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Riassunto. Rispetto alla tradizionale crescita nelle uova, la produzione di vaccini mediante coltura cellulare rappresenta un’innovazione che riduce la possibile
insorgenza di mutazioni dovute all’adattamento dei ceppi vaccinali durante la crescita nelle uova (egg-adaptive). Tali mutazioni sono particolarmente rilevanti per il ceppo
H3N2. | dati di letteratura indicano come i vaccini antinfluenzali ottenuti mediante coltura cellulare presentino un ottimo profilo di immunogenicita e di sicurezza. | primi
risultati del loro utilizzo hanno inoltre evidenziato, in relazione al ceppo circolante, una buona efficacia sul campo. Da considerare inoltre I'efficienza produttiva della nuova
piattaforma, sia in termini virologici che logistico-organizzativi.

Introduzione

In Italia, I'influenza rimane ancora la
terza causa di morte per malattie infetti-
ve. In Europa, nonostante la disponibilita
di vaccini sicuri ed efficaci, si colloca al
primo posto in termini di impatto socio-
economico .

I virus influenzali sono virus a RNA, appar-
tenenti alla famiglia degli Orthomyxoviridae;
in relazione alla nucleoproteina e alla pro-
teina della matrice, vengono classificati in
tre tipi (A, B e C). | virus di tipo A e B posso-
no causare le epidemie stagionali, mentre
il tipo C raramente colpisce I'uomo e pro-
babilmente il maggiore numero di casi i
presenta in modo subclinico. Sulla base di
due glicoproteine di superficie, I'emoagglu-
tinina (H) e la neuraminidasi (N), il virus di
tipo A si suddivide ulteriormente in sottotipi.
Ad 0ggi, sono noti 18 sottotipi di emoagglu-
tinina (H1-H18) e 11 sottotipi di neurami-
nidasi (N1-N11). Tuttavia, negli ultimi anni
i ceppi appartenenti a H1IN1 pandemico
(HIN1pdm09) e H3N2 dominano la scena
epidemiologica mondiale. Il virus del tipo B
si classifica invece in due /ineage, Victoria e
Yamagata 2.

Una caratteristica epidemiologica impor-
tante dei virus influenzali ¢ la loro capa-
cita di “cambiare”. Mutazioni puntiformi
danno origine a varianti antigeniche minori
(antigenic driff), rappresentano un even-
to frequente e sono responsabili delle
epidemie stagionali. Invece, importanti
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riarrangiamenti genetici tra virus umani
e animali (antigenic shiffy danno origine
a nuovi sottotipi virali che possono dare
luogo a forme influenzali pandemiche; tale
fenomeno & esclusivo per i virus ditipo A 2,
E importante sottolineare che rispetto
ai ceppi HIN1 e B, quelli appartenenti
all’H3N2 possono pit frequentemente
mutare 2, inoltre i dati evidenziano come
in ltalia, durante le stagioni predominate
dalla circolazione del ceppo H3N2, vi sia
un eccesso di mortalita 3-4 volte supe-
riore rispetto a quella registrata nelle sta-
gioni in cui circolano i ceppi HIN1 0 B 2.
La maggior parte dei vaccini antinfluen-
zali, compresi tutti quelli attualmente
disponibili in Italia, sono inattivati e pro-
dotti nelle uova embrionate di pollo. Essi
hanno dimostrato il loro grande valore
nel ridurre I'impatto delle epidemie sta-
gionali, tuttavia presentano ancora alcuni
importanti limiti che rendono necessaria
una continua ricerca di vaccini sempre
piu efficaci.

Il presente lavoro ha come obiettivo quel-
lo di sintetizzare i principali limiti correlati
alla produzione e all’efficacia dei vaccini
anti-influenzali ~ (“tradizionali”)  valutando
le possibili soluzioni a disposizione al fine
di fornire uno strumento utile ai decisori
Regionali e Nazionali. Inoltre ne viene ana-
lizzato il processo di produzione su coltura
cellulare e riportati i primi risultati di effica-
cia sul campo.

