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Resumen Se compar6 en cobayos la seguridad, inmunogenicidad y eficacia protectora de un lote de vacuna
Candid #1(C#1) fabricada en Estados Unidos de América (EE.UU.) y distintos lotes de la misma
vacuna fabricados en Argentina (Arg). El lote TSI 5-1-92 (EE.UU.) y los lotes Exp N° 3, 7A y 8A (Arg) fueron
inoculados (0.5 ml, IM) en cobayos de 250-400 g. Para cada ensayo diez animales recibieron solucion fisiol6-
gica y sirvieron como control. Todos fueron desafiados con la cepa patégena P23790 de virus Junin. Se regis-
tro6: a) temperatura rectal, b) peso corporal, c) presencia de anticuerpos neutralizantes (AcNT) pre y post-vacu-
nacion, d) respuesta al desafio. Todos los animales vacunados desarrollaron AcNT anti virus Junin (rango =
40- 81920 y sobrevivieron al desafio. En cada grupo control 8/10 animales murieron (dia 23.3 + 5.4 post-desa-
fio). Los cobayos resultaron idénticamente protegidos de una descarga letal de virus Junin por la vacuna im-
portada y los diferentes lotes de C#1 producidos en Argentina.
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Abstract Preclinical assay of Candid #1 vaccine against Argentine Hemorrhagic Fever made in Argentina.
Candid #1 vaccine against Argentine Hemorrhagic Fever produced in USA versus lots of the same
vaccine made in Argentina were compared in guinea pigs regarding safety, immunogenicity and protective efficacy
against a challenge with pathogenic Junin virus. Lots N° Exp 3, 7A and 8A of Argentine origin as well as lot TSI
5-1-92 from USA were inoculated in guinea pigs of 250-400 g in two consecutive assays. Ten animals inoculated
with saline performed as normal controls in each experiment. Parameters studied were: a) temperature; b) body
weight; ¢) neutralizing antibodies to Junin virus; d) response to viral challenge. Animals gained weight and
remained normothermic up to the challenge. Guinea pigs that received Candid #1 from any manufacturer elicited
neutralizing antibodies to Junin virus (titles from 40 to 81920) and survived to challenge whilst 8/10 animals
died in each control group. Data presented demonstrated that Candid #1 vaccines from USA or Argentine
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manufacturers were equally safe, immunogenic and protective in guinea pigs.
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La Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) es una enfer-
medad viral aguda y grave' que tiene como agente
etiolégico al virus Junin, perteneciente a la familia
Arenaviridae constituida, hasta hoy, por 23 agentes que
tienen a pequefios roedores como reservorios naturales?.

Desde el descubrimiento del virus Junin se han pro-
ducido brotes anuales de FHA sin interrupcién, siendo
un aspecto relevante la extension progresiva del area
endémica. La zona afectada, circunscripta en 1958 a
cuatro partidos de la provincia de Buenos Aires, con una
superficie de 16 000 km? y con una poblacion a riesgo
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estimada en 270 000 habitantes, abarca actualmente
unos 150 000 km?, con una poblacion a riesgo estimada
en 5 000 000 de habitantes (M.R. Feuillade, comunica-
cion personal). Estas caracteristicas epidemiologicas
hacen que la FHA sea una enfermedad prevenible y no
erradicable, consenso al que se arrib6 a mediados de
los afios 70 cuando se consolidaron diversas lineas de
investigacion tendientes a obtener una vacuna para pre-
venir la FHA 311,

La vacuna a virus Junin vivo atenuado Candid #1 (C #1)
fue el resultado de un proyecto de colaboracion internacio-
nal, que incluy6 al gobierno de Argentina, al Instituto Nacio-
nal de Enfermedades Virales Humanas (INEVH), la Orga-
nizacion Panamericana de la Salud, el Programa de Desa-
rrollo de las Naciones Unidas y el United States Army
Medical Research Institute for Infectious Diseases de
EE.UU. El desarrollo se inici6 en 1979 y entre 1985 y
1990 se demostré la seguridad, inmunogenicidad y efi-
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cacia protectora (95.5%, intervalo de confianza 82%-
99%, p< 0.001) de la vacuna C #1'2, Esta vacuna, desti-
nada a una poblacion limitada, es considerada un pro-
ducto huérfano, por lo que en el proyecto de desarrollo
ya se habia previsto su produccion en el INEVH de Ar-
gentina. Los laboratorios de la Unidad de Produccién del
INEVH fueron adaptados para reunir los requisitos ac-
tuales de las buenas practicas de manufactura, y habili-
tados, en el 2001, como planta elaboradora de vacunas
virales para uso humano por la autoridad regulatoria na-
cional (ANMAT). En ellos se han producido tres lotes
experimentales de vacuna C #1 y varios lotes ampliados
destinados al uso en humanos, cuyos procedimientos de
produccién, control y aseguramiento de la calidad han
sido inspeccionados y aprobados por la ANMAT en el
2003. De estos lotes, el primero (7A) sera probado en
ensayos clinicos segun protocolos ya aprobados por la
ANMAT, requeridos para el registro de C #1 como nueva
especialidad medicinal, a fin de continuar las campafrias
de vacunacion con C # 1 producida en Argentina. En este
trabajo se presentan los estudios pre-clinicos realizados
en cobayos para determinar la seguridad, inmunogenicidad
y la eficacia protectora contra el desafio con una cepa viru-
lenta de virus Junin, de lotes de la vacuna C #1 de origen
Argentina, en comparacién con un lote de C #1de origen
EE.UU., que ya ha sido utilizada en voluntarios durante
campafas de vacunacion selectiva en Argentina.

