: Producto no registrado

Forma Farmacéutica: Suspension oral

<

Via de Administracion: v Oral

Dosis a Utilizar: Candidato vacunal con cepa viva atenuada Vibrio cholerae 638.-
dosis Ginica 1-9 x10? UFC.
Preparado con cepa virulenta Vibrio cholerae 3008.- dosis unica 1-6 x 10° UFC.
| | i

Descripcion de la Modificacion:

Dado que las condiciones de realizacién del estudio no se modifican, y la Licencia de
Seguridad Biologica todavia mantiene su vigencia, se extiende el periodo de validez de
la autorizacion previamente otorgada hasta 6 meses después de expedido el presente

APTO Postal 16065, Ciudad de La Habana. CP 11600. CUBA. Tel: 218823 - 218645. FAX: 214023. Correo E. cecmed(zﬁcecmcd.:ld.cu

E o




Composicion: Cada 50 mL contiene:
Candidato vacunal en estudio, con cepa viva ateduada de Vibrio cholerae 638

Vibrio cholerae 638 50 — 450 X 10° UFC
Disolucion de Bicarbonato de sodio 1,33% 50 mL ‘

Preparado para Reto con cepa virulenta Vibrio cholerae 3008

Vibrio cholerae 3008 50 -300 X 10° UFC
Disolucion de Bicarbonato de sodio 1,33% 50 mL

Plazo de Validez: Solucién de uso inmediato
Condiciones de
Almacenamiento: No almacenar

Tratamiento Placebo: Se administrara una solucién de bicarbonato al 1,33% preparada
en 50 mL de agua para inyeccion. ‘

Ensayo clinico : De Reto para Candida‘to_r\,’a‘ci:junal Anticolérico

%

Descripcion del Ensayo Autorizado:

Se trata de un ensayo clinico, controlado con placebo, aleatorizado, a doble ciegas, con una cepa virulenta de
Vibrio cholerae para evaluar la eficacia protectora de una dosis de la cepa viva atenuada 638, en 72 voluntarios
adultos sanos del sexo masculino.

El estudio se desarrollara en ciclos que pueden variar entre 2 y 4, y cada uno de estos ciclos consta de 2 etapas.
Una lIra etapa en la que se ingresan 18 pacientes, durante 14 dias, en 2 grupos de 9 cada uno, para la
administracion del placebo y el candidato vacunal de la cepa atenuada a las dosis referidas. En esta etapa es que se
realiza la aleatorizacion y cegaje del estudio, con la generacion de codigos correspondientes, se efectuan las
evaluaciones clinicas, controles y estudios de laboratorio (sangre, saliva, heces fecales) planificados y se establece
el alta. luego de verificar la existencia de 3 coprocultivos seriados negativos. Esta lra etapa concluye 14 dias
después del alta (es decir que dura 28 dias), sin embargo por razones logisticas para el desarrollo del estudio es
necesario reingresar al voluntario 2 dias antes para iniciar el chequeo preinoculacion de la cepa de reto, y asi se
solapan las 2 etapas. En la segunda etapa, se administra la cepa infectiva y se mantient ingresado al voluntario,
por 9 dias posteriores a la inoculacién, se mantienen los criterios de alta similares a la Ira etapa.

En esta segunda ctapa por razones de bioseguridad (capacidad de la sala) el nimero de voluntarios a incluir se
seleccionan aleatoriamente vy puede variar de 8 a 12 distribuidos de forma equitativa en 2 grupos de voluntarios.
La etapa dura 28 dias al igual que la primera.

En ambas etapas, el 5to dia posterior a la administracion de cualquiera de los productos se le dara por via oral.a
todos los incluidos 300 mg de doxiciclina en dosis unica.

Se evalua en el estudio el comportamiento, causalidad y seguimiento de las reacciones adversas, con todo lo que
implica para la reactogenicidad y seguridad de los productos en estudio, los aspectos de inmunogenicidad y la
eficacia protectora de la formulacion.

