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Problemy zakazen
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STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono wybrane elementy zwigzane
Z procesem wytwarzania szczepionek przeciw grypie,
ktore moga przyczyni¢ si¢ do usprawnienia oraz zwigk-
szenia jego wydajnosci. Nowe kierunki w procesach
opracowania bezpiecznych i skutecznych szczepionek
przeciw grypie dotycza: wprowadzania nowych adiu-
wantow umozliwiajacych obnizenie zawartosci antyge-
ndéw przy niezmienionej immunogennosci szczepionki,
opracowanie alternatywnych drég podania szczepionki,
zastosowanie nowych podjednostek struktury wirusa, w
tym DNA, nowych sposobéw namnazania wirusa oraz
opracowanie zywych szczepionek.

Stowa kluczowe: wirus grypy, szczepionka przeciw
grypie, reasortacja, adiuwant

WSTEP

Zachorowania na grype stanowig duzy problem
zdrowotny na catym $wiecie. Zgodnie z danymi Swia-
towej Organizacji Zdrowia (SOZ) co roku na grype
i zakazenia grypopodobne choruje od 330 milionow do
1 575 miliarda ludzi, a od 500 000 do 1 000 000 umiera
(1). W Polsce, w zaleznosci od sezonu epidemicznego
od wrze$nia do kwietnia, rejestruje si¢ od kilkuset tysig-
cy do kilku milionéw zachorowan na gryp¢ i zakazenia
grypopodobne (2).

Najskuteczniejszym 1 najtanszym sposobem zapo-
biegania zachorowaniom na gryp¢ oraz powiktaniom
pogrypowym jest szczepienie. W krajach cztonkow-
skich Unii Europejskiej (EU) opracowane sg strategie
majace na celu zwickszenie zasiegu szczepien przeciw
grypie sezonowej w populacjach obcigzonych duzym
ryzykiem wystgpienia zachorowan na grype oraz ryzy-
kiem wystapienia powiktan tj. 0so6b w wieku podeszitym
i 0sob z chorobami przewlektymi. Za szczeg6lnie
istotne uznano uzyskanie odsetka zaszczepionych osob
starszych na poziomie >70% (3). Polska wciaz nalezy
do krajow o najnizszym odsetku 0sob zaszczepionych
przeciw grypie. W sezonie 2006-2007 oraz 2007-2008
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przeciw grypie zaszczepiono odpowiednio ponizej 10%
113,9% 0so6b starszych (3). Jednym z czynnikow wpty-
wajacych na maly zasieg szczepien przeciw grypie moze
by¢ niedostateczna informacja w srodowiskach lekarzy
o jakosci szczepionek przeciw grypie sezonowe;.

Kazdego roku na calym $wiecie wzrasta zapotrze-
bowanie na szczepionki przeciw grypie. Wymaga to
od producentow zwigkszania produkcji 1 dostarczania
odpowiedniej liczby dawek skutecznej i bezpiecznej
szczepionki w okreslonym czasie. Powoduje to okre-
slone problemy technologiczne z zakresu kontroli
zanieczyszczen biologicznych (4).

Na przestrzeni ostatnich 10 lat obserwowano
ogromny postep w opracowaniu nowych technologii
W procesie wytwarzania szczepionek przeciw grypie
sezonowej. Sprzyjaja temu polaczone starania przemy-
stu, przedstawicieli nauki, opiniodawczych instytucji
zdrowia publicznego i in. (5).

RODZAIJE SZCZEPIONEK PRZECIW GRYPIE

Ogodlnie przyjety jest podziat szczepionek przeciw
grypie na szczepionki inaktywowane- zabite (TIV-
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trivalent inactivated vaccine) oraz szczepionki zywe
(LAIV- live-attenuated influenza vaccine) (4).

1. Szczepionki zywe. Szczepionki przeciw grypie,
tzw. zywe zawierajg atenuowane wirusy grypy, ktore
zostaty pozbawione zjadliwos$ci dla cztowieka. Szcze-
pionki zywe przygotowywane sa w postaci aerozolu i
podawane droga donosowg. Zawarte w nich atenuowa-
ne wirusy grypy indukuja procesy odpornosciowe na
poziomie humoralnym i komoérkowym zblizonym do
procesOw wystepujacych podczas naturalnego zaka-
zenia. Szczepionki tego typu indukuja dhuzszy okres
trwania odpornosci oraz wyzsza krzyzowa odpornos¢
W pordwnaniu ze szczepionkami inaktywowanymi.
Charakteryzuja si¢ réwniez wysoka skutecznos$cia
w grupie dzieci w wieku od 6 miesiecy do 18 lat wyno-
szaca 73-96% w sezonie pierwszych szczepien oraz 82-
100% po powtoérnym szczepieniu w nastepnym sezonie.
Jednak u ok. 10-15% o0so6b podanie szczepionki zywej
powoduje wystapienie objawow ze strony gornych drog
oddechowych o $srednim natezeniu (6, 7).

