MedCrave

Step into the World of Research.

.

Mezinarodni ¢asopis o vakcinach a oc¢kovani

Vyzkumny ¢lanek

nanokontaminace

Abstrakt

Vakeiny jsou zkoumany z hlediska moznych vedlej$ich ucinka, které mohou zptsobit. Za
ucelem ziskani novych informaci byla pii studiu vakcin pouzita metoda elektronové
mikroskopie, jejimz cilem bylo ovéfit pfitomnost pevnych kontaminanti pomoci
environmentalniho skenovaciho elektronového mikroskopu vybaveného rentgenovou
mikrosondou. Vysledky tohoto nového Setieni ukazuji na pfitomnost mikro- a nanocéstic
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slozenych z anorganickych prvki ve vzorcich vakein, které nejsou deklarovany mezi

slozkami a jejichZ neopravnéna pfitomnost je prozatim nevysvétlitelna. Znacna ¢ast téchto
Casticovych kontaminantl jiz byla ovéfena v jinych matricich a v literatufe je uvadéna
jako biologicky nerozlozitelnd a nebiokompatibilni. Shromazdéné dikazy naznacuji

Korespondence: Fermi, 1/L, 41057 San Vito (MO), ltilie, Tel
059798778,
E-mail gatti@nanodiagnostics.it

nékteré hypotézy souvisejici s nemocemi, které jsou zminény a struéné diskutovany.
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kontrola kvality.

Uvod

Vakciny jsou jednim z nejvyznamnéjsich vynalezi, které maji
chranit lidi pfed infek¢nimi chorobami. Variolokace je stara nékolik
stoleti a je zmifovana v ¢inskych a indickych dokumentech z doby
kolem roku 1000 n. 1. Postupem c¢asu byla variolokace nahrazena
ockovanim, vakciny byly technologicky zdokonaleny a ofkovani je
nyni standardizovano po celém svéte.

Nezadouci tcinky byly hlaseny vzdy, ale v poslednich letech se
zda, ze jejich pocet a zdvaznost vzrostly, zejména u déti, jak uvadi
Americka pediatricka akademie.!? Napiiklad vakcina proti zaskrtu,
tetanu a ¢ernému kasli (DTaP) byla spojovana s pfipady syndromu
nahlého umrti kojenctt (SIDS);? vakcina proti spalni¢kam,
piiusnicim a zardénkam s autismem;** mnohocetné ockovani s
poruchami imunity;® vakciny proti hepatitidé B s roztrousenou
sklerozou atd.

V oznameni o vakciné Tripedia DTaP spolecnosti Sanofi Pasteur
se uvadi: "Nezadouci ucinky hlasené behem pouzivani vakciny
Tripedia  po  jejim  schvaleni  zahrnuji  idiopatickou
trombocytopenickou  purpuru, SIDS, anafylaktickou reakci,
celulitidu, autismus, kiece/velké kieCe, encefalopatii, hypotonii,
neuropatii, somnolenci a apnoe.". Provedené epidemiologické studie
tyto souvislosti jednoznacné neprokazaly, i kdyz v roce 2011
Narodni 1ékaiska akademie (diive IOM) ptipustila: "Vakciny nejsou
bez vedlejsich nebo nezadoucich uéinkid".”

Specifické vyzkumy slozek vakcin, jako jsou adjuvans (ve
vétsing piipadd hlinikové soli), jiz byly oznaceny za moznou pfic¢inu
neurologickych priznaki®1? a v n&kterych piipadech testy in vivo a
epidemiologické  studie  prokdzaly moznou souvislost s
neurologickymi onemocnénimi.!®!" 'V literatufe jsou uvadéna
neurologicka poskozeni vyvoland u pacientd 1é¢enych hemodialyzou
vodou obsahujici hlinik.!?

Nedavno se v souvislosti s celosvétové rozsifenymi vakcinami
proti lidskému papilomaviru (HPV) znovu rozproudila debata kvuli
nekterym nezadoucim u€inktim, které hlasili néktefi mladi lidé.