Por las caracteristicas de los productos en investigacion, los objetivos del estudio y la repercusion social de este
ensayo. se cuenta ademas con la Licencia de Seguridad Bioldgica, emitida por el Centro Nacional de Seguridad
Bioldgica para llevar a cabo el estudio en las Instalaciones del IPK .

La duracion de un ciclo es de 3.5 meses aproximadamente,




REPUBLICA DE CUBA
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

CENTRO PARA EL CONTROL ESTATAL DE LA CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS

Recomendaciones:
I.- Mantener contacto con el CECMED, previo al inicio del estudio, para establecer la fecha probable de
realizacion de la Auditoria al ensayo clinico en fase de ejecucion.

J

- Garantizar el monitoreo estricto del estudio asi como el cumplimiento de las Buenas Practicas Clinicas.
teniendo en consideracion las caracteristicas del producto en investigacion y las condiciones del ensayo a
ejecutar.

(OS]

Garantizar la preparacion y entrenamiento del personal profesional, técnico y de servicios, involucrado en la
investigacion.

4. Brindar un adiestramiento especializado a los investigadores que estaran a cargo del llenado del Cuaderno de
Recogida de Datos, estableciendo un monitoreo sistematico para el control de dicha actividad.

Fecha de Autorizacion: 17 de Julio del 2001

Fecha de Autorizacion de la 1™ Modificacion : .
Periodo de Validez de la Autorizacion: 2 3
Fecha de Licencia de Seguridad Biolégica: 8 de Mayo del 2001

Periodo de Validez de la Licencia de Seguridad Biolégica: 8 de Mayo del 2003

r. Rafael P/ene

Dirggior—"
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CENTRO PARA EL CONTROL ESTATAL
OE LA CALIOAD DE LOS MEDICAMENTOS

Ciudad .de la Habana, 17 de marzo del 2003 1 |
“Afio de los Gloriosos Aniversarios de Martl y el Moncada”

R

A Dral. Concepcion Campa
Presidenta-Directora General
Instituto Finlay _ s ' Biol.: 076/03

Con fundamento legal en la Resolucién Ministerial No. 178 del 8 de octubre de 1991 y la Resolucion Ministerial No.
166 del 4 de octubre del 2000, una vez satisfechas las exigencias establecidas por el CECMED para el inicio de
ensayo clinico, se sometio a Auditorila para conocer acerca de. la proteccion de los sujetos involucrados, €
desarrolio del estudio, adherencia al protocolo aprobado y grado de cumplimiento de las Buenas Practicas Clinicas

(Resolucion Ministerial No. 165 del 2000) y se emite el

INFORME FINAL DE AUDITORIA AL ENSAYO CLINICO

Titulo: - “Estudio ,de Reto controlado, aleatorizado, a doble ciegas con una cepa virulenta de vibrio cholerae pa
determinar la eficacia protectora de uha dosis de 10° UFC de la cepa viva atenuada 638, inoculada por via or

en voluntarios sanos' del sexo masculino .

l.nstitHciénf Instituto de Sueros y Vacunas Finlay.
Im)est;ig‘ador Principal: Dr. Manuel Diaz ";J'“idy. (IPK).
Producto en Estudio: Candidato vacunal con cepa viva atenu"ada Vibrio cholerae 638 \ ' ;
Producto para reto: Preparado con cepa virulenta Vibrio cholerae 3008 '

Forma Farmacéutica: Suspension oral. |
Via de Administracion: Oral.

Fecha de Autorizacién del Ensayg Clinico: 17 de Julio del 2001

Fecha de Autorizacién de la Modificacion del Ensayo Clinico: 27 de Enero del 2003.