Szczepionki przeciw grypie, zawierajace atenuowa-
ne wirusy zywe stosowane sa w Stanach Zjednoczonych
oraz w Rosji (7). W Stanach Zjednoczonych donosowa
szczepionka przeciw grypie zgodnie z zaleceniami
ACIP (The Advisory Committee in Immunisation Prac-
tices) od 2003 r. moze by¢ stosowana w grupie 0sob
w wieku 5-49 lat. Od 2008 r. wskazania te rozszerzono
na grupe osob w wieku 2-49 lat (8).

2. Szczepionki inaktywowane. Szczepionki inaktywo-
wane zawierajg zabite wirusy grypy. Sa to szczepionki
przygotowywane w postaci jalowej zawiesiny mieszani-
ny szczepoéw wirusa grypy lub adsorbowanej na no$ni-
kach odpowiednich do podawania drogg domigsniowa.

Na rynku dostepne sg 4-generacje szczepionek
inaktywowanych, z ktérych 3-generacje sg dost¢pne
w Europie (4).

2.1. Szczepionki zabite. Pierwsza skuteczna inakty-
wowana szczepionka przeciw grypie opracowana w
1937 r. zawierata caty wirus grypy pozyskany z ptynu
omoczniowego zalezonych jaj kur poddany inaktywacji
dziataniem formaldehydu. W badaniach klinicznych
wykonanych wsrdéd amerykanskich zotierzy skutecz-
no$¢ tej szczepionki zostata oceniona na poziomie 70%.
W 1945 r. szczepionka zostala w Stanach Zjednoczo-
nych dopuszczona do stosowania dla ludnos$ci cywilne;.
Pierwszej inaktywowanej szczepionce przeciw grypie
przypisywano stosunkowo wysoka odczynowos¢, wy-
nikajaca z niedoskonatosci procesu jej wytwarzania,
zwlaszcza obecnosci zanieczyszczen pochodzacych z
jaj kur. Obecnie szczepionki inaktywowane zawierajace
caty wirus sg wciaz dostepne w kilku krajach, ale nie
w Europie (4).

2.2. Szczepionki z rozszczepionym wirionem. Szcze-
pionki z rozszczepionym wirionem zostaty po raz pierw-
szy zastosowane w 1964 r. Szczepionki te sg przygoto-
wywane z inaktywowanych czastek wirusa grypy (tzw.
split). Przygotowane produkty zawieraja fragmenty
wirusa chemicznie rozbijane z uzyciem niejonowych
detergentéw (np. Tritonu X-100) lub eteru, a nastep-
nie oczyszczane w celu usunig¢cia biatek pochodzenia
niewirusowego. W procesie wytwarzania szczepionek
zawiesina wirusa poddawana jest zageszczaniu i 0Czysz-
czaniu przez ultrawirowanie w gradiencie ci¢zkosci (9,
10). Szczepionki zawierajace rozszczepiony wirion
sg do chwili obecnej najbardziej powszechne wsrod
szczepionek inaktywowanych.

Przyktadem dostepnych obecnie szczepionek II
generacji zawierajacych rozczepiony wirion sg szcze-
pionki Begrivac (Novartis Vaccines and Diagnostics
GmbH. CoKG), Fluarix (GlaxoSmithKline Biologicals
S.A.), Vaxigrip (Sanofi Pasteur S.A.) oraz IDflu® (Sa-
nofi Pasteur S.A.).

2.3. Szczepionki podjednostkowe. W 1976 1. do obrotu
wprowadzono szczepionke podjednostkows (tzw. sub-
unit) zawierajgcg oczyszczone antygeny wirusa grypy.
Szczepionki te sg przygotowywane w taki sposob,
7ze W procesie wytwarzania stosowane sg dodatkowe
etapy oczyszczania, w stosunku do etapow procesu
wytwarzania szczepionki typu rozszczepiony wirion.
Zageszczone wirusy poddawane sg dzialaniu bromku
cetyl-3-metyl amonu (CTAB), tritonu X-100 lub tritonu
N-101. W efekcie produkt koncowy szczepionki zawie-
ra gtownie dwa oczyszczone antygeny hemaglutynine
(HA) i neuraminidaze (NA) o zachowanych wtasciwo-
Sciach antygenowych (4).

Przyktadem dostgpnych obecnie szczepionek III ge-
neracji- podjednostkowych jest szczepionka Influvac
(Solvay Pharmaceuticals B.V.).

2.4. Szczepionki wirosomalne. Wirosom jest czastka
podobng do wirusa grypy i zawiera odtworzong otoczke
wirusa bez materiatu genetycznego wirusa, ale posiada
aktywno$¢ wigzania czastek i aktywnos$¢ fuzji z blona
komodrkowa. Wirosom petni role adiuwantu oraz uktadu
dostarczania oczyszczonych antygené6w HA i NA wirusa
grypy (4, 11).