Se utilizaron cobayos cepa Hartley, de 250 a 400 g de
peso, microbiolégicamente monitoreados. Los animales
fueron manipulados cumpliendo con las buenas practi-
cas en el tratamiento de animales de experimentacion’.

Los lotes de vacuna C # 1 estudiados fueron:

- Lote 5-1-92 (TSI), origen EE.UU., titulo 1.67 x 10*ufp/ml

- Lote experimental N°3 (INEVH), origen Argentina, ti-
tulo 4.8 x 10* ufp/ml

- Lote 7A (INEVH), origen Argentina, titulo 2.29 x 10*
ufp/ml

- Lote 8A (INEVH), origen Argentina, titulo 3.13 x 10*
ufp/ml

En todos los experimentos la administracion de vacu-
na, en la dilucion correspondiente, se realiz6 mediante
una dosis de 0.5 ml por la via IM en cada animal. La
cepa patégena P23790 de virus Junin, aislada de un caso
fatal de fiebre hemorragica argentina, stock ST 274447-
52, con titulo 3.83 x 108 ufp/ml, se utiliz6 para la descar-
ga viral en todos los experimentos, inoculandose 1.5 ml
IP conteniendo 760 y 1400 ufp del virus, previamente
probada como una dosis letal 100%.

La titulacion de anticuerpos neutralizantes en las
muestras de suero obtenidas de los animales se realizé
mediante una prueba de neutralizacion por reduccion del
80% de ufp bajo agar en células Vero C76 (ATCC CRL
1587)". Los experimentos fueron realizados por opera-
dores inmunes para fiebre hemorragica argentina, en un
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entorno de nivel Il de bioseguridad y se desarrollaron en
dos etapas.

En la primera etapa, los lotes Experimental N° 3 (ori-
gen Argentina) y TSI 5-1-92 (origen EE.UU.) fueron ino-
culados sin diluir y en diluciones desde 10" hasta 10
en grupos de diez animales por dilucion de cada vacuna.
Otros diez cobayos fueron inoculados con el mismo vo-
lumen y por la misma via con solucion fisiolégica para su
utilizacion como control normal. Se determiné que todos
los cobayos fueran libres de anticuerpos NT para virus
Junin antes de su admision en el estudio. Se tomo una
muestra de suero de cada uno de los 90 cobayos (80
vacunados y 10 controles) en el dia 70 p.i. para determi-
nacion de titulo de anticuerpos NT y en el dia 95 p.i. to-
dos los animales fueron desafiados con 766 ufp de la
cepa letal P P23790 de virus Junin.

En la segunda etapa, los lotes de vacuna C #1 identi-
ficados como 7A y 8 A (origen Argentina) fueron inocula-
dos sin diluir en sendos grupos de 10 cobayos por lote
de vacuna, con la dosis y via ya descriptas. Un grupo
adicional de 10 animales fue inoculado con solucion fi-
siolégica para su utilizacion como control normal. Todos
los animales, libres de anticuerpos NT para virus Junin
antes de la vacunacion, fueron sangrados en el dia 30
p.i. para determinacion de titulos de anticuerpos NT y
desafiados con 1400 ufp de la cepa letal P23790 de
virus Junin, en el dia 39 p.i.

En ambos experimentos se realizaron determinacio-
nes de peso y temperatura rectal dos veces por semana
durante las dos primeras semanas p.i., continuandose
con una determinacién semanal hasta el dia de la des-
carga viral. Luego de la descarga viral sélo se registra-
ron signos/ sintomas de enfermedad y muerte.

Todos los animales presentaron normotermia y la ga-
nancia de peso desde la inoculacion de C #1 hasta el
momento del desafio fue comparable a la de los cobayos
control.