Specifické studie sdélily existenci pfiznaki souvisejicich s
k nikdy dfive nepopsanym syndromim, které se objevily po ockovani.

byl podan. Naptiklad komplexni regiondlni bolestivy syndrom
(CRPS), syndrom posturalni ortostatické tachykardie (POTS) a
chronicky unavovy syndrom (CFS).!* Nezadouci Ulinky, které
mohou vzniknout béhem relativné kratké doby, mohou byt lokalni
nebo systémové.

Popisuje se bolest v misté vpichu, otok a nekontrolovatelny
pohyb rukou (i kdyz tento posledni ptiznak Ize povazovat za
systémovy). Ze systémovych ucinkli jsou hlaSeny horecka, bolest
hlavy, podrazdénost, epileptické zachvaty, docasna ztrata feci,
dysestezie a paréza dolnich koncetin, navaly horka, poruchy spanku,
reakce precitlivélosti, svalové bolesti, opakované synkopy, neustaly
hlad, vyrazné poruchy chize, neschopnost udrzet ortostatickou
polohu.!#

Je faktem, ze kazdy den jsou aplikovany miliony davek vakcin a
nic pozoruhodného se nestane, ale je také nezvratné, ze bez ohledu
na mnozstvi nezadoucich ucinkd, které nejsou zaznamenany a jejichz
procento zistdva ve skute¢nosti nezndmé, se v omezeném poctu
piipadii néco $patného stane. Zadné uspokojivé vysvétleni nebo v
mnoha piipadech vibec zadné vysvétleni nebylo podano a zda se, ze
k témto nezadoucim Gc¢inkiim dochazi ndhodné a stochasticky.

Tyto situace nds pfimély ovéfit bezpecnost vakcin z hlediska,
které nebylo nikdy piedtim pfijato: nikoliv biologicky, ale fyzikalni
pristup. Vyvinuli jsme tedy novou metodu analyzy zalozenou na
pouziti vySetfovani pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu s
polni emisni pistoli, abychom zjistili moznou fyzikalni kontaminaci
téchto produkti.

Materialy a metody

Analyzovano bylo 44 typa vakcin pochazejicich ze dvou zemi
(Italie a Francie). Tabulka 1 je seskupuje podle ndzvu, znacky a
ucelu.

Nekteré vakceiny, kterych je ve skute¢nosti mensina, jsou uréeny
proti jedné bakterii nebo viru, zatimco jiné jsou vicevalentni.
Seznam analyzovanych vakcin muze obsahovat opakujici se nazvy,
protoze jsme brali v Gvahu rizné Sarze a roky vyroby stejnych
vakcin: zejména téch proti chiipce.
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T able 1 Seznam analyzovanych vakcin podle jejich ucelu
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Nazev znacky, zemé

Vyrobni Sarze,

N Nazev distribuce Popis Datum vyprseni platnosti
1 Vivotif Berna Berna Biotech SA, Italie Vakcina proti tyfu ( ziva), skupina Ty21a 3000336 [2004]
2 TyphimVi Aventis Pasteur MSD, Italie Vakcina proti Salmonella typhi U1510-2 [2004]
3 Typherix GlaxoSmithKline S.p.a., Itélie Vakcina proti typoidtm ( polysacharid Vi) ATYPB061BB [2009]
4 Anatetall Chiron (nyni Novartis) Italie  Adsorbovana vakcina proti tetanu 030106 [2004]
5 Anatetall N(_)vartls V_a ceines _and Adsorbovana vakcina proti tetanu 060510 [2009]
Diagnostics, Itélie
6 Tetabulin Baxter AG, Itdlie Adsorbovana vakcina proti tetanu VNG2G006A [2009]
7  Dif-Tet-Al Novartis Vaccines and Adsorbovana vakcina proti tetanu a zaskrtu 070501 [2009]
Diagnostics, Italie
8 Infanrix GlaxoSmithKline S.p.a., Italie Vakcina proti difterii, tetanu a ¢ernému kasli AC14B071AJ [2009]
9 Infanrix hexa Glax9§m|thKI|ne Biologicals  Proti d|fter||v, tgtar;]u, cernemu kasll,_ hepatmde B, poliomyelitidé A21CC512A[ 2017]
s, Italie a onemocnéni zplisobené Haemophilus influenzae typu b
10 Infanrix hexa GIaxoSmthKIme Biologicals  Proti dlfteruv, t’etarju, cerrjemu kasll,' hepatltlde B, poliomyelitidé A21CCA421A [ 2017]
s. a. Francie a onemocnéni zplisobené Haemophilus influenzae typu b
11 M-M-R vaxPro Sanofi Pasteur MSD, ltlie Analyza vakciny M-M-R vaxPro (spalnicky, priuSnice a L012437 [ 2017]

