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STRESZCZENIE

W pracy omoéwiono obowiazujace zalecenia Farmakopei Europejskiej i Europejskiej Agencji Lekow doty-
czace ograniczania zanieczyszczen czynnikami zewnatrzpochodnymi tj. wirusami pochodzacymi z materiatow
biologicznych, stosowanych w procesie wytwarzania szczepionek. Zgodnie z obowiazujacymi zaleceniami, w celu
potwierdzenia nieobecnosci w szczepionkach wirusowych potencjalnych zanieczyszczen wykorzystywane sa
badania obecnos$ci wirusow metodami in vivo oraz in vitro, PCR oraz z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej. Zakres obowigzujacych badan bezpieczenstwa szczepionek zgodnie z aktualnym stanem wiedzy,
moze jednak nie by¢ wystarczajacy we wszystkich przypadkach. Poprawe mozliwosci wykrywania potencjalnych
czynnikéw zewnatrzpochodnych, zwlaszcza wirusowych mozna uzyskaé przez zastosowanie nowoczesnych
i zwalidowanych metod badawczych, takich jak analizy metagenomu szczepionek, sekwencjonowanie nowej
generacji, analizy na mikrono$nikach DNA, PCR w czasie rzeczywistym i masowej spektrometrii elektronowe;.
Dotychczas zastosowanie nowoczesnych narzgdzi badawczych tj. sekwencjonowanie DNA umozliwito wykry-
cie nieoczekiwanej obecnosci cirkowirusow PCV 11 PCV 2 w szczepionkach przeciw rotawirusom. Rutynowe
wprowadzenie rozszerzonych badan bezpieczenstwa szczepionek przez wykrywanie potencjalnych i wezesniej
niewykrywanych zanieczyszczen wirusowych zaleze¢ bedzie w najblizszym czasie od decyzji instytucji do tego
celu upowaznionych.

SEOWA KLUCZOWE: szczepionka, bezpieczenstwo, czynniki zewngtrzpochodne, cirkowirus PCVI1, PCV2

ABSTRACT

In the study current recommendations of the European Pharmacopeia and European Medicines Agency on
vaccine safety evaluation in respect to adventitious contaminating agents, eg, viral originating from biological
substances used for vaccine manufacturing were presented and discussed. According current recommendations,
adventitious contaminating agents testing include viral identification by in vivo and in vitro infectivity, PCR,
and electron transmission microscopy. The scope of safety tests might be however not sufficient in some cases.
Improvement of adventitious testing, mostly viral, might be achieved by application of newly developed and
validated analyses of vaccine metagenome, and/or introduction of next generation sequencing methods, DNA
microarrays, real-time PCR or mass-spectrometry. Currently, the new generation tools were found useful in the
practical detection of PCV1 and PCV2 circoviruses specific DNA sequences in the content of rotaviruses vac-
cines. Routine application of the widen safety measures for adventitious content agents testing will rely on their
approval by competent authorities.
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WSTEP

O bezpieczenstwie stosowanych szczepionek
decyduja m. in. badania prowadzone juz w trakcie
produkcji, tzn. kontrola na réznych etapach wytwa-
rzania, zwalnianie serii do stosowania po sprawdzeniu
zgodnosci z wymogami przez wytwoOrcoOw i instytucje
do tego celu upowaznione 1 wreszcie monitorowa-
nie bezpieczenstwa po wprowadzeniu do obrotu (1).
Badania bezpieczenstwa szczepionek wirusowych
obejmujg m.in. ocen¢ obecnosci tzw. czynnikow ze-
wnatrzpochodnych, czyli potencjalnych zanieczyszczen
drobnoustrojami, ktore z roznych wzgledow nie zostaty
skutecznie wyeliminowane z materialdow pochodzenia
biologicznego, stosowanych w procesie wytwarzania
lub ktoére pochodza z przypadkowych zanieczyszczen
w przebiegu tego procesu (2, 3). Zrodtem mikrobiolo-
gicznych zanieczyszczen szczepionek zwigzanych ze
stosowaniem materiatdw pochodzenia biologicznego
moga by¢ szczepy szczepionkowe wirusow, ktorych
serie siewne zostaty przygotowane w liniach komorek,
wzglednie linie komorek lub materiaty stosowane jako
sktadniki podtozy hodowlanych np. surowica bydleca,
swinska lub trypsyna. Zakres prowadzonych badan
czynnikow zewnatrzpochodnych w tym przypadku
obejmuje pochodzenie stosowanych w procesie wy-
twarzania linii komorek, a w przypadku szczepionek
weterynaryjnych dodatkowo gatunek zwierzgcia, dla
ktorego przeznaczona jest szczepionka (4). Wybor
metod i zakresu badan czynnikdéw zewnatrzpochod-
nych w obecnie stosowanych szczepionkach jest $cisle
zwigzany z aktualng wiedza o poznanych, a wczesniej
niezidentyfikowanych drobnoustrojach, ktdére moga by¢
potencjalnie zakazne dla linii komorek stosowanych
w procesie wytwarzania szczepionki. Na zakres tych
badan wptywaja takze zmiany dokonywane w procesie
wytwarzania szczepionek, takie jak np. wprowadzenie
do namnazania wirusa grypy ciaglych linii komoérek
pochodzacych od ssakow, tj. linii komorek nerki psa
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) oraz linii Vero,
nerki afrykanskiej matpy zielonej, zamiast zalezonych
jaj kur. Podobnie, w przypadkach nowo opracowywa-
nych szczepionek, do wytwarzania ktoérych uzywane
sa wczesniej niestosowane powszechnie linie komorek
np. ssakow lub owaddow, zakres tych badan musi by¢
odpowiednio szeroki oraz zgodny z aktualnym stanem
wiedzy (5).