Fecha de Realizacion de la Auditoria: 25y 28 de Febrero del 2003
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Descripcion de los resultados y deficiencias detectadas durante la Auditoria
1. Condiciones, personal y sitlos auditados durante la ejecucién del ensayo clinico:

En el ensayo clinico se realiza en la Unidad de Aislamiento para Ensayos Clinicos (UAEC) del Instituto de Medicina
Tr_Opucal_ ublpaQa en la sala F del Sto piso del Hospital con la participacion del Laboratorio Clinico y del Leboratorio de
Mncrobno!ogla-Qe Colera del Finlay. Se realizé en 2 tiempos: la 1ra etapa incluyo la reunidn de inicio, |g observacion 3
de laprgparacuén del indculo en el Laboratorio de Microbiologla de Colera y su administracion segun( el programa
establecnqo y la observacion de los procedimientos y rutinas de trabajb segun se establece en el Protocolo; v. en
ségunda instancia, la revision de la Documentacion, la verificacién de la evaluacién de eventos adversos en las
primeras 6 horas y a las 72 horas post-inmunizacién y la reunién de conclusiones.

En el franscurso de la auditoria fueron entrevistados del Instituto Finlay, la Dra. Rosa Lidia Sales Rodriguez.
Vicedirectora de Investigaciones,; Lic. Irma Gonzdlez, Especialista de Control de la Calidad; Lic. Luis Garcia, =
Director de Vacunas Bacterianas, J' del Proyecto Célera; Dr. Jorge Menéndez , Director de Ensayos Clinicos del
Finlay (Monitor); Dr. Rodrigo Valera, Especialista de la Direccién de Ensayos Clinicos (Monitor); Dra. Hilda Maria
Garcia, J del Dpto. de Microbiologla de la Direccion de Vacunas Bacterianas: y del Instituto de Medicina Tropical
(IPK)..al Dr. Manuel Diaz Jidy, J° del Servicio de Hospitalizacion (Investigador Principal), Dr. Roberto Ferndndez J° ™
de Bioseguridad y las Lic. en Enfermeria Vilma Medina Almenares, Marlen Casola Rojas y Amelia U . Lopez

Chavezz

Se describen los resultados, conforme lo que establece el PNO. 06.019 Metodologia para la Realizacién de
Auditorias @ Ensayos Clinicos, cor las deficiencias detectadas y las evidencias objetivas de no conformidad con el
cumplimiento de las Buenas Précticas Clinicas vigentes en Cuba y las Regulaciones sobre ﬂ;utorizacic')n Y
Modificacion de Ensayos Clinicos y Manejo y Uso de los Productos en Investigacién que norman estas [actividades. -

2. Caracteristicas del producto en estudio:

Se verifica si existe 0 no cumplimiento de la Regulacion No. 26/2000. Requerimientos para el Manejo y Uso de los =
~roductos.en Investigacion y Responsabilidades de las Partes y de las Buenas Practicas Clinicas vigentes en Cuba

(BPC). , |

Producto en estudio: Candidato vacunal en estudio con cepa viva atenuada Vibrio Cholerae 638
Composicion: Vibrio cholerae 638 1-9 x 10° UFC, Disolucidn de Bicarbonato de Sodio 1,33%. 30 ml
Cumple con 3.1.2 de la Regulacion No. 26/2000 y acapite 4 de BPC.

Producto para reto : Preparado para reto con cepa virulenta Vibrio Cholerae 3008
~~ Composicién: Vibrio Cholerae 3008 1-6 X 10° UFC Disolucién de Bicarbonato de Sodio 1,33% 30 ml : 2
&~ Cumple con 3.1.2. Regulacion No. 26/2000 y acapite 4 de BPC.
. Certificados de Calidad: Cumple con 3.1.2. Regulacion No. 26/2000

» Preparaciény control del inéculo: Cumple con 3.1.2 Regulacion No. 26/2000 pi

a, previo a la . .
, 9.6.2 de las «

>

» Registros de la entrega de los productos: No existe registro de entrega del inoculo a Ia sai
~administracion a los voluntarios. No cumple con 3.1.2. Regulacion No. 26/2000 y acapites 4.6.