12 Repevax Sanofi Pasteur MSD, Francie

13 Repevax Sanofi.Pasteur MSD SNC
Francie

14 Priorix GlaxoSmithKline S.p.a., Itélie

15 Morupar Chi_ron (nyni Novartis, ),
Italie

16 Varilrix GlaxoSmithKline S.p.a., Italie

17  Stamaril Pasteur

18 Allergoid-Adsorbat
6-Graser Starke B.

19  Engerix-B
20 Prenevar 13
21  Prevenar 13

Sanofi Pasteur MSD, Itélie
Allergopharma, Némecko

GlaxoSmithKline S.p.a., Italie
Pfizer, Italie
Pfizer, Francie

22 Mencevax Acwy GlaxoSmithKline, Italie

23 Meningitec Pfizer, Italie
24 Meningitec Pfizer-Italie
25 Meningitec Pfizer-ltalie
26 Meningitec Pfizer-Italie
27  Meningitec Pfizer-Italie
Vakciny a diagnostika

28  Menjugate spole¢nosti Novartis

Vakciny a diagnostika
spole¢nosti Novartis
Wyeth Pharmaceutical -
Francie

29 Menveo

30 Meningitec

31 Inflexal V Berna Biotech

32  Vaxigrip Sanofi Pasteur MSD

33 Vaxigrip Sanofi Pasteur

34 Vaxigrip Sanofi Pasteur, Italie

35 Focetria Vakmpy a Q|agno§t|ka
spole¢nosti Novartis

36  Agrippal Novartis

37  Agrippal Vakciny Novartis, Italie

Vakciny a diagnostika
spole¢nosti Novartis
GlaxoSmithKline - GSK
Vakciny a diagnostika
spole¢nosti Novartis

38  Agrippal S1
39  Fluarix
40 Fluad

zardénky) v Cambridge
Vakcina proti difterii, tetanu, Cernému kasli a détské obrné

Vakcina proti difterii, tetanu, ¢ernému kasli a détské obrné
Vakceina proti spalnickam, pfiusnicim a zardénkam (MMR)
Vakcina proti spalni¢kam, pfiusnicim a zardénkam (MMR).

Vakcina proti planym nestovicim (skupina OKA)
vakcina proti Zluté zimnici

Antialergicka vakcina

Adsorbovana vakcina proti hepatitidé B

Vakcina proti pneumokokiim

Vakcina proti pneumokokim

vakcina proti meningokokim skupiny A, C, W135a'Y.

(skupina C 10) (adsorbované na Al-fosfatu)

Vakcina proti meningokokdm (skupina C 10)
(adsorbovana na Al-fosfatu)

Vakcina proti meningokokiim zabavena spolec¢nosti Procura
della Repubblica

Vakcina proti meningokokiim zabavena spole¢nosti Procura
della Repubblica

Vakcina proti meningokok(im zabavena spole¢nosti Procura
della Repubblica

Anti-meningokok skupiny C
Antimeningokokové skupiny A, C,W135,Y

Vakcina proti meningokokdm skupiny C

Vakcina proti chfipce 2008/2009

Vakcina proti chfipce 2008/2009

Vakcina proti chfipce 2012/2013

Vakcina proti chfipce s inaktivovanym a rozdélenym virem

Vakcina proti pandemické chfipce H1N1

Vakcina proti chfipce 2012/2013

Vakcina proti chfipce s inaktivovanym a délenym virem
2015/2016 -

Inaktivované/povrchové antigeny proti chfipce v - 2014/2015
Vakcina proti chfipce 2013

Inaktivovana/povrchova antigenni vakcina proti chfipce -
2014/2015

L0362-1 [2017]
L0033-1 [2016]
A69CB550A [2009]
7601 [2004]

A70CA567A [2009]
A5329-6 [2009]

Ch-B.:30005999-B [2006]