Przy omawianiu roli potencjalnych zanieczyszczen
wirusowych w aspekcie bezpieczenstwa szczepionek
nalezy nadmienic, ze do potencjalnych niewirusowych
zanieczyszczen zalicza si¢ grzyby i bakterie, w tym
mykoplazmy, spiroplazmy, pratki, riketsje, a nawet
przedstawicieli pierwotniakow i innych pasozytow.
Do zanieczyszczen zalicza si¢ takze biatka prionowe

powodujace pasazowalne encefalopatie gabczaste TSE

(Transmissible Spongiform Encephalopathy) (2, 6, 7).

Procesy wytwarzania szczepionek sg na obecnym etapie

na tyle zoptymalizowane, ze w/w czynniki nie stano-

wig zasadniczego problemu, poniewaz ich obecnos¢
jest skutecznie eliminowana na odpowiednich etapach
procesu wytwarzania, co znajduje potwierdzenie na

wielu etapach kontroli jakosci (2).

Wobec réznorodnosci drobnoustrojow potencjalnie
nadkazajacych szczepionki oraz postepu wiedzy na te-
mat wystepowania wielu nieznanych jeszcze wirusow,
ktore moga stanowi¢ potencjalne ich zanieczyszczenie,
trudno jest jednoznacznie zdefiniowac wystarczajacy
zakres badan, ktéry zapewnitby bezpieczenstwo sub-
stancji biologicznych zastosowanych do wytwarzania
szczepionek. Z szacowanej liczby 150 000 istniejacych
wirusow, jak dotad zidentyfikowano jedynie ok. 2300
i liczby te moga ulega¢ zmianie (8). Z tych wzgledow
analiza bezpieczenstwa szczepionek pod wzgledem
potwierdzenia braku obecnosci czynnikdw zewnatrz-
pochodnych czy zanieczyszczen biologicznych prak-
tycznie uwzglednia oznaczenie jedynie potencjalnego
ryzyka. Tak wiec zakres badan powinien by¢ na biezaco
modyfikowany zgodnie z aktualnym stanem wiedzy
na temat tzw. nowo zidentyfikowanych wiruséw lub
czynnikéw potencjalnie zakazajacych (8, 9).

Zanieczyszczeniem wirusowym potencjalnie stano-
wigcym czynnik zewnatrzpochodny moga by¢: czastki
wirusoéw, bialek lub materiatu genetycznego innego
niz wirus szczepionkowy. Z tych wzgledow wirusowe
czynniki zewnatrzpochodne zostaly podzielone na trzy
kategorie;

- ,.known known” — znane wirusy, ktorych obecnosci
mozemy oczekiwac¢ w okreslonym materiale biolo-
gicznym, jak np. wirus wirusowej biegunki bydlece;j
BVDV (Bovine Viral Diarrhea Virus), ktéry poten-
cjalnie moze by¢ obecny w surowicy uzyskanej od
bydta pochodzacego z obszarow endemicznych,

- ,.known unknown” — nieznane wirusy, ktére mozna
wykry¢ metodami konwencjonalnymi,

- ,unknown unknown’- nowo wykryte wirusy, kto-
rych nie mozna wykry¢ konwencjonalnymi metoda-
mi badawczymi, np. opisany ostatnio bydlecy wirus
polyoma i wirus Torque Teno (10, 11).