BPC. . 5, |
No conformidad: No existe el reglstro de entrega del inéculo en la sala, previo a la administracion a los

~ voluntarios. No cumple con 3.1.2. Regulacion No. 26/2000 y acapites 4.6.3, 5.6.2 de las BPC.

Suministro adecuado de los productos: Cumple con 3.1.3. Regulacién No. 26/2000 y acapites 4.6.3 y
5.6.2 de las BPC.

Informacion del Producto (Manual del Investigador): Cumple con 3.1.1 Regulacion No. 26/2000. y
- .Bcapites 6.12. y 8 de las BPC

Gestion y suministros de los medicamentos y materiales necesarios: Cumple con 3.1.12. Regulacion
" No, 26/2000 y6.12 y 6.14 de las BPC.
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» Etiquetado y codificacidn del producto administrado: Cumple con 3.1.11,4.1.1 y 4.1.2. Regllacién No.
26/2000y 6.13 de las BPC.

3. Actividades de los Investiqadores y Monitores en el manejo del Producto en Investiqacién:

Mediante la realizacion de entrevistas. revisiéon de registros y controles, chequeo y observacion de la actividad se
verifica el cumplimiento de lo establecido en el protocolo y la Regulacién 26/2000 Requerimientos para el Manejo vy
Uso de los Productos en Investigacion y Responsabilidades de las Partes.

* Investigadores (Sala): Presencia, Conocimiento, Registro y Control: Cumple con 3.2.1.3.2.4 329 Regulacion
No. 26/2000 y 4.9 de las BPC. Con excepcion de los coprocultivos, no hay evidencias en las Historia Clinicas del
resultado de laboratorio de los examenes complementarios que se han realizado en las diferentes etapas del

estudio.

+ No Conformidad: No hay evidencias en las Historia Clinicas del resultado de laboratorio de los examenes
complementarios, con excepcion de los coprocultivos en |a primera etapa del estudio. No cumple con Buenas

Practicas Clinicas

avado de las manos con y sin guantes, manipulacion del Instrumental ropa, utensilios de comidg, manejo de
0s maleriales potencialmente infecciosos (heces fecales y vomitos), descontaminacién y esterilizacion. toma y
envio de las muestras a los laboratorios, etc segun normas de seguridad. Cumplen con lo establecido en el

protocolo. Instrucciones escritas y PNO.

 Enfermeras: Conocimiento vy aplicacion adecuada de las precauciones entéricas ,procedimiej\tos para el

* Monitores: Presencia, Conocimiento, Registro y Control: Los 2 monitores del Instituto Finlay distribuyen las
-actividades de manera organizada, dadas las caracteristicas del producto en estudio, pero no existen registros,
ni constancia de la verificacion del cumplimiento de la entrega de. los productos ni rec:itro de las visitas de
monitoreo, ni informes de la ejecucion de estas visitas. No cumple con 3.3 ~:la Re ; 26/2000.

No Conformidad: No estan registradas las visitas de monitoreo antes y durante el ensayo, ni existen informes
de la ejecucion de estas visitas, tampoco hay constancia de la verificacion del cumplimiento de la entrega de los
productos. No cumple con 3.3 Regulaciéon No. 26/2000, ni con Buenas Practicas Clinicas

4. _Protocolo Autorizado: .
Se verifica el cumplimiento de las Regulaciones No. 21/2000 Requisitos para la Solicitud de Autorizacion vy

Modificacion de Ensayos Clinicos, la Regulacion 20/2000 Buenas Practicas Clinicas en Cuba (BPC) y el protocolo
aulorizado, que coincide con la version aprobada por el CECMED.