AHBVB468BD [2009]
G79324 [2013]
N27430 [ 2018]

N402A47B 12 [2004]
H92709 [2015]
H20500 [2014]

G76673 [2014]
H99459 [2015]
H52269 [2015]
YA0163AB [2010]
A15083 [2017]

E83920 [2011]

3001463-01 [2009]
D9703-1 [2009]
J8401-1 [2013]
M7319-1 [2016]

0902401 [2010]

127002A [2013]
152803 [2016]
147302A [2015]
AFLUA789AA [2014]
142502 [2015]
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Nazev znacky, zemé

Vyrobni Sarze,

N Nazev distribuce Popis Datum vyprseni
platnosti

41  Gardasil Sanofi Pasteur MSD, Italie Vakcina proti HPV typu 6,11,16,18 NP01250 [2012]

42 Gardasil Sanofi Pasteur MSD, Itélie Vakcina proti HPV (typy 6,11,16,18) K023804 [2016]

43 Cervarix ﬁ;a"’(‘e"sm'thK""e Biological,  AntiHPV (typ 16,18) AHPVA238AX [2017]

44 Feligen CRP Virbac S.A. - Carros - Italie proti panleukopenii, infekéni rinotracheitidé a infekcim 3RAR [2013]

zpusobenym kalcivirem, veterinarni vakcina pro kocky

T able 2 Seznam ockovacich latek podle jejich vyrobcti s chemickym slozenim zbytki identifikovanych v jednotlivych vzorcich.
jsou zastoupeny

N  Spolecnost Nazev Hlinik Identifikované prvky
1 Allergopharma - Némecko Allergoid ano Al
2 Aventis Pasteur MSD Lyon - Francie ~ Typhim Vi ne BrKP, PbSi, FeCr, PbCISiTi
3 Baxter AG Tetabulin ne SiMg, Fe, SiTiAl, SBa, Zn
4 Berna Biotech Vivotif Berna ne FeAl, ZrAIHf, SrAl, BIAICI
5 Berna Biotech Inflexal V ne CuSnPbZn, Fe, CaSiAl, SiAl, NaPZn, ZnP, AISiTi
6 Chiron Anatetall Al(OH)3 FeAl, SZnBaAl
7 Chiron Morupar ne /
8 GlaxoSmithKline- Belgie Mencevax ACWY  ne FeCrNi, ZrAl, FeCrNiZrAISi
9 GlaxoSmithKline Infanrix Al(CH)3 Al AlTi, AISi
s — . SBa, FeCu, SiAl, FeSi, CaMgSi, AlCaSi, Ti, Au, SCa,

10  GlaxoSmithKline Biologicals Infanrix hexa AI(CH)3 SiAIFeSnCuCrZn, CaAIgi
11 GlaxoSmithKline Biologicals Infanrix hexa Al(OH)3 , AIPO4.2H20 W, FeCrNi, Ti
12 GlaxoSmithKline Typherix ne Ti, TiW, AISiTiWCr, SBa,W, SiAl, AISiTi
13 GlaxoSmithKline Priorix ne WCa, WFeCu, SiAl, SiMg, PbFe, Ti, WNiFe
14 GlaxoSmithKline Engerix-B ne Al (srazeniny)
15 GlaxoSmithKline Varilrix ne Fezn, FeSi, AISiFe, SiAlTiFe, MgSi, Ti, Zr, Bi
16  GlaxoSmithKline Fluarix ne glé:;;qu’ AIBi, Si, Sizn, AICuFe, SiMg, SBa, AICuBi, FeCrNi,
17  GlaxoSmithKline Biologicals Cervarix Al(CH)3 AISi, FeAl, SiMg, CaSiAl, Cazn, FeAlSi, FeCr, CuSnPb
18  Vakciny a diagnostika spole¢nosti Anatetall Al(CH)3 Al, FeCrNi, AICr, AlFe, BaS, ZnAl

Novartis
19  Vakciny a diagnostika spole¢nosti Dif-Tet-All AI(CH)3 Fe,SBa, SiSBa, AlZnCu, AliZnFeCr

Novartis
20  Vakciny a diagnostika spolecnosti Menjugatova AI(CH)3 SiAl,Ti,FeZn, Fe, Sb, SiAlFeTi,W, Zr