Todos los cobayos respondieron con la formacion de
anticuerpos NT a la inoculacion con C# 1. En la Tabla 1
se presentan los titulos medios de anticuerpos corres-
pondientes a cada grupo inoculado con los diferentes
lotes de vacuna. No se encontraron diferencias significa-
tivas entre los titulos medios de anticuerpos generados
por C #1 de origen EE.UU. y el lote experimental N°3
INEVH de origen argentino, inoculadas sin diluir (p< 0.01),
ocurriendo lo mismo cuando se compararon los titulos
medios de Ac generados por la inoculacién sin diluir del
lote importado TSI 5-1-92 vs el lote 8A , de origen nacio-
nal destinado a la poblacion. La excepcion fue el lote 7A
(Arg), que generd un nivel de Ac significativamente su-
perior al correspondiente a la vacuna importada (p= 0.004;
Tabla 1).Todos los cobayos vacunados en ambas eta-
pas sobrevivieron al desafio con una cepa letal de virus
Junin. Los animales control de ambos experimentos (dos
grupos de 10 cobayos), sin Ac NT previos al desafio,
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TABLA 1.— Titulo medio de anticuerpos neutralizantes obtenidos para cada grupo de cobayos
alos 30y alos 70 dias post inoculacion con Candid #1

Lotes de Candid #1 inoculados

Diluciones inoculadas de cada lote

S/D 10~ 102 103
TSI N° 5 (EE.UU.) 7.2401 (70)* 4.777 (70)  7.240 (70)  1.810 (70)
Exper. N° 3 (Argentina) 15.520 (70)  6.303 (70)  3.151 (70)  2.388 (70)
INEVH 7 A (Argentina) 17.828 (30)  NH* NH NH
INEVH 8 A (Argentina) 13.511 (30)  NH NH NH

1: Inversa de la méxima dilucién del suero que neutralizé 80% de ufp de virus Junin en células Vero.

#: (Dia post-inoculacion)
*: No hecho

mostraron signos y sintomas de enfermedad a partir del
dia 19 post-descarga y 8/10 murieron en cada experi-
mento como consecuencia del desafio (dia medio de
muerte = 23.3 + 5.4). Los animales control que sobrevi-
vieron al desafio desarrollaron Ac NT anti-virus Junin en
titulos > 1:20 000.

Los datos presentados demuestran un desempefio
notablemente comparable entre la vacuna C #1 de ori-
gen EE.UU. y los lotes de C #1 producidos en Argentina.
Los titulos medios de anticuerpos neutralizantes anti- C
# 1 de ambos origenes no mostraron diferencias signifi-
cativas, con excepcion del lote 7A (Argentina) vs. lote
TSI 5-1-92 (EE.UU.), donde el titulo de anticuerpos ge-
nerados por la vacuna importada, significativamente
menor, puede deberse al tiempo de almacenamiento a
-30 °C (aproximadamente diez afos) que esta ultima lle-
va en nuestro pais. No obstante, la proteccion contra la
descarga viral conferida por ambos lotes fue idéntica y
todos los animales vacunados sobrevivieron. Esto pue-
de interpretarse en base a los resultados obtenidos en la
primera etapa de este trabajo (Tabla 1), donde los
cobayos respondieron con variables titulos medios de
Ac NT, pero fueron igualmente protegidos de la descar-
ga viral por el lote experimental N°3 (Argentina) y el TSI
5-1-92 (EE.UU.) inoculados desde sin diluir hasta la dilu-
cion 1:1000. Esto significa que 17 a 48 ufp de la vacuna
Candid #1 resultaron suficientes para proteger cobayos
adultos de una descarga 80% letal de virus Junin silves-
tre. Los titulos medios de anticuerpos generados post-
vacunacioén, que no mostraron diferencias significativas
entre los diferentes lotes de vacuna de produccién na-
cional (Tabla 1), asi como la normal evolucién del peso
de los animales vacunados y la sobrevida al desafio de-
mostraron la consistencia de los lotes de C #1 manufac-
turados en Argentina en cuanto a seguridad, inmuno-
genicidad y capacidad protectora en estos modelos ex-
perimentales. El lote 7A sera utilizado proximamente en
un ensayo clinico en voluntarios humanos sobre un pro-

tocolo ya aprobado por la autoridad regulatoria nacional
(ANMAT). Cumplida esta etapa, los lotes de vacuna
Candid #1 presentados en este trabajo seran, en nues-
tro conocimiento, los primeros lotes de una vacuna a vi-
rus vivo atenuado, obtenida en cultivos celulares certifi-
cados y destinada a seres humanos, que se han produ-
cido integramente en Argentina.
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At the same time we (the scientists) must never forget what we can do best. In our searching for
ways to understand better the world around us, we are a vital, if not the vital, key for ensuring that the
various civilizations of men long prevail over the inherent chaos of the physical world about us. Thus,
we have as much to lose from false humility as from elitist arrogance. In working toward the reconstruction
of our societies, we must never forget that ideas are not only beautiful, but necessary.

Al mismo tiempo nosotros (los cientificos) no debemos nunca olvidar lo que mejor sabemos hacer.
En nuestro afan de encontrar medios para conocer mejor el mundo que nos rodea, somos una clave,
sino /a clave, para asegurar que las varias civilizaciones de hombres prevalezcan sobre el inherente
caos del mundo fisico alrededor nuestro. Asi, tenemos tanto que perder con la falsa humildad como
con la arrogancia elitista. Al trabajar hacia la reconstruccién de nuestras sociedades, no debemos
nunca olvidar que las ideas son no so6lo bellas, sino necesarias.

James D. Watson

A Passion for DNA. Genes, Genomes and Society. Cold Spring Harbor.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000 p 116