Il processo “tradizionale”:
le uova e la produzione
dei vaccini antinfluenzali

Il processo produttivo fradizionale dei vac-
cini antinfluenzali presenta alcune carat-
teristiche peculiari: la stagionalita, ovvero
la necessita di un annuale aggiornamento
della composizione basata sui dati di sorve-
glianza e il coinvolgimento di diversi attori,
dagli esperti dell’Organizzazione Mondiale
della Sanita (OMS) ai produttori dei vacci-
ni 45, La Figura 1 riporta le fasi del processo
produttivo “tradizionale”.

Il processo inizia con un’analisi genetica e
antigenica dei ceppi che circolano sia nella
popolazione umana Sia in quella animale
(specialmente quella aviaria e suina) ese-
guita dalla rete di sorveglianza dell’OMS.
Successivamente, questi dati vengono ana-
lizzati dai centri collaborativi del’OMS (in
febbraio per I'emisfero nord e in settembre
per quello sud) permettendo agli esperti
dell’'OMS di selezionare quali ceppi deb-
bano essere utilizzati per la produzione dei
vaccini stagionali. Un limite importante, che
riguarda soprattutto i ceppi HIN1 e H3N2,
¢ rappresentato dalla scarsa capacita di
isolamento e di crescita nelle uova degli
stessi ceppi; per questo motivo, vengono
sottoposti ad un processo di riassortimen-
to genetico con i ceppi master (particolari
virus influenzali che ne migliorano la capa-
cita replicativa nelle uova embrionate) °.
Una volta stabilita la somiglianza dei ceppi
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—IGURA 1.
Il ciclo annuale della produzione dei vaccini antinfluenzali stagionali (da Fiore et al., 2013, mod.) *.
Passaggio Gen Feb Mar Apr Mag Giu Lug Ago Set Ott Nov Dic
Sorveglianza virologica Y O
Selezione ceppi o
Preparazione dei riassortanti U—0
Standardizzazione C O
Produzione dei vaccini ® ®
Rilascio dei vaccini O L
Distribuzione dei vaccini O O
Somministrazione dei vaccini ® >

selezionati a quelli circolanti, 'OMS invia i
ceppi candidati “verosimilmente adatti” ai
produttori dei vaccini. Da questo momento,
i produttori dei vaccini hanno circa 6 mesi
per sviluppare e consegnare i loro prodotti
alle Aziende Sanitarie. La previsione da
parte dell’OMS dei ceppi che circoleranno,
anticipa di diversi mesi 'arrivo della stagio-
ne influenzale; & quindi essenziale che ogni
passaggio sia regolamentato dalle Agenzie
nazionali e sovranazionali #°.

Le problematiche del processo
produttivo “tradizionale”
(su uova)

Sebbene il processo produttivo “tradiziona-
le” sia affidabile e ben standardizzato, esso
presenta alcune limiti intrinseci:®

1. la dipendenza dalla fornitura delle
uova embrionate: necessita di reperire
la materia prima (ovvero milioni di uova
embrionate) con sufficiente anticipo. In
alcune situazioni, come in caso di epi-
demie di influenza aviaria nel pollame,
la disponibilita di uova embrionate puod
essere insufficiente;

2. la bassa flessibilita: le uova devono
essere ordinate dal produttore diversi
mesi prima. In caso di pandemia, I'im-
prowvisa e urgente richiesta di vaccini

non potra essere soddisfatta in tempi
sufficientemente brevi;

3. la frequente impossibilita di isolare
il virus nelle uova embrionate: negli
ultimi- anni, la possibilita di isolare i
ceppi influenzali (soprattutto il ceppo
H3N2) € peggiorata. Di conseguenza,
essendo diminuito il numero di ceppi
candidati ad essere inclusi nei vaccini,
si riduce la probabilita di effettuare “la
scelta migliore”;

4. le mutazioni egg-adaptive. |'altera-
zione della struttura del ceppo vaccina-
le durante i passaggi seriali di crescita
nelle uova. Tali mutazioni adattative ne
riducono I'efficacia vaccinale, in parti-
colar modo per il ceppo H3N2, in rela-
zione alle caratteristiche virologiche.

