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RESUMEN

Introduccion: Candid #1 es una vacuna eficaz para prevenir la
fiebre hemarrdgica argentina (FHA). Se produce en las instalaciones
habilitadas del Instituto Nacicnal de Enfermedades Virales Humanas
"Dr. Julic 1. Maiztegui". Con la introduccidn de la vacuna, la incidencia
de la FHA ha disminuido significativamente. Por poseer un reservoric



distinte al humano, no es posible su erradicacion y resulta
imprescindible sostener la vacunacion en el area endémica.
Objetivo: Garantizar la calidad de los resultades de los ensayos de
liberacidn por control de calidad, de 1a vacuna a virus vivo atenuado
Candid #1, mediante el cumplimiento de los requisitos regulatorios
establecidos en metodologias validadas o verificadas.

Métodos: Mediante la utilizacidn de herramientas de calidad, se
analizaron las variables que impactan sobre los resultados de los
ensayos de liberacidén de la vacuna Candid #1.

Resultados: Se obtuvo la incertidumbre expandida (U) asociada a la
exprasion del resultado en los ensayos cuantitativos (potencia,
U=0,32; humedad residual, U=0,58; osmolalidad, U=12,6; pH,
U=0,18). En los ensayos cualitativos se realizaron revalidaciones y
verificaciones.

Conclusiones: La incertidumbre se utilizara para establecer limites
internos en los ensayos de liberacidn y para evaluar la consistencia de
la produccién. Los datos generados permiten establecer un material
de referencia para consideracion de la autoridad regulatoria nacional,
Finalmente, el conocimiento exhaustive de los parametros de calidad
que caracterizan a cada lote de vacuna aporta significativamente a
garantizar su seguridad y eficacia.

Palabras clave: vacuna; validacién; control de calidad de vacunas;
incertidumbre, '

ABSTRACT

Introduction: Candid #1 is an effective vaccine to prevent
Argentinian hemorrhagic fever (AHF). It is produced in specific
facilities at the Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
"Dr. Julio 1. Maiztegui". With the introduction of the vaccine, the
incidence of AHF has decreased significantly. It is not possible to
eradicate AHF because it has a reservoir outside the human being, for
this reason it is essential to hold vaccination in the endemic area.
Objective: To guarantee the quality of the results of the quality
control release tests of the Candid #1 live attenuated virus vaccine,
by complying with the regulatory requirements through validated or
verified methodologies.

Methods: The analysis of the parameters that plays a key role in the
guality of Candid #1 for assays of batch release using guality tools.
Results: The expanded uncertainty (U) associated with the
expression of the result in all the quantitative assays {Potency,
U=0.32; Residual moisture, U=0.58; Osmolality, U=12.6; pH,
U=0.18) was obtained. Revalidations and verifications were also done
in the gualitative assays.

Conclusion: The calculated uncertainty will be used to set internal
limits on release assays and to assess the consistency of production.
Furthermaore, the data generated in this study would allow having a
potential reference material for consideration by the national
regulatory authority. Finally, the in depth knowledge of the quality
parameters properties of each batch of vaccine significantly
contributes to ensuring the safety and efficacy of the product.

Keywords: vaccine, vaccine quality control, validation, uncertainty.
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La fiebre hemorragica argentina {FHA) es una enfermedad
endemoepidémica grave que emergio en la regién pampeana a
principios de |a década del 50, cuyo agente etioldgico es el virus Junin

(JUNV), un virus ARN de la familia Arenaviridae.-> El reservorio
natural del JUNV es el roedor Calomys musculinus. La infeccion
humana resulta del contacto directo o indirecte de un individuo
susceptible con roedores infectados y/o sus excretas.®9

El Ministerio de Salud de la Nacidn delegd en el actuat Instituto
Nacional de Enfermedades Virales Humanas "Dr. Julio I. Maiztegui”
(INEVH) el proyecto de produccidn nacional de la vacuna de virus
Junin vivo atenuado Candid #1. A partir del 3 de enero de 2007, se
incorporo al Programa Nacional de Inmunizaciones con caracter

gratuito y obligatoric en poblaciones de riesgo, 910

La calidad de las vacunas es evaluada por ensayos del producto
terminado {PT) y los requisitos que deben cumplir son establecidos

por la ANR.1! La vacuna debe llegar a la poblacion de una forma
segura y efectiva, por este motivo se debe garantizar la calidad y

trazabilidad de los lotes.12-16 Es responsabitidad del productor buscar
estrategias para estudiar y conocer las limitaciones de los ensayos
para la liberacién de la vacuna como PT, principalmente en los
métodos que no se encuentran compendiados en la bibliografia, en
los cuales se requiere un conocimiento exhaustive del
camportamiento y limitaciones segin requisitos regutatorios,
cientificos y técnicos de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), de acuerdo a la Disposicion

705/2005 en el marco de especialidades medicinales.”