W procesie formulacji szczepionek wirosomalnych
szczepy wirusa grypy po namnazaniu poddawane sa
inaktywacji, a nastepnie przygotowywane w taki spo-
sob aby preparat zawierat gtéwnie antygeny HA i NA
umieszczone w wirosomie przez zmieszanie z lecytyna,
ktéra tworzy naturalng podstawe dwuwarstwowej btony
lipidowej (11).

Przyktadem dostepnych obecnie szczepionek 1V
generacji- wirosomalnych jest szczepionka Inflexal® V
(Berna Biotech Italia S.r.1).
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WPLYW ZMIENNOSCI WIRUSA GRYPY NA
DOBOR SZCZEPOW SZCZEPIONKOWYCH

Wirusy grypy charakteryzuja si¢ wysokim pozio-
mem zmienno$ci zwigzanym z segmentowa budowa
genomu i wynikajacg z tego zdolnoscig do reasortacji,
wysokiej czestosci mutacji punktowych oraz braku me-
chanizmow naprawczych w czasie replikacji wirusow,
co skutkuje kumulacjg zmian szczegdlnie w obrebie
genow kodujacych dwa glowne antygeny powierzch-
niowe wirusa grypy HA i NA.

Wsrdéd gtownych mechanizmow zmiennosci wy-
mieniane s3: skok antygenowy (antigenic shift) oraz
przesunigcie antygenowe (antigenic drift) (4). Skok
antygenowy okreslany jest genetyczng reasortacjg po-
legajacg na wymianie jednego badz kilku fragmentow
RNA wirusa. Mechanizm ten wystgpuje wsrod szcze-
poOw wirusa grypy typu A, ktory wywoluje zakazenia
u ludzi 1 zwierzat. Do skoku antygenowego dochodzi
w sytuacji, gdy organizm gospodarza jest zakazony
jednoczesnie przez dwa rozne szczepy wirusa grypy
typu A. W takiej sytuacji moze dochodzi¢ do wymiany
migdzy wirusami ludzkimi i zwierzgcymi jednego lub
obu genow kodujacych powierzchniowe glikopro-
teiny, co moze prowadzi¢ do powstania odr¢bnego
antygenowo szczepu wirusa, o znacznych zmianach
antygenowych HA i NA, przeciw ktérym organizm
nie wytworzyt odpornosci. W warunkach naturalnych
szczepy reasortanty pochodzace od wirusa ludzkiego i
zwierzecego powstaja najczesciej w organizmie $wini
(tzw. mixing vessel) (12).

Przesunigcie antygenowe polega na spontanicznych
zmianach sekwencji nukleotydow w obregbie catego
genomu jako wynik mutacji punktowych RNA wirusa
i podstawien pojedynczych aminokwasow, ktore wy-
stepuja w czasie replikacji wirusow. Jest to mechanizm
mniej dramatyczny w skutkach w stosunku do skoku
antygenowego, wywolujacy zmiany trwajgce latami
u wszystkich typoéw wirusa - chociaz nie prowadzi do
powaznych zmian genotypu wirusa, zwykle jest przy-
czyna nieskutecznego dziatania szczepionki sezonowe;.

WYBOR SZCZEPOW SZCZEPIONKOWYCH

Pierwsze szczepionki przeciw grypie sktadaty sie
z pojedynczego szczepu wirusa grypy. Do szczepionki
wybierano szczep wirusa kragzacy w srodowisku, izo-
lowany w danym sezonie epidemicznym. Wraz z od-
kryciem zmian antygenowych szczepdw wirusa grypy
krazacych w $rodowisku, w latach 60-tych i 70-tych
opracowano koncepcje szczepionki sezonowej polega-
jacej na zmianie sktadu szczepow wirusa w zaleznosci
od sytuacji epidemiologicznej (12). Poczatkowo wpro-

wadzono szczepionki ztozone z dwdch szczepdw wirusa
grypy. Od 1978 . wszystkie szczepionki przeciw grypie
sezonowej (inaktywowane oraz zywe) sg trojsktadni-
kowe i wyjsciowo przygotowywane z dwoch szczepdw
wirusa grypy typu A (typ A (H3N2) i A (HINI) oraz
szczepu wirusa grypy typu B (12).