Evidenze delle mutazioni
egg-adaptive e riduzione
dell’efficacia dei vaccini
non adiuvati

Per la sua importanza in termini di Sanita
Pubblica, I'impatto delle mutazioni egg-
adaptive sull’efficacia dei vaccini non
adiuvati, e stato oggetto di studio da parte
del mondo scientifico. Negli ultimi dieci
anni, sono stati condotti diversi studi che
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hanno evidenziato una bassa efficacia
sul campo dei vaccini influenzali non
adiuvati contro il virus H3N2. | risultati di
una recente meta-analisi  che ha preso in
considerazione 56 studi, hanno evidenzia-
to, negli adulti, un’efficacia dei vaccini non
adiuvati del 54% per il ceppo B, del 73%
per I'H1N1 pandemico; per il ceppo H3N2
invece ¢ stata rilevata un’efficacia signifi-
cativamente inferiore per tutte le fasce di
eta (Fig. 2).

L'efficacia vaccinale dipende dal grado di
match e/o mismatch tra i ceppi circolanti
e quelli vaccinali, ossia dal grado di sovrap-
posizione a livello antigenico e/o genetico
dei ceppi influenzali. Differenze nella strut-
tura degli stessi sono determinate dal drift
antigenico 8. La bassa efficacia vaccina-
le nei confronti del virus H3N2 che si &
verificata durante la stagione 2012-2013,
¢ stata imputata al processo produttivo
dei vaccini stessi e non al arift “natura-
le” 8. Questo significa che, il ceppo origi-
nariamente isolato nell’'iomo e Successi-
vamente raccomandato ad essere incluso
nella preparazione del vaccino, si é adattato
per sopravvivere in una classe di vertebrati
completamente diversa, cioé nell’uovo di
pollo (mutazioni egg-adaptive).

Durante i passaggi seriali del virus umano
nelle uova, il ceppo candidato va incontro
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IGURA 2.

Efficacia sul campo dei vaccini antinfluenzali stagionali non adiuvati, per ceppo e classe di eta (da Belongia et al., 2016, mod.) .
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a mutazioni che ne migliorano la capacita
di “adattarsi” alle cellule del pollo. Si tratta
di semplici sostituzioni amminoacidiche
ubicate in aree vicine al sito di lega-
me al recettore dell’emoagglutinina
che rappresenta il bersaglio principale
degli anticorpi neutralizzanti il virus. Le
mutazioni egg-adaptive determinano una
minore avidita degli anticorpi e possono di
conseguenza compromettere I'efficacia dei
vaccini &1,

Nello specifico, durante la stagione 2012-
20138, nonostante il ceppo vaccinale H3N2
avesse mostrato solo tre mutazioni rispetto
al ceppo raccomandato dall’lOMS, I'effica-
cia vaccinale € risultata comunque bassa.
La stagione influenzale 2016-2017, carat-
terizzata dalla predominante circolazione
del ceppo H3N2, ha confermato la ridotta
efficacia dei vaccini non adiuvati, indotta
dalle mutazioni egg-adaptive; questo ha
indotto la ricerca di piattaforme alternati-
ve °.

Infine, anche nella stagione 2017/18 I'effi-
cacia vaccinale contro I'H3N2 & stata parti-
colarmente bassa nei diversi Paesi, tra cui
gli Stati Uniti, in cui & stata predominante la
circolazione del ceppo H3N2. Le analisi non
hanno evidenziato un drift “naturale”,
questo significa che il ceppo H3N2 sele-
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zionato dagli esperti dell’OMS era congruo
rispetto al ceppo circolante. Piu di un terzo
dei ceppi H3N2 isolati & risultato antigeni-
camente diverso dal ceppo di riferimento
utilizzato per la produzione dei vaccini “tra-
dizionali” confermando I'importante impatto
che le mutazioni egg-adaptive hanno avuto
sull’efficacia vaccinale ",

Quali sono le strategie
vaccinali attualmente
disponibili in Italia in grado
di ridurre 'impatto negativo
del mismatch?