!
’/

>. Documentacion esencial de la Carpeta del Investiqador:
Se revisa la documentacién de la Carpeta del Investigador, siguiendo lo establecido en las BPC para Ia

dgocumentacion antes y durante la investigacién, que aparece descrita en el acapite 9 y con la presencia del
Investigador Principal. | |

* Documentacion de Inicio: Cumplen con la existencia de:

o Protocolo de Investigacion

o Certificado de Aprobacién del CEIC

o Autorizacion de Inicio de Ensayo Clinico (AEC) R

o Certificado de Modificacién de la AEC

o Modelo de Consentimiento Informado

o Fecha de Inicio del EC coincide con lo planificado en el Certificado de Modificacién de AEC

o Licencia de Seguridad Bioldgica '

o Sobre lacrado con las listas de aleatorizacion .Cumple con 7.5 de las BPC.

o Rango de valores normales de los procedimientos de laboratorio y/0 test incluido en el ensayc
documentado. .
Procedimientos normalizado de operacidn del laboratorio clinico y de microbiologia documentados
o VYalidacion del equipamiento incluido en el protocolo documentado.

O
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No i Conformidad: No estan incorporados los curriculum vitae de todos los iInvestigadores participantes, no
presentan la lista de las firmas e iniciales de todas las personas autorizadas a realizar entradas y/o correcciones en
el CRD. Deben organizar la carpeta del investigador e incluir el Indice de los documentos que debe contener |a
misma. No cumple con acapite 9 de las BPC '

6. Condiciones de vigencia de la Licencia de sequridad:

Cu.mple con los puntos 1, 5y 7. No presentan la documentaciéon del monitoreo de las aguas de la Presa Nifia Bonita,
refleren que estan en el CITMA (punto 2). No existe documentacién que avale el cumplimiento de:
- La garantia de una conexion a la planta eléctrica de emergencia de aquellos dispositivos que intervengan con

caracter decisivo en el ensayo. ,
- Registro del chequeo diario la eficiencia de la autoclave mediante controles bioldgicos vy flsicos-quimicos.
- Registros del proceso de incineracion del material de desecho del ensayo.
- La garantia de cloracion de los residuales durante las 24 horas '

- No Conformidad: No cuentan en la institucidn con |a documentacion del monitoreo de las aguas de |a Presa Nina
Sonita. No existe documentacion que avale el cumplimiento de los puntos 3, 4 y 6 de las condiciones de vigencia de
|2 licencia de seguridad biologica y no tienen registros del proceso de incineracion del material de desecho del

ensayo. No cumple con acapite 4.9 y 9 de las Buenas Practicas Clinicas.
7.- Consideraciones éticas.: Cumple con 7.12 de las Buenas Practicas Clinicas

+ Modelo de Consentimiento Informado e Informacién a los pacientes: Verificacion de la correspondencia

con el Protocolo autorizado, llenado y firmado correcto, completo [1 x incluido]. |
Se entrevistaron los 8 voluntarios incluidos en la segunda etapa del estudio para la verificacion -recibida previa a |a

ejecucion del ensayo y el proceso de obtencion del consentimiento informado, cumpliendo con el acapite 4.8 y /.12
de las Buenas Practicas Clinicas. El modelo del consentimiento informado coincide exactamente con la version

autorizada en el protocolo. Cumple con el punto 4.8.8 y 9.2 de las Buenas Practicas Clinicas

8. Criterios de Seleccion. Se verificaron mediante la revision de los registros de inclusion y exclusion de cada
voluntario, el Consentimiento Informado y el CRD.

- Criterios de Inclusidn (hombres, sanos, 18 a 40 afios, ex. Flsico, laboratorio y test psicométrico denfro de
parametros normales, voluntariedad) Conocimiento, Cumplimiento y Registros _

Cumple con lo establecido en el protocolo y con el acapite 7.5.2 de las BPC.

-Criterios de Exclusién (Concordancia con lo descrito en el protocolo y CRD) Conocimiento, Cumplimiento y
Registros by
Cumple con lo establecido en el protocolo y con el aqépité 7.5.3 de las BPC.