W 1947 r. z inicjatywy SOZ zorganizowano Swia-
towa Sie¢ Laboratoriow ds. Grypy liczacg obecnie 125
osrodkéw w 96 krajach (w Polsce ogniwem w sieci jest
Krajowy Osrodek ds. Grypy mieszczacy si¢ w NIZP-
-PZH), 5 Gtoéwnych Laboratoriéw (WHO Collabora-
ting Centres) oraz 4 Laboratoria Kontroli Jako$ci (13).
Proces wyboru szczepéw obejmuje izolacje od oséb
zakazonych szczepow wirusa grypy krazacych w dane;j
populacji oraz ich identyfikacj¢. Okoto 8 000 szczepow
wirusa pochodzacych z 500 000 materiatéw klinicznych
przesytanych jest rocznie do gltéwnych laboratoriow
sieci w celu oceny zmian genetycznych wirusa i opra-
cowania skladu antygenowego szczepionek przeciw
grypie. Dane te wraz z wynikami badan genetycznych
oraz serologicznych, w ktérych okresla si¢ stopien
odpornosci populacji na poszczegdlne szczepy wirusa,
sa podstawg doboru szczepow szczepionkowych wirusa
grypy. Eksperci SOZ dokonuja corocznie przegladu sy-
tuacji epidemiologicznej i jezeli to konieczne, zalecajg
uzycie w procesie wytwarzania szczepionek nowych
szczepow wirusa grypy, odpowiadajacych danej sytu-
acji epidemiologicznej (14). Wybierane sg szczepy, co
do ktérych istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze
moga by¢ przyczyng zachorowan na grype w kolejnym
sezonie epidemicznym. Oryginalne szczepy sg poddane
pasazowaniu w celu uzyskania wyj§ciowych szczepéw
produkcyjnych, ktére nastepnie wraz z porownawczymi
antygenami i surowicami sg udostgpniane wytworcom
produkujacym szczepionke przeciw grypie w celu
przygotowania serii siewnej wirusa (12, 15).

W sezonie 2010/2011 Komitet ds. Produktow
Leczniczych Stosowanych u Ludzi (CHMP- Committee
for Human Medicinal Products) dzialajagcy w ramach
Europejskiej Agencji Lekow (EMA- European Me-
dicines Agency) na potkule potnocng rekomendowat
nastepujace szczepy wirusa grypy sezonowej: A/Bris-
bane/59/2007 (H1N1)-like virus; A/Brisbane/10/2007
(H3N2)-like virus oraz B/Brisbane/60/2008-like virus
(12).

PRZYGOTOWANIE SZCZEPOW
REASORTANTOW

1. Szczepy reasortanty w szczepionkach inaktywo-
wanych. Waznym etapem procesu wytwarzania szcze-
pionek inaktywowanych jest charakterystyka wzrostu
szczepu wirusa w bezposrednich i kolejnych pasazach.
Wyjsciowe szczepy siewne wirusa grypy typu A czesto
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stabo si¢ namnazaja, dlatego tez w celu zwigkszenia
efektywnosci produkcji szczepionki w os$rodkach re-
ferencyjnych przygotowywane sg szczepy reasortanty
wysoko wydajne (high-growth vaccine strain) charakte-
ryzujace si¢ wysoka zdolnoscia wytwarzania antygenow
powierzchniowych (10). Szczepy reasortanty zawieraja
HA 1 NA pochodzace ze szczepu dzikiego wybranego
w danym sezonie oraz pozostaly materiat genetyczny
pochodzacy ze szczepu laboratoryjnego A/PR/8/34, co
pozwala na wysoki poziom namnazania w zal¢gzonych
jajach kur (16). Wyjsciowe szczepy siewne wirusa grypy
typu B sa pozyskiwane droga powtarzanych, kolejnych
pasazy w zalezonych jajach kur (10).

2. Szczepy reasortanty w szczepionkach zywych.
Najczesciej wykorzystywang metoda atenuacji szcze-
pow szczepionkowych wirusa grypy byto wykonywanie
powtarzanych pasazy wirusa oraz adaptacja wzrostu
w obnizonej temperaturze replikacji. W procesie wy-
twarzania dostgpnych na rynku szczepionek zywych
stosowane sa szczepy zaadaptowane do obnizonych
temperatur (cold adapted strain). Adaptacja wiruséw
do wzrostu w obnizonej temperaturze jest najskutecz-
niejsza metoda uzyskania ich stabilnos$ci genetyczne;.
W wyniku adaptacji do stopniowego obnizania tempe-
ratury namnazania otrzymywane sg szczepy wrazliwe
na zmiany temperatury, ktore wydajnie namnazajg si¢ w
temp. do 25°C, a niedostatecznie w temp. 37°C (6, 17).

Obecnie opracowywane szczepionki przeciw grypie
Zywe s3 przygotowywane metodami reasortacji. Szcze-
py reasortanty wirusa (typy A i B) sg przygotowywane
przez mieszanie szczepu atenuowanego ze szczepem
epidemicznym. Uzyskany szczep reasortanta (6:2)
zawiera 2 geny kodujace antygeny HA i NA szczepu
epidemicznego oraz 6 gendow kodujacych biatka niepo-
wierzchniowe, pochodzacych z zaadoptowanego do ob-
nizonej temperatury szczepu macierzystego. Nastepnie
kolejne pasaze szczepu reasortanta lub niereasortanta
prowadzone sg w zalezonych jajach kur lub linii komo-
rek ssakow (6, 17, 18).