Skutki zanieczyszczen czynnikami zewnatrzpo-
chodnymi w szczepionkach mogg by¢ uzaleznione od
patogennosci czynnika zakaznego, wielkosci samego
zanieczyszczenia (np. miana wirusa stanowigcego
czynnik zewnatrzpochodny) lub stopnia jego inaktywa-
¢ji. U ludzi lub zwierzat zaszczepionych szczepionka
zanieczyszczong wirusowym czynnikiem zewnatrzpo-
chodnym moze doj$¢ do zakazenia bezobjawowego lub
zakazenia z r6znie nasilonymi objawami (2, 3).
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RYS HISTORYCZNY BADAN NAD
ZEWNATRZPOCHODNYMI CZYNNIKAMI
ZANIECZYSZCZEN

Badania oceny bezpieczenstwa szczepionek pod
wzgledem zanieczyszczen wirusami rozpoczgto wraz
z wprowadzeniem linii komorek stosowanych do na-
mnazania wirusow w procesach wytwarzania szczepio-
nek. Juz w latach 50-tych zidentyfikowano wirusy, ktore
mogly zakaza¢ niektore linie komorek, jak np. wirus
»foamy virus” (Spumaretrovirinae) powodujacy nisz-
czenie zastosowanych pierwotnych linii komorek nerki
malpy, czy tez kaliciwirus, ktory niszczyt linie komorek
nerki chomika CHO (Chinese Hamster Ovary) (2, 12).

Jedno z pierwszych doniesien o negatywnym wpty-
wie zanieczyszczen czynnikami zewnatrzpochodnymi
szczepionek na zdrowie 0sob dotyczyto zanieczyszcze-
nia wirusem zapalenia watroby typu B szczepionki prze-
ciw zottej goraczce, podawanej w 1942 r. zolierzom
amerykanskim (12). Nie tak grozne konsekwencje miato
zastosowanie szczepionki przeciw zoltej gorgczee, przy-
gotowanej z uzyciem zarodkow kurzych, zakazonych
czastkami wirusa biataczek ptasich ALV (4vian Leuco-
sis Virus) i endogennym wirusem ptasim AEV (Avian
Endogenous Virus). Badania osob zaszczepionych tg
szczepionka nie potwierdzily serokonwersji wobec
wiruséw zanieczyszczajacych ani ich patogennosci dla
cztowieka (12).

Pierwsze komercyjnie dostgpne i stosowane
w latach 50-tych szczepionki przeciw poliomyelitis
przygotowane w pierwotnych liniach komorek pocho-
dzacych od nerki matpy Rhesus, byly zakazone wiru-
sem matpy SV40 (Simian Virus 40). Fakt ten opisano
dopiero w 1959 r., po tym jak analizy jakoSciowe serii
szczepionek przeciw poliomyelitis wyprodukowanych
w latach 1954-1963 potwierdzily obecnos¢ tego zanie-
czyszczenia. Ocenia si¢, ze w tym okresie w Stanach
Zjednoczonych szczepionki potencjalnie zanieczysz-
czone wirusem SV40 podano ponad 100 miln oso6b.
Mimo, ze do dzisiaj nie potwierdzono onkogennych
wlasciwosci wirusa SV40 u ludzi (12, 13), w 1961 r. do
zakresu obowigzkowych badan bezpieczenstwa kazdej
serii szczepionki przeciw poliomyelitis wprowadzono
badanie jego obecnosci w linii komoérek stosowane;j
do namnazania wirusow polio. Ze wzglgdu na wysokie
ryzyko wystepowania nadkazen pierwotnych linii ko-
morek nerki matpy Rhesus wirusem SV40 oraz innymi
wirusami malpimi, w 1963 r. do namnazania wirusow
polio w procesie wytwarzania szczepionek wprowa-
dzono pierwotng lini¢ komorek nerki matpy Cercopi-
thecus, wolna od wirusa SV40. Obecnie szczepionki
produkowane z uzyciem w/w linii komoérek matpy sa
obligatoryjnie poddawane rozszerzonym wowczas ba-
daniom kontroli. Potencjalne ryzyko zanieczyszczenia

zwigzane z materialem siewnym lub linig komorek zo-
stato takze ograniczone przez wprowadzenie do procesu
wytwarzania zwalidowanego systemu serii siewnych
oraz bankow komorek (7, 14).