El objetivo principal de este trabajo fue garantizar la calidad de los
resultados de los ensayos de liberacién por control de calidad, de la
vacuna a virus vive atenuado Candid #1, mediante el cumpiimiento
de los requisitos regulatorios establecidos en metodologias vatidadas
o verificadas, para abastecer en forma segura la demanda de vacuna
a la poblacidn.

METODOS

El estudio fue realizado en los laboratorios del Departamento Control
y Aseguramiento de Calidad del INEVH de ja Republica Argentina
durante el periodo 2015 - 2016, Se analizaron los factores que
contribuyen a la calidad de los resultados de los ensayos de liberacion
de la vacuna.

MATERIALES

Vacuna Candid #1, Cepa Candid #1 de Virus Junin vivo atenuado,
polva liofilizado para diez dosis inyectables.

El virus de referencia (VR) se prepara en las instalaciones del
Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas "Dr. Julio I.
Maiztegui", a partir de vacuna liberada.

HERRAMIENTAS DE CALIDAD

Mediante la utilizacidén de herramientas de calidad, se identifican las
categorias donde se deben aplicar acciones de mejora y se disefian
estas para las categorias seleccionadas come garantia de su
implementacion,



Lluvia de ideas

Se utilizo para cbtener diversas ideas a partir de la experiencia y
conocimiento del equipc de trabajo de Control y Aseguramiento de

Calidad, 18
Diagrama de Ishikawa

Fueron identificadas cinco categorias: Equipo-Maquina, Materia
Prima-Materiales, Método-Validacién-Incertidumbre, Personal y

Ambiente, 18.19
SW+2H

Se categorizaron las causas en riesgo alto vy riesgo bajo teniendo en
cuenta las exigencias de la normativa vigente. Las causas de riesgo

alto se analizaron con el método 5W+2H,29.21

ENSAYOS
Potencia

Ensayo bioldgico in vitro. Titulacion del virus en células mediante
formacion de Unidades Formadoras de Placa (UFP) bajo agarosa.22-24
El criterio de aceptacion para Candid #1 es entre 1 x 10%y 9 x 10°
UFP/ml.

Disefic del ensayo de validacion

Precisién y Sensibilidad
Precisidn intermedia

Robustez. Se evalué el ensayo de potencia en tres condiciones
diferentes;

- Condicign I: Hidratacién de tres viales de PT con agua para
inyectables (API): 5,0 mi, 5,5 ml y 6,0 ml. Como control se realizé la
determinacion del VR,

- Condicion II: Se incubaron las muestras (VR) a 36 °C con distintas
concentraciones de CO3: 2,5 %, 5,0 % vy 7,5 %.

- Condicién III: Se incubaron las muestras (VR)} a una concentracion
del 5 % de CO; a distintas temperaturas: 34 °C, 36 °C y 38 °C.

Humedad Residual

Se utilizé el método Karl Fischer.25:28 E| criterio de aceptacion para
vacunas liofilizadas es menor al 3 % de humedad.

Disefio del ensayo de validacion

Precision y Sensibilidad

Precision intermedia

- Precisidn intermedia: Influencia de |a temperatura v la humedad
relativa del ambiente.

Osmolalidad

Se utilizé el método de depresidn en el punto de congelamiento. El
criterio de aceptacidn se encuentra en el rango 260 - 330 mOsm/Kg.



Disefio def ensayo de validacion

Precision y Sensibilidad

Precision intermedia

pH

Método Potenciométrico.27-28 El criterio de aceptacién para Candid #1
estd en el rango 6,50 - 7,50 unidades de pH.

Disefio del ensayo de validacion

Precision y Exactitud

Precisién intermedia

Para todos los ensayos se realizé una evaluacion estadistica de la
incertidumbre, basada en datos experimentales (Tipo A). Se calculd la
incertidumbre expandida a partir del desvio estandar obtenido en el
ensayo de precision intermedia, asociada al resultado de la medicién
caracterizada por la dispersion de los valores que podrian ser
razonablemente asignados al mensurado.

Férmula para el calculo de incertidumbre expandida:
U=kuly)
Donde:
U (incertidumbre expandida),
u (desvio estandar),
k {factor de cobertura),

y (resuitado obtenido de cada determinacion),

RESULTADOS
DIAGRAMA DE ISHIKAWA

E! diagrama de Ishikawa surgié de la lluvia de ideas realizada. Se
tdentificaron cinco categorias: Equipo/ Maguina, Materia Prima/
Materiales, Método/ Validacidn/ Incertidumbre, Personal y Ambiente.