Alternatywnym systemem jest przygotowanie
szczepu reasortanta przez przepisanie informacji
genetycznej z RNA wirusa na cDNA. Obecnie jako
szczep atenuowany stosowany jest szczep X-31 bedacy
reasortantem A/PR/8/34 i szczepu A/HK/6/68. Szczep
X-31 jest stosowany jako szczep atenuowany w procesie
przygotowania szczepu reasortanta szczepionkowego
dla szczepionek inaktywowanych. Do przygotowania
szczepu reasortanta szczepionkowego dla szczepionek
zywych stosowany jest szczep X-31ac pozyskany ze
szczepu X-31 po pasazach w niskiej temperaturze (18).

W Stanach Zjednoczonych FDA (Food and Drug
Administration) zarejestrowala szczepionke przeciw
grypie opracowang z uzyciem szczepOw wirusa grypy
temperaturo-wrazliwych pochodzacych z wyzszego

niz normalnie akceptowalny pasaz macierzystej serii
siewnej wirusa grypy (szczep wysoko atenuowany) (6).

PROCES WYTWARZANIA SZCZEPIONEK
PRZECIW GRYPIE

Proces wytwarzania szczepionek przeciw grypie jest
scisle ograniczony czasem. Od momentu rekomendacji
szczepow epidemicznych przez SOZ do zwolnienia
pierwszych serii szczepionki do obrotu wymagany jest
czas 6-8 miesiecy (19). Cykl produkcyjny szczepionki
inaktywowanej przeciw grypie obejmuje nastgpujace
etapy: przygotowanie reasortantow szczepow A (H3N2)
oraz A (HIN1), namnazanie wirusow w zalezonych
jajach kur, inaktywacja oczyszczanie, rozszczepianie,
przygotowanie i napetnianie szczepionki do opakowan
bezposrednich oraz badania kliniczne oceny bezpie-
czenstwa 1 immunogennosci. W sezonie 2009/2010
wyprodukowano 500 mln dawek szczepionki przeciw
grypie sezonowej dla poétkuli poéinocnej (19).

1. Serie siewne wirusa grypy. Caly proces wytwarzania
szczepionki przeciw grypie oparty jest na systemie serii
siewnych wirusa grypy. Obowigzujgce sa3 wymagania
dotyczace liczby pasazy roboczych serii siewnych wi-
rusow grypy wybranych jako szczepy szczepionkowe.
Dla wigkszosci szczepionek przeciw grypie, w procesie
wytwarzania siewny wirus uzywany do wytwarzania
szczepionki jest namnazany w zalgzonych jajach kur
ze stad wolnych od okreslonych patogenow (SPF) (14).
Namnazanie to stosowane jest na etapach izolacji wirusa
grypy, przygotowania serii siewnych wirusa i pozniej-
szego namnazania wirusa. Okre$lana jest tozsamos$¢
antygenow HA 1 NA tak, aby wykaza¢, ze pochodza z
odpowiedniego szczepu wirusa grypy. Prowadzone sa
badania zanieczyszczen bakteryjnych i grzybiczych w
badaniu jatowosci oraz badania obecno$ci mykoplazm.
Pochodzenie oraz historia pasazy szczepow wirusa jest
zatwierdzana przez organ do tego upowazniony (9).

2. Inaktywacja. Waznym etapem w procesie wytwarza-
nia inaktywowanych szczepionek przeciw grypie jest
proces inaktywacji. Etap ten prowadzony jest w taki
sposob, aby doprowadzi¢ do inaktywacji wirusa grypy,
przy minimalnych zmianach antygenow HA i NA, bez
uszkodzenia ich antygenowos$ci Wytworcy stosujg rozne
metody inaktywacji, ale zawsze proces ten jest zwa-
lidowany i powtarzalny. Hodowle wirusa najczgsciej
poddawane s3 inaktywacji dzialaniem formaldehydu
lub betapropiolaktonu (16).

Zgodnie z obowigzujacymi wymaganiami przedsta-
wionymi w Farmakopei Europejskiej proces inaktywa-
cji wirusa grypy musi wykazywac zdolnos$¢ inaktywacji
wirusOw biataczek ptasich oraz mykoplazm (9).
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3. Przygotowanie serii koncowej szczepionki. Inak-
tywowane szczepionki przeciw grypie dopuszczone do
obrotu w UE wytwarzane sg w taki sposob, ze kazdy
z trzech wiruséw grypy namnazany jest pojedynczo
i poddawany kolejnym etapom obrébki oddzielnie.
Wytwarzane sg szczepionki monowalentne (3 szcze-
py wirusa) i dopiero odpowiednie ilosci szczepionek
monowalentnych pod postacig odpowiedniej ilosci
mieszaniny trzech monowalentnych zbiordéw sg taczone
w celu uzyskania pojedynczej porcji szczepionki przed
rozdozowaniem. Na tym etapie moze by¢ dodawany
adiuwant. Seria koncowa szczepionki jest przygotowy-
wana przez rozdozowanie w warunkach aseptycznych
koncowej pojedynczej porcji szczepionki do jatowych
pojemnikow zamykanych, tak aby zapobiec zanieczysz-
czeniom. Szczepionki przeciw grypie sezonowej przy-
gotowywane sg do podawania w pojedynczych dawkach
(9). Pojedyncza dawka szczepionki inaktywowanej dla
dorostych zawiera 45 pg antygenu hemaglutyniny (po
15 pg dla kazdego z 3 typdéw wirusa grypy).