AKTUALNE WYMAGANIA
DOTYCZACE KONTROLI CZYNNIKOW
ZEWNATRZPOCHODNYCH

Stwierdzanie zanieczyszczen w roznych szczepion-
kach spowodowalo, ze zespoty naukowe wytworcow
oraz instytucji upowaznionych do kontroli opracowaty
szczegbtowe wymagania rozszerzonej oceny bezpie-
czenstwa szczepionek, ktore uwzgledniaty rowniez
prawdopodobne zanieczyszczenia czynnikami wiruso-
wymi. Podstawg obowiazujacych regulacji dotyczacych
bezpieczenstwa produktéw leczniczych stosowanych
u ludzi 1 zwierzat, jest stosowanie w procesie wytwa-
rzania szczepionek zasad Dobrej Praktyki Wytwarza-
nia GMP (Good Manufacture Practice). Wymagania
Farmakopei Europejskiej oraz zalecenia Europejskiej
Agencji Lekow EMA (European Medical Agency) okre-
$laja niezbedny zakres badan wykonywanych w ramach
oceny jakosci produktéw leczniczych immunologicz-
nych, w tym badan czynnikéw zewnatrzpochodnych
na wszystkich etapach wytwarzania, ze szczegdlnym
naciskiem na etapy badania materialow wyjsciowych,
linii komorek oraz serii siewnych (7, 14).

Zgodnie z aktualnymi wymaganiami, substraty
pochodzenia zwierzgcego uzywane w procesie wy-
twarzania szczepionek, takie jak np. linie komorek
diploidalnych i ciagtych, musza by¢ wolne od zewna-
trzpochodnych czynnikow zakaznych. Badania obec-
nosci tych czynnikéw powinny by¢ wykonywane juz
na etapach procesu wytwarzania produktow posrednich
szczepionki, tj. serii siewnej wirusa i zbioru wirusa,
oraz macierzystego lub roboczych bankéw komorek,
wlacznie z etapami badania komorek osiagajacych
maksymalny lub wyzszy poziom podwajania swojej
liczby (15).

Badania prowadzone rutynowo obejmujg wy-
kluczenie obecnosci bakterii, grzyboéw, mykoplazm,
spiroplazm (w liniach komoérek owaddéw dodatkowo
z uzyciem mikroskopii elektronowej), badania czyn-
nikow zewnatrzpochodnych w hodowlach komorek
metoda wspothodowli, z uzyciem zwierzat, oraz swoiste
badania mozliwoS$ci zanieczyszczen zaleznych od po-
chodzenia komorek i badania w kierunku retrowirusow
zdolnych do replikacji (7). Kurczeta, zarodki i hodowle
komorek uzywane do produkcji lub kontroli jakosci
szczepionek muszg pochodzi¢ z jaj od kur wolnych od
okreslonych patogenéw SPF (Specific Pathogen Free).

Dodatkowe zalecenia dotyczg koniecznosci wyko-
nywania badan dla najczgsciej stosowanych materiatow
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wyjsciowych np. surowicy bydlecej lub trypsyny (16).
Z kolei w liniach komoérek pochodzacych od owadow
powinny by¢ wykonywane badania w kierunku obec-
nosci wirusOw swoistych dla gatunku owada, z ktérego
pochodzi linia komérek oraz w kierunku obecnos$ci
arbowirusow (5).

Wymagania Europejskiej Agencji Lekow w zakresie
listy czynnikow zewnatrzpochodnych, ktorych wykry-
wanie na aktualnym etapie wiedzy uznano za konieczne,
sa uzupekiane wraz z rozwojem technologii oraz odkry-
waniem nowych wiruséw (5). Obecnie konsultowana
jest konieczno$¢ zalecenia badan obecnosci 69 wiruséw
bydlecych (przedstawicieli 21 rodzin) i 52 wiruséw
swinskich (przedstawicieli 17 rodzin), w szczepionkach
stosowanych u ludzi, ze wzgledu na mozliwos¢ ich
namnazania si¢ w organizmie cztowieka. W/w wirusy
obecnie podlegaja kontroli w procesie wytwarzania
szczepionek weterynaryjnych (5).

Wraz z rozwojem wiedzy obowiazujace wytyczne
dopuszczaja wykorzystywanie w kontroli czynnikow
zewnatrzpochodnych najnowszych technologii, przy
czym oczekuje si¢ migdzynarodowej harmonizacji
w zakresie ich stosowania (7).

METODY BADANIA OBECNOSCI
CZYNNIKOW ZEWNATRZPOCHODNYCH

Obecnie stosowane metody wykrywania zanie-
czyszczen drobnoustrojami obejmujg badanie za-
nieczyszczen bakteryjnych i grzybiczych, obecnosci
mykoplazm oraz wirusow. W celu wykrycia wirusow
wykonuje si¢ oznaczenia zakaznosci na zwierzetach lub
zalezonych jajach kur (in vivo) oraz liniach komorek (in
vitro) metodami biochemicznymi, PCR lub z uzyciem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM (7rans-
mission Electron Microscopy). W celu ograniczania
ryzyka przeniesienia TSE stosowane sa dodatkowe
strategie badan oraz oceny (7).