S5W+2H

Las categorias de riesgo bajo se encontraron dentro de control, al
cumplir con los estandares de calidad. La categoria Métedo/
Validaciaon/ Incertidumbre se considerd para abordar en el plan de
mejora para los métodos: potencia, humedad residual, pH vy
osmolalidad.

ENSAYO DE POTENCIA

Los resultados obtenidos en UFP se transformaron [ogarigmicamente
de modo de normalizar la variable y calcular los parametros. (Tabla
n

La sensibilidad demostrd un comportamiento lineal (R? ={),9496).

Incertidumbre expandida (U) = 0,32.



Tabla 1. Ensayo de potencia. Pardmetros estadisticos

f Prueba ! Precisién I Precision t Robustez | Robustez ‘ Robustez
intermedia | (Hidratacién) (CO2}) (Temperatura

|  Promedio | 4,5 | 4,3 i 4,2 I 44 | 4,3

| SD [ 0,058 | 0,16 | 0,16 | 0,23 | 0,11

| Promedio+SD | 4,5 | 4,4 | 4,4 | 46 | 4,4

[ Promedio+2D } 46 | 46 | 4,5 | 4,9 | 4,5

| Promedio-SD | 44 | 41 | 4,1 L 42 [ 4,2

| Promedio-2SD | 4.4 | 4.0 | 3,9 [ 3,9 | 4,1

| cv | 1,3 ’ 3,7 l 3,8 [ 5,3 [ 2,6

| Varianza | 0,0033 | 0,025 | 0,025 [ 0,054 | 0,013

SD: Desvio estdndar, CV: Coeficiente de variacion.

HUMEDAD RESIDUAL
En la Tabla 2 se muestran |los pardmetros obtenidos.

Incertidumbre expandida (U) = 0,58

Tabla 2. Determinacion de humedad residual. Pardmetros estadisticos

Prueba Precision | Exactitud Precistén Precisidn intermedia

intermedia {Patrén Primario)

{Producta Temperatura 22,1- 23,1 °C

Terminado) Humedad relativa

35,6 - 58,9 %

| Promedic [ 16 | 16 " 723 | 16 |
| SD | 034 ! 038 | 029 | 0,52 :
| Promedio+sSD | 16 | 16 | 2,6 | 16
| Promedio+2D [ 16 P17 b 2,9 r 17 (
| Promedio-SD | 15 [ 15 | 2,0 i 15
i Promedio-2SD [ 15 | 15 [ 1.8 | 15
| cv [ 22 | 24 | 12 | 3,2
| Varianza | o012 | o415 [ 0,085 | 0,27

SD: Desvio estandar, CV: Coeficiente de variacion.
ENSAYO DE OSMOLALIDAD
Los parametros ob;enidos se muestran en la Tabla 3.

Incertidumbre expandida (U)= 12,56.

Tabla 3. Ensayo de Osmolalidad. Parametros estadisticos

} Prueba | Precision Precision Exactitud | Exactitud Precision

100 1500 100 1500 intermedia
i mQOsm/kg mOsm/kg | mQsm/kg mOsm/kg

' Promedio | 100 [ 1483 | 100 | 1483 | 280

| sD I 1,25 [ 1461 [ 1,25 | 14,61 | 6,28

| Promedio+SD | 102 [ 1497 | 102 [ 1497 | 286

| Promedio+2D | 103 [ 1512 [ 103 | 1512 | 292

| Promedio-SD | 99,0 | 1468 | 99,0 | 1468 | 274

| Promedio-2sD | 97,8 | 1453 | 97,8 | 1453 | 268

| cv | 125 [ o9853 | 1,25 | 0,9853 | 224

' varianza | 157 | 2134 | 1,57 [ 2134 | 39,4

SD: Desvio estandar, Cv: Coeficients de variacion.

ENSAYO DE PH



Los parametros obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Incertidumbre expandida (U)= 0,176.

Tabla 4. Ensayo de pH. Pardmetros estadisticos

Prueba Precisién Exactitud Precision
intermedia

| Promedio ! 7,0 0 7,0 { 69
i SD { 0,018 | 0,018 | 0,088

[ pPromedio+5SD f 7.0 ! 7,0 [ 7,0

| Promedio+2D 1 7.1 | 7,1 i 7,1

I Promedio-SD i 7,0 l 7,0 [ 6.8

{  Promedio-25D | 7,0 | 7,0 | 6,7

| cv | 0,26 [ 0,26 l 1,3

| Yarianza | 0,00034 [ 0,00034 | 0,0077

SD: Desvio estandar, CV: Coeficiente de variacion.

DISCUSION

Se anatizaron los factores que contribuyen a la calidad en los
resultados de los ensayos mediante la utilizacién de herramientas
propias del sistema de gestidn de la calidad, principaimente, e}
diagrama de Ishikawa. El estudio evidencid la necesidad de aplicar e
implementar mejoras en la categoria "Método".