Kazdego roku, szczepionki dopuszczone do obrotu
oceniane s3 w badaniach klinicznych w celu potwierdze-
nia ich immunogennosci i bezpieczenstwa po zmianie
szczepOw szczepionkowych. Badania takie wykony-
wane s3 na nie mniej niz 50 osobach w wieku od 18 do
60 lat i 50 osobach w wieku ponad 60 lat. Szczepionka
powinna spetnia¢ stosowne kryteria EMA dotyczace
immunogennosci dla kazdego z 3-ch szczepdw wirusa,
gdzie oceniane sg parametry serokonwersji (>4 krotny
wzrost), poziomu ochronnego (>40 miano przeciwciat
hamujacych hemaglutynacj¢) i Srednia geometryczna
miana >2 w grupie starszych (lub 2,5 w grupie dorostych
w wieku od 18 do 59 lat) (15).

4. Zanieczyszczenia w procesie wytwarzania szcze-
pionek przeciw grypie. Zanieczyszczenia pochodzace
z materiatu wyj$ciowego, proceséw posrednich czy
produktu koncowego w procesie wytwarzania szcze-
pionki przeciw grypie powinny zosta¢ efektywnie
inaktywowane lub usunig¢te odpowiednio do rodzaju
zanieczyszczen. Na etapie kontroli roboczej serii siew-
nej wirusa kazdorazowo wykonywane sg kontrolne
badania zanieczyszczen bakteryjnych i grzybiczych
oraz badanie na obecnos¢ mykoplazm (9).

Do chwili obecnej nie wykryto zanieczyszczen
czynnikami zewnatrzpochodnymi w procesie wytwa-
rzania szczepionki przeciw grypie w seriach szcze-
pionek dopuszczonych do obrotu. Jednak nalezy bra¢
pod uwagg taka sytuacj¢, zwlaszcza wobec wezesniej
opisanych przypadkéw zanieczyszczenia retrowirusa-
mi i aktywno$ci odwrotnej transkryptazy w procesie
wytwarzania innych szczepionek, gdzie w procesie
wytwarzania uzywane sg jaja kur (20).

STRATEGIE ZWIEKSZENIA WYDAJNOSCI
PROCESU WYTWARZANIA ORAZ
UZYSKANIE ZWIESZONEJ LICZBY DAWEK
SZCZEPIONKI

Waznymi elementami krytycznymi dostepnosci
szczepionek przeciw grypie sg m.in. czas trwania i
fatwos$¢ procesu wytwarzania szczepionki, zmiany doty-
czace substratow stosowanych w procesie wytwarzania
i do namnazania wirusa, krzyzowa ochrona dla r6znych
wariantow szczepOw wirusa, bezpieczenstwo, a posred-
nio réwniez cena dawki szczepionki. Opracowywane
sg strategie zwigkszenia ilo§ci dostepnej szczepionki w
sytuacji, gdy ilos¢ produkowanej szczepionki jest zbyt
mata w stosunku do potrzeb.

Poszukiwania sposobéw prowadzacych do zwigk-
szenia produkcji szczepionki przeciw grypie skupione
sa na nastepujacych kierunkach:

a. stosowanie adiuwantow;

b. opracowanie alternatywnych drog podawania, w tym
srodskornie 1 bezposrednio na btony sluzowe;

c. zastosowanie namnazania wirusow grypy w liniach
komorek.

d. opracowanie szczepionek zywych.

Nalezy zaznaczy¢, ze w wigkszosci obecnie zareje-
strowanych szczepionek przeciw grypie sezonowej ad-
iuwanty nie wystepuja. Jednak poniewaz zastosowanie
adiuwantu w szczepionce wzmacnia immunogennosc¢
antygenu, pozwala to zmniejszy¢ dawke szczepionki
przez zmniejszenie zawartosci antygenu lub zmniej-
szenie objetosci podawanej szczepionki. System ten
rowniez umozliwia krzyzowa odpornos¢ w stosunku
do szczepow wariantow antygenowych wirusa. Pode;j-
mowane sg dziatania opracowania szczepionek zawie-
rajacych w sktadzie nowe adiuwanty (5, 10).