Novartis souprava

. ) ) N ) Fe, FeCrNiCu, FeCrNi, SiFeCrNi, Cr, SiAlFe, AISiTiFe, AlSi,

21 Vakcm_y a diagnostika spole¢nosti Focetria ne SiMaFe. Si. FeZn

Novartis gre, S,

. . Ca, Fe, SBa, SBazn, Cr, Si, Pb, Bi, e FeSIAICr, SiAISBaFe, CaAlSi,

22 Novartis Agrippal S1 ne Zn, CeFeTiNi, FeCrNi
23 Vakciny a diagnostika spole¢nosti Agrippal S1 ne SiAIK, Si, SiMgFe, CaSiAl, SBazn

Novartis
24 Vakciny Novartis Agrippal ne Cr, Ca, SiCaAl, ZrSi, SBa, Cuzn, SCa
25  Novartis Vaccines and Diagnostics S Fluad ne CaSiAl, FeSiTi, SiMgAlFe, SBa
26  Vakciny a diagnostika spolecnosti Menveo ne CaSiAl, SiAlFe, FeCrNi, Fe, Al, SBa

Novartis
27  Pfizer Prenevar 13 ne FeCr
28 Pfizer Prevenar 13 ne \évé’CgﬁgAﬁl\llz,eCa&AlFe, FeS, FeCr, FeCrNi, Fe, , CaP, FeTiMn,
29  Pfizer Meningitec - ctrl ne Cr, Si
30 Pfizer Meningitec - ctrl ne FeCrNi,W
31  Pfizer Meningitec ne CaSiAl, CaSi, SiAlFeTi, FeCrNi,W, Fe, Pb
32  Pfizer Meningitec ne Cr (precipitaty), Ca, AlSi
33  Pfizer Meningitec ne W, SiCa, CaSi, Pb, FeCrNi, Cr
34  Wyeth Pharmaceutical - Velké Britanie  Meningitec ne SiAlFe, SiAITi, SiMgFe,W, Fe, Zr, Pb, Ca, Zn, FeCrNi
35  Sanofi Pasteur MSD-France Vaxigrip ne Fe, FeCrNi, SiAlFe, AlSi, SiAlFeCr
36  Sanofi Pasteur MSD Stamaril Pasteur ne CaSiAl, AlSi, Fe, SiMgFe, SiMgAlFe, CrSiFeCr, CrSiCuFe
37  Sanofi Pasteur MSD Gardasil AIPO4. 2H20 AICuFe, PbBi, Pb, B, Fe
38  Sanifi Pasteur MSD Gardasil AIPO4. 2H20 CaAlISi, AlSi, SiMgFe, Al,Fe, AICuFe, FeSiAl, BiBaS,Ti, TIAISI
39  Sanofi Pasteur Vaxigrip ne Ca, CrFe, FeCrNi, CaSZn, CaSiAlTiFe, Ag, Fe
40  Sanofi Pasteur Vaxigrip ne SiMgFe, CaSiAl, AISiFe, AlSi,FeCr, FeZn, Fe
41 Sanofi Pasteur MSD Repevax AIPO4 .2H20 Bi, Fe, AISiFe, SiMg, SBa, Ca
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' Ti, Br, AuCuZn, Ca, SiZn, SiAuAgCu, SiMgFe, FeCrNi.
42 Sanofi Pasteur MSD S Repevax AIPO4.2H20 AISIMgTIMNCrFe, SiFeCrNi, FeAl
43 Sanofi Pasteur MSD M-M-R vaxPro ne Si, SlF(_aCer, FeCrNi,FeNi, Fe, SCa, AlSiCa, CaAlSiFeV, SBa, Pt,
PtAgBiFeCr
44 Virbac S.A. - Carros - Francie Feligen CRP ne Ca,SiAl
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T able 3 Seznam poctu necistot identifikovanych v kazdé vakciné jako jednotlivé Castice, shluky a agregaty. Charakterizace je provedena podle tvaru, rozsahu
velikosti a variability poctu €astic spocitanych v kazdém agregatu [v zavorkach].