- Criterios de Salida (Concordancia con lo descrito en el protocolo y CRD) Conocimiento, Cumplimiento y Registros

Cumple con lo establecido en el Protocolo. y con el acapite 7.5.4 de las BPC.

9.. Tratamiento:

Se verifica el cumplimiento de lo establecido en el protocolo y en las BPC mediante la revision de los CRD, Jos
registros y controles de la administracion del inodculo, la entrevista a los investigadores, enfermeras y voluntarios as

como la observacién de la administracion del producto de reto.

Via de Administracion: oral.

Etapa | (Verificar CRD e Historias Clinicas)

- Administracidon de 100 mL de Bicarbonato al 1, 33%, a los 5 minutos inoculo (cepa viva atenuéda 638, '1- 9 x 10°
UFC) o placebo‘SO mL, via oral.

Etapa ll:




- Administracion de 100 mL de Bicarbonato al 1, 33%. a los 5 minutos indculo (cepa virulenta 3008, 1- 6 x 10° UFC).
o0 mL, vla oral, segun el protocolo del estudio

Se verifica el cumplimiento de la administraciéon de los productos en estudio, comprobandose que se administra
120ml de bicarbonato y 30 ml de la cepa y se administra con 30 minutos de diferencia y no con 5 minutos como esta
descrito en el protocolo, por lo que sugerimos hacer modnfncacnones al protocolo. No cumple con el acapite 7.6.1 de

las BPC.

No Conformidad: Se administra 120 ml de bicarbonato y 30 ml de la cepa y se administra con 30| minutos de
diferencia y no con § minutos como esta descnto en el protocolo. No cumple con el acapite 7.6.1 de las BPC

» Tratamiento Concomitante: ( Registros y CRD)

En cada. visita el -investigador mdaga en los sujetos la posible administracion de algun otro medicamento
lInmunosupresores, vacunas, antipireticos o productos diferente al del estudio), los cuales deben ser reglstrados en

la HC y CRD con el nombre genérico o comercial, indicacién, dosis diaria, via de administracién, fecha de inicio y
terminacion del tratamiento. Se constata la indicacion del tratamiento concomitante de la primera etapa en la Historia

Clinica, pero no en el CRD.
No Conformidad: Se constata la indicacion del tratamiento concomitante en la Historia Clinica, pero no en el CRD.

. NO cumplé con acapite 4.9y 6.18.4 de las BPC y 3.2.4 y 3.3 de la Reg. 26/2000.

Doxiciclina, 300 mg, via oral, dosis unica, al 5to dia de la administracion del indculo en las 2 etapas, solo seria
adelantado si el volumen de diarrea excede los 4 litros antes del tiempo previsto. El lote autorizado en el ensayo
lene las S|gunentes caracteristicas: (European Generics, Italia, 100 mg, Lote 06, FV: 11/2001) y el utilizado -es
Norman S'A. lote R-1 con FV: 10/2003 (Deben notificar esta modlflcacubn al protocolo al CECMED). 55

Debe quedar contemplado en los CRD, el registro especifico o aparte de la Doxiciclina (como droga utilizada en el
estudio - ;

No Conformidades:

- El lote de Doxiciclina utilizado en el ensayo es diferente al aprobado.
- Se registra la indicacion de la Doxiciclina en la Historia Clinica, pero no esta contemplada su registro especifico en

los CRD No cumple con acapite 4.9 de las BPC:

- Aleatorizacion y Asignacion al Tratamiento: Se revisa la documentacién y tiene la asignacion clasificada y sellada
con |a lista aleatoria

Cumple c_:dn lo.establecido en el protocolo y con el acapite 7.4.3.y 7.4. 5 de las BPC. : ’

; ). Evaluacion de Sequridad e Inmunogenicidad

Evaluacion de Reactogenicidad:
Para la evaluacién de la reactogenicidad de la vacuna se realizé la observacion de la post-inmunizacion en las 6
primeras horas y alas 72 horas en la segunda etapa del estudio. Se realizd ademas la revision de la hlstonas

clinicas y de los CRD de los 14 voluntarios que participaron en el ensayo.