Nieswoiste badania in vivo z uzyciem zwierzat,
w zalezno$ci od rodzaju szczepionki, obejmuja zaka-
zanie zwierzat réznych gatunkow, tj. myszy (w tym
oseskow), swinek, krolikow lub zalgezonych jaj kur.
Po zakazeniu zwierzgta poddawane sg obserwacji pod
katem wystapienia objawow zakazen wirusowych, a w
przypadku stwierdzenia ich obecno$ci zapoczatkowuja
dalsze badania majace na celu swoistg identyfikacje
czynnika wywolujacego chorobg (2, 3, 7).

Badania in vivo obejmujg rowniez wykrywanie
obecnos$ci przeciwciat w surowicach uzyskanych od
zakazanych lub immunizowanych zwierzat (np. przez
podanie lizatow komorek linii czy nadsaczy hodowli
komorek po zneutralizowaniu wirusa szczepionkowego)
prowadzone z uzyciem zwierzat SPF, najczesciej gryzo-
ni, lub kurczat. Mozliwe sa rowniez badania obecnosci

wirusow hemaglutynujacych po zneutralizowaniu wi-
rusa szczepionkowego w jamie omoczni w zalezonych
jajach kur SPF (14, 15).

Wirusy mozna wykrywac stosujac nieswoiste ba-
dania in vitro z uzyciem linii komorek, dzigki ktorym
mozna identyfikowaé¢ wirusy wywolujace efekt cyto-
patyczny oraz wirusy hemadsorbujace i hemaglutynu-
jace. Wybdr linii komorek do badan nad wykrywaniem
czynnikdw zewnatrzpochodnych zalezy od czynnikow,
ktorych mozemy si¢ potencjalnie spodziewac¢ w linii
komorek, a to z kolei jest uzaleznione od gatunku jej
dawcy. W tym wypadku mozna uzy¢ jedynie linii ko-
morek permisywnych, ale wiele wirusow w tych liniach
nie replikuje si¢ (7, 9).

Metody in vivo pozwalajag na wykrywanie efektu
cytopatycznego, hemaglutynacji lub hemadsorpcji dla
szerokiego zakresu wirusow patogennych dla cztowie-
ka lub dla gatunku docelowego zwierzat. Oznaczanie
zakaznos$ci w badaniach na myszach pozwala wykry¢
obecnos¢ m.in: wirusOw coxackie A i B, pikornawiru-
sOw (poliowirusy i echowirusy), alfawirusow, bunyawi-
rus6w (phlebowirusy, nairowirusy), arenawiruséw, fla-
viwirusow, wirusa wscieklizny, herpeswiruséw, wirusa
limfatycznego zapalenia opon i splotéw naczyniowych
lub wirusow mysich. Badania zakaznosci w zalgzonych
jajach kur, po neutralizacji wirusa szczepionkowego,
pozwalajg wykry¢ efekt hemaglutynacji, ktory moze by¢
wywolany przez: ortomyksowirusy, paramyksowirusy,
alfawirusy, wesiculowirusy, herpeswirusy, poxwirusy,
rhabdowirusy (3).

Stabym punktem metod in vivo wykrywania czyn-
nikow zewnatrzpochodnych jest ich niedostateczna
czutosé. Trudnosci tych badan wynikaja z faktu, ze
wiele wirus6w patogennych dla czlowieka nie zakaza
i nie replikuje si¢ w organizmach gryzoni ani w jajach
kur. Stosowanie inwazyjnych procedur badan u zwie-
rzat (np. domoézgowe zakazanie myszy), trwajacych
czesto stosunkowo dhugi okres czasu (od 14 dni do 4
tygodni) powinno by¢ zgodnie z wytycznymi ,,Euro-
pejskiej konwencji o ochronie kregowcoOw uzywanych
do badan doswiadczalnych i innych celow naukowych”
ograniczane przez zastosowanie alternatywnych, metod
invitro (3,7, 14).

Metoda transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
stosowana np. do badan linii komoérek owadéw, po-
zwala wykrywa¢ czastki wirusow, w tym endogenne
retrowirusy, z czutoscig ok. 10° czastek wirusow/ml,
jednoczesnie umozliwiajac réznicowanie endogennych
1 latentnych retrowiruséw (17).