W Europie do obrotu zostata dopuszczona szcze-
pionka FluAD® (Chiron) przygotowana w postaci ole-
jowo-wodnej emulsji MF59 zawierajacej 5% skwalenu,
0,5% Tween 80 1 0,5% trioleinianu sorbitanu. Szcze-
pionka ta zawiera HA w ilosci 15 ug antygenu kazdego
z trzech szczepow wirusa grypy. Dodanie adiuwantu
przyczynito si¢ do 1,5-krotnego podwyzszenia sredniej
geometrycznej poziomu przeciwcial, przy wzroscie jej
reaktogennosci (21). Profil bezpieczenstwa szczepionki
zawierajacej w sktadzie skwalen, jako jeden z adiu-
wantow, jest porownywalny z profilem bezpieczenstwa
takiej samej szczepionki bez adiuwantu poza wyste-
powaniem bélu w miejscu jej podania. Szczepionki
zawierajace adiuwant przygotowany na bazie skwalenu
wywoluja wigcej miejscowych niepozadanych odczy-
néw poszczepiennych w miejscu podania szczepionki
takich jak: bol, rumien i stwardnienie rozsiane, ponadto
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podwyzszona cieptota ciata, nickiedy bol migsniowy u
dorostych (22).

Szczepionki przeciw grypie sg najczgsciej poda-
wane domiesniowo. Alternatywne drogi podania to
srodskérna i donosowa. Zastosowanie $rodskornej
drogi podania pozwala na dostarczenie szczepionki
bezposrednio do zewnetrznej warstwy skory bogatej
w komorki prezentujace antygen, co zwigksza immu-
nogennos$¢ szczepionki (14).

W sezonie 2009-2010 dopuszczono do obrotu
w Europie szczepionke IDflu do podawania $rodskor-
nego. Jest to szczepionka typu rozszczepiony wirion
zawierajacapo 9 pugi 15 pg antygenu HA kazdego z za-
lecanych szczepow wirusa grypy/dawke i nie zawiera
adiuwantu ani $rodka konserwujacego. Umieszczona
jest w amputko-strzykawce z systemem do mikro-
wstrzykiwan, ktory zapewnia precyzyjne podawanie
antygenu bezposrednio do skoéry whasciwej. Strzykawka
zaopatrzona jest w mikroigle o di. 1,5 mm tj. prawie
10-krotnie krotsza od igiel stosowanych w szczepion-
kach do podania domi¢sniowo. Osobom dorostym
w wieku do 59 lat stosuje si¢ szczepionke zawierajaca
mniejszg zawarto$¢ antygenu wirusa po 9 ug/dawke
kazdego szczepu. Szczepionka jest przeznaczona do
zapobiegania powiktaniom pogrypowym u 0s6b z grup
ryzyka. Ze wzgledu na brak danych klinicznych nie jest
zalecana do szczepienia dzieci i mtodziezy ponizej 18
lat. Natomiast szczepionka zawierajacg 15 pg antygenu/
dawke, przeznaczona jest do stosowania u 0s6b doro-
stych w wieku 60 lat i starszych, u ktérych wystepuje
podwyzszone ryzyko wystapienia powiktan grypy.

W badaniach na 1000 ochotnikéw w wieku od 18
do 60 lat, wykazano, ze 3-sktadnikowa szczepionka
zawierajgca 9 ug HA, podawana metodg mikroiniekcji
oraz szczepionka zawierajaca 15 ug HA podawana
droga domigsniowg powodowaty podobny profil
bezpieczenstwa i poziom immunogenno$ci okreslony
mianem przeciwciatl hamujacych hemaglutynacje (23).
Zastosowanie systemu do mikrowstrzykiwan pozwala
na podawanie dawki o objetosci 0,1 ml, anie 0,5 ml, co
ma bezposrednie przetozenie w 5-krotnie zwigkszonej
podazy procesu wytwarzania. Wykazano, ze 3-sktadni-
kowa szczepionka typu rozszczepiony wirion zawiera-
jacapo 15 pugipo 21 pg HA kazdego szczepu wirusa,
podana drogg mikroiniekcji byta bardziej immunogenna
niz taka sama szczepionka podana domig$niowo.

Zastosowano inng technologie PowderJet, gdzie
szczepionka w postaci proszku podawana jest za
pomoca urzadzenia ze strumieniem helu. System ten
zapewnia podniesienie immunogennosci szczepionki,
przez jej iniekcje do immunokompetentnej tkanki,
bezbdlowo, za pomocg urzadzenia bez igly eliminujac
ryzyko zanieczyszczenia krawedziami (4, 10).