Per la stagione 2017-2018, in Italia, sono
disponibili tre tipologie di vaccini: il vaccino
trivalente, il vaccino trivalente adiuvato e il
vaccino quadrivalente ',

Diversi studi hanno dimostrato che il vacci-
no adiuvato, grazie all’azione dell’adiuvante
MF59®, & in grado di indurre una maggio-
re risposta immune verso i ceppi “driftati”.
Tale vantaggio si rivela particolarmente
utile verso i ceppi H3N2 che mutano piu
frequentemente ma anche verso i ceppi
appartenenti ai diversi /ineage del virus B.
In altre parole, il vaccino adiuvato che e
attualmente indicato per gli over 65, €

potenzialmente in grado di offrire una
maggiore protezione verso i ceppi cir-
colanti che differiscono da quelli inclusi
nel vaccino 3.

Per quanto attiene i vaccini quadrivalenti,
essi includono entrambi i /ineage del ceppo
B offrendo pertanto una protezione piu
ampia esclusivamente per il ceppo B 2. I
vantaggio delle formulazioni quadrivalenti si
mostra particolarmente evidente nelle
fasce di eta giovani, soprattutto in quella
5-14 anni, dove & piu frequente la circola-
zione del virus B, come risulta dai dati di
sorveglianza del lungo periodo ',

Le raccomandazioni della  Circolare
Ministeriale per la prevenzione dell’influen-
za nella stagione 2018-2019 confermano
tali indicazioni '2. In particolare, il vaccino
adiuvato € preferibilmente indicato per
la popolazione con eta > 75 anni (“dato il
peso della malattia influenzale aa virus A/
H3N2)... e I'evidenza di una migliore effica-
cia in questo gruppo di eta"). Il vaccino qua-
drivalente & invece preferibile per le fasce
di eta piu giovani (“considerato I'impatto
della malattia influenzale. .. e il potenziale
di mismatch tra il ceppo circolante predo-
minante dell’influenza B e il ceppo presente
nel vaccino trivalente”).

Va sottolineato come, indipendentemente
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TAS=LLA |

Confronto tra i vaccini prodotti su uova e su coltura cellulare °'".

Caratteristica

Vaccini prodotti su uova

Vaccini prodotti in coltura cellulare

Disponibilita di “materie prime”

Generalmente sufficiente, tuttavia esiste il
rischio che la produzione dei vaccini non sia
soddisfatta in tempi brevi

Materiale prontamente disponibile, essendo la
coltura cellulare continua

Disponibilita dei ceppi vaccinali “candidati” da
includere nel vaccino

In numero spesso non congruo a garantire “/a
scelta migliore”

In numero congruo tale da permettere “/a
scelta migliore”

Rischio di mutazioni egg-adaptive con la con-
seguente riduzione dell’efficacia vaccinale

Alto (soprattutto per il ceppo H3N2)

Assente

Processo produttivo

Altamente standardizzato; alcuni passaggi
sono a rischio di contaminazione batterica;
richiesto I'uso di antibiotici

Altamente standardizzato; il processo produt-
tivo avviene nei bioreattori a sistema chiuso;
non contiene alcuna traccia di antibiotici

dal ceppo circolante, tutti e tre i tipi di vacci-
ni disponibili, sono prodotti mediante la tec-
nica tradizionale (uova) e pertanto persiste il
problema delle mutazioni egg-adaptive.

La coltura cellulare:
piattaforma innovativa che
puo superare le problematiche
dovute alle mutazioni
egg-adaptive

La coltura cellulare rappresenta una piatta-
forma alternativa rispetto alla tecnologia
tradizionale che utilizza cellule di mammi-
fero, superando il limite della dipendenza
della fornitura di milioni di uova embrio-
nate. Gli ulteriori vantaggi della produzione
su coltura cellulare consistono nel ridotto
rischio di contaminazione, nell’assenza di
possibili tracce di componenti delle uova
e nella non necessita di dovere ricorrere
all'impiego di antibiotici. Il processo produt-
tivo & piu efficiente e cio si traduce in una
resa migliore, con cicli produttivi pit rapidi
e tempi di consegna prevedibilmente pil
brevi 6 (Tab. I).