Aktualne wymagania, poza wymienionymi me-
todami, umozliwiajg stosowanie przez wytworce czy
tez instytucje do tego celu upowazniong metod alter-
natywnych pod warunkiem, ze wykazana zostanie ich
zgodnos¢ z metodami konwencjonalnymi w zakresie
osigganej czutosci i swoistosci (9). Od konca lat 90-tych
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podejmowane sg starania aby zastepowac dotychczaso-
we metody konwencjonalne nowymi, w tym gldwnie
PCR i od niedawna PCR w czasie rzeczywistym. Wa-
runkiem stosowania tych metod jest uzyskanie zgody
ze strony instytucji do tego celu upowaznionej (9, 14,
18). Metody alternatywne nie wymagaja uzycia zwie-
rzat ani linii komorek, i jezeli sa odpowiednio zwali-
dowane: sg szybsze i czulsze w porownaniu do metod
konwencjonalnych. Walidacje metod i precyzyjne
okreslenie powtarzalno$ci zapewnia uzycie referen-
cyjnych materialow odniesienia o znanej najmniejszej
zawarto$ci kwasu nukleinowego. Ze wzgledu na fakt,
ze w zaleceniach Farmakopei Europejskiej nie zaleca
si¢ stosowania konkretnych starteréw, metoda PCR
w zaleznosci od ich wyboru, moze charakteryzowac
si¢ r6zna czuloscig oraz swoisto$cia wykrywania
czynnikdéw zewnatrzpochodnych (7, 14). Metoda PCR
zostala skutecznie zaadoptowana i jest aktualnie wyko-
rzystywana przez wytworcow i instytucje do tego celu
upowaznione do wykrywania m.in. wirusa choroby
Newcastle NDV (Newcastle Disease Virus), wirusa
ARV (AIDS Related Virus), wirusa grypy ptakéw AIV
(Avian Influenza Virus), wirusa zakaznego zapalenia
oskrzeli kur IBV (Avian Infectious Bronchitis Virus)
(9). Do posrednich analiz umozliwiajacych wykazanie
braku czynnikéw zanieczyszczajacych stosowana jest
rowniez analiza kwasu nukleinowego linii komodrek
metodg fingerprint (7).

Z kolei obecnos¢ retrowiruséw badana jest metoda
oznaczania aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy PERT
(Product-Enhanced Reverse Transcriptase Assay) (7).
Najnowszg odmiang badania w kierunku retrowirusow
jest ilosciowe oznaczanie testem PERT stosowane do
potwierdzania ekspresji niezakaznych czastek endogen-
nego retrowirusa w réznych substratach komorek np.
w zalgzonych jajach, linii komorek CHO (17).

NOWE METODY BADANIA
POTENCJALNYCH CZYNNIKOW
ZEWNATRZPOCHODNYCH

Szansg poprawy bezpieczenstwa produkowanych
szczepionek jest opracowanie nowych uktadow identy-
fikacji wirusow, dla ktorych nie sa dostepne komercyjne
lub konwencjonalne systemy wykrywania. Dotyczy to
glownie opracowania i walidacji metod wykrywania
kwasoéw nukleinowych opartych na amplifikacji do
wykrywania wirusow RNA i DNA. Zastosowanie
takich badan jest uzaleznione od dostgpnosci danych
umozliwiajacych wykonanie analiz homologii sekwen-
cji w dostepnych bazach danych pozwalajacych na
wybor swoistych starterow, ponadto od optymalizacji
samej reakcji PCR i potwierdzenia swoistosci i czutosci
metody np. metoda hybrydyzacji (na matrycy DNA/

RNA szczepow szczepionkowych, dzikich szczepow
wirusa, pokrewnych wiruséw) oraz od potwierdzenia
identyfikacji metoda sekwencjonowania (9, 18, 19).

Innego podejscia wymagaja badania mozliwych
zanieczyszczen przy zastosowaniu technik amplifikacji
kwasow nukleinowych NAT (Nucleic Acid Amplifica-
tion Techniques) z lub bez weze$niejszego namnazania
czynnikow zanieczyszczajacych w liniach komorek.
Badania tej grupy sg przeznaczone zwlaszcza do wy-
krywania tych zanieczyszczen, o ktorych wiadomo, ze
powoduja latentne zakazenia gatunkéw, od ktérych po-
chodzi hodowla np. matpi wirus SV40 lub wirus Flock
house w komorkach owadéw. W tym wypadku techniki
NAT moga by¢ wymiennie stosowane z technikami
immunoenzymatycznymi, metodg seroneutralizacji czy
badaniami wytwarzania swoistych przeciwciat u wraz-
liwych zwierzat (7).