Wiekszos$¢ dopuszezonych do obrotu w UE szcze-
pionek przeciw grypie sezonowej jest wytwarzanych z

uzyciem wirusoOw grypy namnazanych w zalgzonych ja-
jach kur. Jest to jednak zwigzane z niebezpieczenstwem
zanieczyszczen biologicznych, bakteryjnych i grzybi-
czych oraz zanieczyszczen wirusowymi czynnikami
zewnatrzpochodnymi, w tym rowniez zakazeniem wiru-
sem grypy ptasiej A(H7N7), co opisano np. w Holandii
w 2003 r. (24). Namnazanie wirusOw w zalezonych
jajach kur zwigzane jest rowniez z wystapieniem alergii
na biatko jaja kurzego oraz ograniczeniami zwigzany-
mi z uzyskaniem znacznej liczby dawek szczepionki
w krotkim czasie (25). Wytwarzanie szczepionek, dla
ktorych wirus grypy namnazany jest w zalezonych ja-
jach kur, wymaga dostarczania milionow jaj kur. Illos¢
antygenu oczyszczonego wirusa zawarta w pojedyncze;j
dawce szczepionki jest uzyskiwana z ptynu omocznio-
wego 1 zalezonego jaja, tak wiec w celu wyproduko-
wania np. 100 000 dawek szczepionki wytworca musi
przygotowa¢ wczesniej 100 000 zalezonych jaj kur.
Kazde jajo jest myte, podlega dezynfekcji i jest zaka-
zane 1 szczepem wirusa grypy. Po 2-3 dniach inkubac;ji
zbierany jest plyn omoczniowy.

Od lat podejmowane sg starania zastgpienia hodowli
wirusa w zalgzonych jajach kur alternatywnymi meto-
dami (5, 10, 26). Jednym z alternatywnych sposobow
namnazania wirusa grypy jest jego namnazanie z uzy-
ciem cigglych linii komorek pochodzacych od ssakow.
Wykorzystanie takiej drogi namnazania wirusa moze
przyczynié¢ si¢ do wickszej dostepnosci szczepionki
sezonowej. Obecnie wykorzystuje si¢ dwie ciggle linie
komorek tj. linie MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)
komorki nerki psa oraz linie Vero nerki afrykanskiej
malpy zielonej. Bezpieczenstwo linii komorek MDCK
1 Vero uzywanych w procesie wytwarzani szczepionek
przeciw grypie jest potwierdzane zgodnie z obowig-
zujacymi regulacjami EU. Wytwarzanie szczepionek
przygotowanych w hodowlach komorek jest oparte na
systemie banku komorek z konieczno$ciag wykonywania
badan jako$ci banku komorek linii komorek wykorzy-
stywanych w procesie wytwarzania (20, 25).

Metody namnazania wirusa grypy w linii komorek
zwierzecych uzyto w procesie wytwarzania szczepionki
OPTAFLU® (Novartis), ktora zostata dopuszczona do
obrotu przez EMA, ale stosowanie linii komoérek do
namnazania wirusa grypy nie jest wcigz zatwierdzone
przez FDA.

Wprowadzenie namnazania wirusa szczepionko-
wego w linii komoérek zwigzane jest z konieczno$cia
dodawania do hodowli surowicy, co wigze si¢ z niebez-
pieczenstwem potencjalnych reakcji nadwrazliwosci,
zmiennoscig migdzy seriami surowicy, oraz mozliwymi
zanieczyszczeniami, gtownie mykoplazmami i wiru-
sami bydlecymi. Ostatnie poszukiwania rozwigzan
metodologicznych prowadza do opracowania podtozy
do hodowli niezawierajacych biatek ani surowicy. Przy-
ktadem jest wytwarzanie szczepionki podjednostkowej
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OPTAFLU®, gdzie wirusy grypy namnazane sg w linii
komorek MDCK 33016. Linia ta pochodzi wyjsciowo z
linii komorek nabtonka MDCK i zostata zaadaptowana
do namnazania w warunkach bez surowicy, z wyko-
rzystaniem podtoza chemicznie zdefiniowanego (25).
Sposobem uzyskania antygenu bez koniecznos$ci
namnazania wirusa w zalezonych jajach lub linii ko-
morek ssakow i nastepnie inaktywacji zywego wirusa
jest wykorzystanie rekombinowanych biatek HA i NA
uzyskanych z wykorzystaniem linii komorek owadzich
i systemu ekspresji bakulowirusa (BEVS) (27). System
bakulowirusa jest uwazany jako bezpieczny, eliminuje
niebezpieczenstwo czynnikow zewnatrzpochodnych.
Obecnie w trakcie oceny rejestracyjnej w Stanach
Zjednoczonych jest szczepionka rekombinowana nowej
generacji FluBlok® (Protein Sciences Corporation),
gdzie substancja czynng jest rekombinowane biatko
HA przygotowane z uzyciem systemu ekspresji baku-
lowirusa. Szczepionka ta zawiera trzykrotnie wigcej
antygenu HA w stosunku do inaktywowanej szcze-
pionki trojsktadnikowej TIV. Wysoko oczyszczone
biatko jest dobrze tolerowane i silnie immunogenne,
wzbudza dlugoterminowg ochrong i ochrone krzyzowa
w stosunku do zmutowanych szczepow wirusow grypy.
Szczepionka nie zawiera pozostatosci biatka kurzego,
srodkéw konserwujacych ani adiuwantéw (27).
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