Il processo di produzione basato sulla
coltura cellulare & noto da tempo; tutta-
via, negli ultimi anni, sono stati effettuati
importanti progressi. | primi vaccini svilup-
pati su coltura cellulare prevedevano ceppi
“candidati” che venivano isolati nelle uova
e quindi persisteva il problema legato alle
mutazioni egg-adaptive. Nella stagione
2012-2013, in considerazione alla mag-
giore diversita antigenica dei ceppi candi-
dati vaccinali cresciuti nelle uova rispetto a
quelli replicati in coltura cellulare, 'OMS '

ha avviato il processo di cambiamento. A
partire dal 2017, per |a selezione dei ceppi
candidati H3N2, B/Victoria e B/Yamagata,
I'OMS raccomanda come processo pro-
duttivo non solo quello “tradizionale” ma
anche quello che prevede la coltura cel-
lulare. Tale cambiamento & di enorme
importanza in quanto elimina ogni possi-
bilita di mutazioni egg-adaptive, awiando
la possibilita di un processo “egg-free” '®.

Il vaccino quadrivalente
su coltura cellulare (QIVc)

II QIVe viene prodotto nella coltura cellulare
MDCK ed & stato per la prima volta auto-
rizzato negli Stati Uniti nel 2016 ' e, negli
studi clinici di fase lll che hanno coinvolto
diverse migliaia di bambini, adulti e anziani,
si ¢ dimostrato altamente immunogeno
e sicuro ' '8, Attualmente QIVc utilizza il
ceppo H3N2 prodotto con processo egg-
free di conseguenza questo elimina ogni
possibilita di mutazioni egg-adaptive ™.

Un recente studio condotto negli USA che
ha coinvolto piu di 13 milioni di soggetti
over65 ha dimostrato come I'efficacia del
QIVe sia circa il 10% superiore nel preveni-
re le ospedalizzazioni per influenza/polmo-
nite rispetto ai vaccini quadrivalenti coltivati
Su uova; questo si traduce in un vantaggio
importante in termini di Sanita Pubblica ™.
L’ European Medicines Agency (EMA) ha
espresso il parere positivo per I'utilizzo del
QIVc a partire dai 9 anni di eta ° ed ¢ attesa
la commercializzazione in Italia per la pros-
sima stagione 2019-2020.
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Conclusioni

L'efficacia subottimale dei vaccini antin-
fluenzali attualmente disponibili, special-
mente contro i ceppi appartenenti al sotto-
tipo H3N2, & sovente dovuta al mismatch
antigenico tra i ceppi circolanti e quelli
vaccinali. Tale fenomeno & riconducibile a:
() drift antigenico “naturale”, (i) selezio-
ne inaccurata dell'antigene vaccinale; (i)
impossibilita di generare i virus candidati
da includere nei vaccini e (iv) mutazioni
dovute all’adattamento del virus alle uova
(mutazioni  egg-adaptive).  L'evoluzione
scientifica non ha ancora permesso di alle-
stire un vaccino universale che permetta
il superamento della problematica correlata
al drift antigenico naturale ma ha permesso
sostanziali miglioramenti nella selezio-
ne dei ceppi “candidati”. | vaccini prodotti
su coltura cellulare permettono di generare
un maggior numero di candidati qualitativa-
mente validi e di superare le problematiche
correlate alle mutazioni egg-adaptive.

Da considerare inoltre il miglioramento
dell'efficienza produttiva, sia in termini
virologici (replicazione virale) che in termi-
ni logistici (maggior velocita di produzione
e di approvvigionamento). Tale metodologia
puo costituire pertanto una solida piattafor-
ma tecnologica per la produzione di vacci-
ni contro una patologia sfuggente quale &
I'influenza.
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