Wielkie nadzieje optymalizacji badan nad czyn-
nikami zewnatrzpochodnymi zanieczyszczajgcymi
szczepionki zwigzane sg z mozliwos$ciami identyfikacji
calego metagenomu sktadowych szczepionki przez
identyfikacje calego materiatu genetycznego zawartego
w probee, w tym potencjalnych czynnikow zakaznych.
Instytucje do tego celu upowaznione, takie jak Europej-
ska Agencja Lekow ocenia przydatno$¢ nowych metod
takich jak: réwnolegte sekwencjonowanie wielu frag-
mentow DNA (Massively Paralel Sequencing), badania
na mikrono$nikach DNA, PCR w czasie rzeczywistym
oraz spektrometria masowa. Uzupelnienie dotychczas
zalecanych metod zapewne zaowocuje nowymi ustale-
niami regulacyjnymi (14, 18, 19).

Zastosowanie analiz metagenomu oraz transkryp-
tomu szczepionek wirusowych, w tym analiz na mikro-
nosnikach DNA, pirosekwencjonowania oraz spektro-
metrii masowej pozwolity zidentyfikowaé sekwencje
wirusa nie bedace sekwencjami wirusa szczepionko-
wego. Matrycg do badan byt przesacz szczepionki,
trawiony nukleaza, poddany amplifikacji, a nastepnie
analizie podobienstwa sekwencji wirusowych (18, 20).
W taki sposéb wykryto m.in. endogenne sekwencje
retrowirusOw czy wirusa biataczki ptasiej w substra-
tach zalezonych jaj kur. Z kolei badania transkryptomu
w nadsaczach substratow komorek lub szczepionko-
wych seriach siewnych wirusow pozwolity na wykrycie
nieznanych wczesniej parwowiruséw bydlecych 2 i 3
oraz bydlecego wirusa 2 zwigzanego z adenowirusem
(Bovine Adeno Associated Virus 2). Wskazano, ze zr6-
dtem zanieczyszczenia tymi wirusami byla stosowana
W procesie wytwarzania szczepionki surowica bydleca
(19). Wykrywanie aktywnos$ci odwrotnej transkryp-
tazy RT metoda PERT w szczepionce przeciw odrze
pozwolito na identyfikacje endogennego retrowirusa
ptakéw, ktorego obecnosé taczono ze stosowaniem do
namnazania wirusa odry, zalgzonych jaj kur. Wykrycie
tego wirusa, podobnie jak wykrycie obecnosci endo-
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gennego retrowirusa kotow RD-114 w szczepionkach
weterynaryjnych, zostalo wszechstronnie przeanalizo-
wane i instytucje do tego upowaznione zdecydowaty
o utrzymaniu tych szczepionek na rynku (17, 21).
Zastosowanie najnowszej generacji sekwencjono-
wania tzw. metody pirosekwencjonowania pozwolito
wykry¢ fragmenty sekwencji cirkowirusa PCV1 (Por-
cine Circovirus) w zywej atenuowanej szczepionce
przeciw rotawirusom Rotarix (20). Badania wykonane
w 2010 r. przez wytworce tej szczepionki potwierdzity
obecno$¢ wirusow PCV 1 1 PCV2 w macierzystych
bankach komorek linii Vero i seriach siewnych rotawi-
rusa. Identyfikacje fragmentow materiatu genetycznego
wirusa PCV 11PCV 2 wykonana metoda PCR potwier-
dzono metodg sekwencjonowania (20, 22). Wstepne
doniesienia dotyczace wykrycia DNA wirusa PCV1
na poziomie >10° w dwoch seriach szczepionki, byty
zwigzane ze stwierdzeniem pozostalosci DNA wirusa
spowodowanych niedostateczng inaktywacja trypsyny
(20). Kolejne badania potwierdzity obecno$¢ genomu
wirusa PCV1, czastek wirusa w badanych probkach
oraz ich zakazno$¢ w liniach nerki §wini (PK-15), HEK
293 oraz Vero (23). Badania wigkszej liczby prébek
serii szczepionek przeciw rotawirusom dostepnych
na rynku potwierdzity obecno$¢ czastek wirusa PCV1
w szczepionce Rotarix w liczbie 10°-10° czastek oraz
6-7log,, kopii DNA/dawke szczepionki, czyli nawet
wyzszym niz to wykazane w badaniach Victoria i wsp.
oraz McLenahan i wsp. (20, 23). Najbardziej prawdo-
podobnym zrédtem zakazenia byla trypsyna pocho-
dzenia $winskiego uzywana jako dodatek do podtozy
hodowlanych przy pasazowaniu linii komoérek Vero.
Podobne zanieczyszczenia pochodzace z linii komorek
Vero wykryto w seriach szczepionki przeciw poliomy-
elitis tego samego wytworcy. Z kolei fragmenty DNA
wirusa PCV1 wykryto rowniez w szczepionce Rotateq
(23). Cirkowirus PCV1 jest nieostonkowym wirusem
DNA, i podobnie jak wirus PCV 2 wywoluje zakazenia
u swin. Oba wirusy sa przenoszone mi¢dzy osobnikami
swin droga pokarmowg. Dotychczas nie potwierdzono
ich zdolnosci do replikacji w organizmie cztowieka, nie
wykazano efektu cytopatycznego w linii komorek Vero,
czy tez komorkach ludzkich, a takze serokonwersji
u lekarzy weterynarii lub hodowcow zwierzat (22, 24).
Szczepionki przeciw rotawirusom sg od kilku lat
z powodzeniem stosowane w profilaktyce biegunek
rotawirusowych u noworodkow i niemowlat. Bezpie-
czenstwo tych szczepionek potwierdzono w badaniach
klinicznych i w trakcie ich oceny porejestracyjnej
obejmujacej ocene niepozadanych odczyndw poszcze-
piennych (NOP). Wykrycie sekwencji DNA wiruséw
PCV1 oraz PCV2 w tych szczepionkach wzbudzito
niepokoj 1 spowodowato podj¢cie badan majacych na
celu potwierdzenie czy tego rodzaju zanieczyszczenie
moze wystepowa¢ w innych szczepionkach. Dotych-