Con respecto al ensayo de potencia, se demostrd que la metodologia
es robusta para las distintas cendiciones de ensayo probadas, en las
que se obtuvieron valores promedios que se encuentran +/- 1 S del
ensayo de precisién intermedia. El parametro exactitud no pudo
establecerse debido a que se carece de un material de referencia
certificado v no se cuenta con laboratorios para la ejecucién de
ensayos de aptitud. El ensayo demostrd ser sensible, en cuyo proceso
se detectd virus hasta la mayor dilucion probada del VR y donde se
presentd ademaéas un comportamiento lineal.

Se calculd 1a incertidumbre expandida (U) asociada a la expresion del
resultado utilizando VR. Al realizar los ensayos de liberacién de lote,
la potencia se determina por triplicado vy se informa el valor
promedic. El desvio esténdar de tas determinaciones se compard con
la U calculada. Por otra parte, en el limite inferior de la especificacion

1 x 10% UFP/mI (4 unidades iogaritmicas), y donde se sabe que:

U para el ensayo de potencia es 0,32,

la potencia obtenida debera ser mayor a 2,1 x 10% UFP/ml (4 + 0,32
= 4,32; antilogyg 4,32 = 2,09 x 10%).

Durante la realizacion de la validacion de esta metodologia en el
ensayo de humedad residual, se presentd la dificultad de que en el
mercado no existe disponibilidad de un patrén con un contenido de
agua similar al de |la vacuna en una matriz semejante. Con la
aplicacion de t de Student, se determind la exactitud de la
metodolagia, al realizar la comparacién entre el resultade promedio
obtenido y el valer asignado al patron {p> 0,05). Se determing la U
de |la metodologia a partir de los resultados cbtenidos del ensayo de
precisién intermedia con PT, por ser el mayor aporte de variabilidad
en ta determinacién. El ensayo incorpeora la variabilidad dada por la
utilizacidn de distintos viates provenientes de distintas corridas de



liofilizacion. Esta variabilidad esta incorporada al calculo de la
incertidumbre. La especificacion de 1a vacuna Candid #1 en su
contenido de humedad residual es menor a 3 % por i que, al
considerar la U calculada, sera deseable obtener valores menores a
2,42 % [{3-U) % = (3 - 0,58) % = 2,42 %],

Con respecto a la validacion del ensayo de osmolalidad, se calculd el
coeficiente de variacién a partir de la prueba de precision. Se
determing la exactitud de la metodologia al comparar el resultade
promedio obtenido con el calibrador de 100 mOsm/kg vy el valor
asignado mediante t de Student (p> 0,05).

Se calculd ta U asociada al resultado de la medicidén a partir del
ensayo de precision intermedia por ser el gue aporta mayor
variabilidad a la determinacion. La vacuna Candid #1 debe poseer
una osmolalidad entre (260 y 330) mOsm/kg, por lo que al considerar
la U calculada {12,6), sera deseable obtener valores mayores a [(260
+ U) mOsm/kg = (260 + 12,6) mOsm/kg = 273 mOsm/kg] vy
menores a [{330 - U) mOsm/kg = (330 - 12,6) mOsm/kg = 317
mOsm/kg].

En el ensayo de validacion de pH se calculd el ceeficiente de variacidn
de la prueba de precisién, siendo este ensayo el de mayor
homogeneidad al compararlo con el resto de las metodologias. Se
determind la exactitud, con la aplicacién de t de Student y luego de
compararlo con el resultado promedio obtenide y el valor asignado a
la solucion de calibracion de pH 7 (p> 0,05).

La vacuna Candid #1 debe poseer un pH entre 6,5 y 7,5 por lo que,
al considerar {a U calculada, sera deseable obtener valores mayores a
(6,5 +U) =(6,5+0,18) = 6,7 y menores a (7,5 - U} =(7,5-0,18)
= 7,3.

Si bien el cdlculo de incertidumbre realizado en el presente trabajo no
es requisito obligatorio, su conocimiento permite establecer limites
internos en los ensayos de liberacion de la vacuna y evaiuar
estadisticamente la consistencia de los lotes de produccidn.

En conclusién, se han incorporado mejoras vinculadas a los ensayos
de liberacidn por controt de calidad de la vacuna a virus vivo
atenuado Candid #1 contra la fiebre hemorragica argentina a través
de estudios de validacidén y/o verificacion, segun requisitos
regulatorios, cientificos y técnicos de ANMAT, ademas de los
requisitos de la OMS vy el Code of Federal Regulations (CFR21). El
conacimiento exhaustivo de los parametros que caracterizan a ia
vacuna aporta significativamente a la garantia de su calidad y de ese
mado al abastecimiento seguro a ta poblacion,
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