- Se constata que los CRD estan incompletos, no se recoge la exploracion fisica en el inicio de la etapa e reto, 34

ioma o0 no de lass muestras de sangre para la evaluacion de inmunogenicidad, ni de las heces fecal€s para

coprocultivos, ademas de otras muestras para estudio parasitolégico, muestras de orina, muestras de saliva, etc; las

cifras de TA, temperatura y pulso son parte del monitoreo diario en el examen fisico y no de los eventos adversos
por lo que se sugiere modificarlo en el CRD, faltan en ocasiones las firmas de los técnicos de laboratorios. No

cumple con 4.9y 7.8.2 de las BPC.

No Conformidades:

- Los CRD estan incompletos, no se recoge la exploracion flsica en el inicio de la etapa de retn ton - "0 de 1as
muestras de sangre para la evaluacion de inmunogenicidad, ni de las heces fecales para ¢ Itive mas de
otras muestras para estudio parasitologico, muestras de orina, muestras de saliva, etc en o es las

firmas de los tecnicos de laboratorios. No cumple con 4.9y 7.8.2 de las BPC

- Las cifras de. TA, temperatura y pulso son parte del monitoreo diario en el examen fisico y no de los eventos

adversos por lo que se sugiere modificario en el CRD. No cumple con BPC




| i
. Observacnbn en la sala por la enfermera y el investigador (Cumple con BPC)
- Las condiciones en la sala para el tratamiento de los eventos adversos se verificaron mediante la comprobacion de
a existencia del stock para el tratamiento de urgencias, por la existencia del PNO de las instrucciones a seguir ante

3 apar;c:bn de reacciones adversas y el manejo de esta por los investigadores y enfermeras que es adecuado en
- genera

- La ocurrencia de cualquier evento adverso durante el estudio es registrado segun el tipo, intensidad y causalidad de
l0s eventos inesperados.El mecanismo de informacién sobre las RAM para cada voluntario después de Ia
administracion del inéculo observado en cada etapa es adecuado.

- Durante las 11 primeras horas posteriores a la administracién del indculo no se presentaron eventos adversos, el
primer voluntario comenzo a presentar después de este tiempo las primeras manifestaciones y a las 48 horas habia
presentado 34 deposiciones liquidas que representaban 5 935 ml y 2 vomitos presentando un cuadro clinico de
deshidratacién grado I, por lo que fue hidratado por via parenteral y fue necesario a criterio del investigador principal
administrar la dosis correspondiente de doxiclicina. A las 48 horas ademas se constatd otro caso con 2 diarreas
liquidas (grado.lll ) y otro voluntario aunque aun no tenla criterios de apariciéon de la enfermedad, comenzaba a

presentar las primeras manifestaciones clinicas, con el que se procedio segun lo establecido en el protocolo.

1. P/an detallado del Ensayo y Consideraciones Practicas:

Se verifico el cumplimiento de lo establecido en el protocolo y en las BPC mediante la observacion y rews:On de |1as
condiciones en la UAEC, Laboratorio Clinico y Microbioldgico para la ejecucion del ensayo: .

« Organizaciéon y adecuacion en la Sala de las condiciones para la ejecucién del ensayo (procedimientos.
~ condiciones del instrumental, equipamiento y materiales empleados en el ensayo y en la evaluacion de I0s
eventos adversos, conforme a las normas de bioseguridad. Cumple con lo establecido en el protocolo.

« Flujograma de las actividades que se realizan en los ciclos del ensayo, donde se constata un error en e
diagrama de actividades al no ser descrita la toma de muestra de orina que es realizada a los 7 dias. Cumple

con lo establecido en el protocolo.