czasowe wyniki wykazuja brak dowodéw na to, ze
obecnos¢ DNA wirusow PCV lub ich czastek wplywa
na zdrowie 0sob zaszczepionych. Na nadzwyczajnych
posiedzeniach Europejskiej Agencji Lekow oraz Ame-
rykanskiego Urzedu ds. Zywnosci i Lekéw FDA (Food
and Drug Administration) w maju 2010 r. w wyniku
szczegotowego dochodzenia uznano, ze obecno$¢ nie-
chorobotworczego cirkowirusa swin PCV 1 w seriach
produkcyjnych szczepionki Rotarix oraz fragmentow
DNA tego wirusa w szczepionce Rotateq nie stanowi
zagrozenia dla zaszczepionych dzieci. Zobowigzano
jednak wytworcow do wprowadzenia dodatkowych
srodkéw zaradczych, ktore zapewnia ochrone przed
zanieczyszczeniem tymi wirusami kolejnych serii wy-
twarzanych szczepionek (25).

Wykrycie sekwencji i czastek zakaznego wirusa
PCV1 oraz sekwencji wirusa PCV2 bylo przyczyna pod-
jecia szerokiej dyskusji nad koniecznoscig ponownego
uaktualnienia listy wirusow, ktére powinny by¢ badane
jako czynniki zewnatrzpochodne w procesie wytwarza-
nia szczepionek, w zwigzku z tym mozna oczekiwac, ze
zostanie wprowadzone do zakresu badan kontrolnych w
banku komoérek oznaczanie nieostonkowych wiruséw
ssRNA (Enterovirusow, wirusow encefalomyocarditis,
nieostonkowych wirusow ssDNA (TTV- Torque Teno
virus), Hokowirusa, parwowirusa bydlgcego (Bocavi-
rus) oraz metody pirosekwencjonowania do kontroli
materiatow wyjsciowych szczepionek (3).

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Obecne wymagania i zalecenia dotyczace oceny
bezpieczenstwa szczepionek w aspekcie kontroli obec-
nosci czynnikéw zewnatrzpochodnych nie eliminujg
catkowicie ryzyka ich zanieczyszczen. Wykrywane
w ostatnich latach przypadki zanieczyszczen czynnika-
mi zewnatrzpochodnymi serii szczepionek stosowanych
u ludzi 1 zwierzat przyczynily si¢ do uaktywnienia
dziatan instytucji do tego celu upowaznionych oraz wy-
tworcow w celu wprowadzenia dodatkowych srodkow
bezpieczenstwa szczepionek wirusowych, np. poprzez
wykrywanie sekwencji lub zakaznych czgstek obcych
wirusow. Dziatalnosc¢ ta wiaze si¢ z okresleniem posze-
rzonego zakresu badan kontroli czynnikoéw zewnatrzpo-
chodnych z uwzglednieniem badan m.in. metagenomu
szczepionek, walidacji nowo wprowadzanych metod
kontrolnych oraz rozszerzania panelu wykrywanych
czynnikoéw wirusowych. W celu poprawy poziomu oce-
ny zanieczyszczen czynnikami zewnatrzpochodnymi
konieczna jest biezgca aktualizacja wytycznych zgodna
z aktualnym stanem wiedzy.
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