. . , Rozsah Shluk Rozsah Agregat n. (rozsah Rozsah

Nazev Celkova sut'n. velikostiv  n. velikostiv ~ &astic) velikosti
mm mm mm

Allergoid Srazeniny NaCl / / / / /
Typhim Vi 394 0,1-2,5 3[9-350] Unor-35
Tetabulin 519 0,1-15 3[100-180] 25-60
Vivotif Berna 4 1,5-15
Inflexal V 103 0,1-17 1 20 3[35-45] 25. fijna
Anatetall 2 3. ledna
Morupar / / /
Mencevax ACWY 13 0,2-5
Infanrix 3 5. ledna 1 25
Infanrix hexa 1821 0,1-15 15[1820] 20-140
Infanrix hexa 162 0,37 12 60 2[7 odpadkd] 3.5-44
Typherix 8 0,2-8 1 15
Priorix 641 0,05-30 1 10 3[600] 20-70
Engerix-B srazi /
Varilrix 2723 0,14 36 [120-2000] 15-40
Fluarix 1317 0,1-40 3[83] 30. Cervence
Cervarix 1569 0,2-3 2 10. kvétna 4[1400] 30. srpna
Anatetall 47 0,05-40
Dif-Tet-All 111 0,2-3
Menjugate 73 0,156
Focetria 35 0,7-10
Agrippal S1 430 0,26 13 0.2-80 5[410] 20
Agrippal S1 1029 0,1-12 9[1025] 35-80
Agrippal 480 0,16 11[ 460] unor-80
Fluad 605 0,2-15 4 25-Dec 6[ 600] 70
Menveo 452 0,1-13 4[430] 30-110
Prenevar 13 srazky + 5 Ulomkd 7. ledna
Prevenar 13 srazky + 81 tlomku 0,2-50 3 Kvéten-40 1[60] 25
Meningitec 3 20. fijna
Meningitec 24 Aug-60
Meningitec 673 0,1-20 1 7 9[624] 5-110
Meningitec srazky + 40 0,1-3,5 2[40] 25-70
Meningitec 177 0,2-10 3[165] 15-100
Meningitec 241 0,1-15 1 50 2[230] 50
Vaxigrip 86 0,1-7 2[50] 2-25
Stamaril Pasteur 152 0,1-7 2 7. kvétna 3[145] 20. dubna
Gardasil 304 0,05-3 1[300] 15
Gardasil 454 0.1-30 2 20. Cervence 9[445] Kvéten-60
Vaxigrip 304 0,1-10 1 13 2[300] 35
Vaxigrip 674 0,3-25 2 12. Unora 10[660] 9-150
Repevax 137 0,1-20 2[130] 40-50
Repevax 214 0,1-10 6[150] 30. kvétna
M-M-R vaxPro 93 0,1-15 2[50] 15. fijna
Feligen CRP 92 0,1-12 1 12 1 (40 trosek) 25

Cilem studie bylo ovétit moznou fyzikalni kontaminaci. Za timto
ucelem jsme provedli novy druh zkoumani zalozeny na pozorovani
pod rastrovacim elektronovym mikroskopem s polni emisni pistoli
(FEG-ESEM, Quanta 200, FEI, Nizozemsko) vybavenym
rentgenovou mikrosondou energetického disperzniho spektroskopu
(EDS, EDAX, Mahwah, NJ, USA), abychom zjistili moznou
pfitomnost anorganickych kontaminujicich c¢astic a urcili jejich
chemické slozeni.

Na celulézovy filtr o priméru 25 mm (Millipore, USA) v
prutokové skiini se z injekéni stfikacky uvolni kapka vakciny o
objemu piiblizné¢ 20 mikrolitri. Filtr se poté umisti na hlinikovou
stopku.

pokryté lepicim uhlikovym kotoucem. Vzorek se ihned vlozi do Cisté
krabicky, aby se zabranilo jakékoli kontaminaci, a krabicka se znovu
otevie pouze pro vlozeni vzorku do komory FEG-ESEM. Zvolili
jsme tento konkrétni typ mikroskopu, protoZze umoziiuje analyzovat
vodnaté a olejnaté vzorky v nizkém vakuu (od 10 do 130 Pa) pfi
vysokeé citlivosti.