»  El correcto trabajo de los investigadores, enfermeras y monitores, en la selecciéon de los voluntarios aptos para
entrar en cada ciclo, obtencion del consentimiento informado, cumpliéndose asi con lo establecido en el

pratocolo.

®  Las condiciones de los laboratorios para la realizacidn del estudio (procedimientos, temperatura, equipamiento.
registros, preparacion del personal, control de calidad). Cumple con BPC y con lo establecido en eIl protocolo.

‘s

RESUMEN DE LAS NO CONFORMIDADES:

1 No existe el registro de entrega del indculo en la sala, previo a la administracion a los voluntarios.
g No' hay evidencias en las Historia Clinicas del resultado de laboratorio de los exémenes complementarios, con

excepcion de los coprocultivos en la primera etapa del estudio.
3, No estan registradas las visitas de monitoreo antes, al inicio y durante el ensayo, ni lnformes de la eJeCUC|on de
| estas visitas, tampoco hay constancia de la verificacion del cumplimiento de la entrega de los productos.
4 'No estan incorporado el curriculum vitae de todos los investigadores participantes, no presentan la lista de las
firmas e iniciales de todas las personas autorizadas a realizar entradas y/o correcciones en el CRD, Deben
- .organizar la carpeta del investigador e incluir el Indice de los documentos que debe contener la misma.

5 No presentan la documentacién del monitoreo de las aguas de la Presa Nifa Bonita, refieren que estan en &
CITMA (punto 2). No existe documentacion que avale el cumplimiento de los puntos 3, 4 y 6 de la Licencia de
sequridad bioldgica. No tienen registro de incineracion del material de desecho del ensayo.

6 Se administra 120m! de bicarbonato y 30 ml de la cepa y se administran con 30 minutos de diferencia y no 5

~ minutos como esta descrito en el protocolo. _
7 Se constata la indicacién del tratamiento concomitante en la Historia Clinica, pero no se ha transcrito al CRD

8 Ellote de"Doxiciclina utilizado en el ensayo es diferente al aprobado. J
g 'Se registra 1a indicacion de la Doxiciclina en la Historia Clinica, pero no esta contemplada su registro

especifico en los CRD.
10 Los CRD estan incompletos, no se recoge la exploracion fisica en el inicio de la etapa de reto, la toma o rno de
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C.C./ Investigador Principal. Dr. Manuel Dlaz Jidy. IPR\\___ '

las muestras de sangre para la evaluacion de inmunogenicidad, ni de las heces fecales para coprocultivos,
ademas de otras muestras para estudio parasitolégico, muestras de orina, muestras de saliva, etc; , faltan en

ocasiones las firmas de los técnicos de laboratorios.
11. Las cifras de TA, temperatura y pulso son parte del monitoreo diario en el examen fisico y no de los eventos

adversos por lo que se sugiere modificario en el CRD

CONCLUSIONES:

Se comprueba acerca de la seguridad y proteccion adecuada de los voluntarios involucrados en el estudio; asl como
el cumphmlento aceptable de las BPC durante la ejecucion del ensayo. Se reflejan ademas las no conformidades

detectadas las que se describen en el informe detalladamente.

Deben enviar al CECMED las propuestas de modificaciones identificadas relacionadas con el cambio de lote de |a
doxiciclina que se administra en el ensayo e inclusién de su registro en el CRD, las cantidades administradas de
bicarbonato, indculo y/o placebo, asl como el tiempo de administracion entre ambas soluciones; y extraccion de
sangre el tercer dia en lugar del dla 28 después de cada inmunizacion en ambas etapas para mpmtoreo de

presenmas de mediadores inflamatorios en el SUEero.

Con saludos cordiales,

§
Plv

Dra. Judith Cartaya Lopez - -s.-\ Lidia Jacobo Casanueva

Auditora Principal 9¥%tQra de Biologicos

Dire

ﬁl;g;‘ym ' i r"“

Promotor. Dr. Luis G. Garcla Imia. Instituto Finlay
. Expediente del EC
SArchivo
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