Kdyz se voda a solny roztok, které vakcina obsahuje, odpaii,
objevi se na filtru biologické/fyzikalni slozky, které je pak mozné
pozorovat. Tento typ mikroskopu (pozorovani pii nizkém vakuu)
zabrainuje mozné kontaminaci vzorku a vzniku artefaktl. Pozorovani
se provadi pomoci riznych senzort
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(SE: senzor sekundarnich elektroni a BSE: senzor zpétné
rozptylenych elektroni) a provadeji se pii tlaku 8,9 e-1 mbar a
energii v rozmezi 10 az 30 kV, aby se zjistila velikost ¢astic, jejich
morfologie a prvkové slozeni. Metoda jasné identifikuje anorganicka
télesa s vyssi atomovou hustotou (vypadaji bélejsi) nez biologicky
substrat. Organické entity jsou tedy viditelné a snadno odlisitelné od
anorganickych. Metoda nedokdze rozlisit bilkoviny a organické
pfimé&si (napft. skvalen, glutamat, bilkoviny atd.) nebo viry, bakterie,
DNA bakterii, endo-toxiny a odpad bakterii, ale jejich relativné
nizka atomova hustota nam umoznuje identifikovat tyto entity jako
organické latky. V nékterych vakcinach obsahuje organicka hmota
bile vypadajici zbytky pojmenované agregaty, zatimco vysoka
koncentrace nebo anorganické zbytky se nazyvaji shluky.

Obrazek 1 Krystaly solného roztoku a fosforecnanu hlinit¢tho a
odpovidajici EDS spektra.

Obrazek 2 Obrazky jednotlivych &astic, shluka mikro¢astic a nanocastic
(<100 nm) a agregatu s jejich EDS spektry. Jsou slozeny z (a,b) hliniku,
ktemiku, hoi¢iku, titanu, chromu, manganu, zeleza, (c,d) zeleza,
kiemiku, vapniku titanu, chromu, (e,f) hliniku, médi. Sipky ukazuji body,
kde byla poiizena spekira EDS.

b
w
Fe | .
d
w
Fe 1 A

Obrizek 3 Obrazky wolframovych castic identifikovanych v kapkach
piipravk Prevenar a Infarix. Jsou slozeny z wolframu, hliniku a Zeleza, ale
v riiznych koncentracich. Sipky ukazuji body, kde byla potizena spektra
EDS.
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Jednotlivé anorganické cCastice nebo organicko-anorganické
agregaty se identifikuji, vyhodnoti a spocitaji. Postup pocitani je
tiikrat opakovan tfemi riznymi operatory s chybou nizsi nez 10 %.
Pii zjisténi vrstvy soli (chlorid sodny nebo hlinity) situaci
zaznamename, ale neprovadime pocitani téles.

Vysledky

Settenim bylo ovéteno fyzikilné-chemické sloZeni uvaZzovanych
vakein podle anorganické slozky deklarované vyrobcem. Podrobné
jsme ovéfili pritomnost fyziologického roztoku a hlinitych soli, ale
dale byla ve vSech ptipadech zjisténa pfitomnost mikro-, submikro- a
nanomikroskopickych anorganickych cizich téles (v rozmezi od 100
nm do piiblizné deseti mikrometril), jejichz pfitomnost nebyla
deklarovana v ptibalovych letacich dodévanych v baleni vyrobku
(tabulka 2).

Obrazek la ukazuje vrstvu krystali chloridu sodného (NaCl), do
které jsou vlozeny soli fosforecnanu hlinit¢ho (AIPO4 ) v kapce
Gardasilu (anti-HPV vakcina spolecnosti Merck), jak ukazuje
spektrum EDS (obrazek 1b). Fyziologicky roztok je tekutym
zakladem kazdého vakcina¢niho pifipravku a soli hliniku nebo
hydroxid hlinity AI(OH)3 jsou adjuvans, ktera se obvykle pridavaji.

Pfi pohledu na oblast mimo tyto precipitaty, ale uvniti kapky
kapaliny, jsme identifikovali dalsi véci: jednotlivé castice, shluky
Castic a agregaty (organicko-anorganické kompozity), které jsou
zpusobeny interakci anorganickych castic s organickou cCasti
vakciny.

Obrazky 2a-2f ukazuji rizné typologie entit identifikovanych ve
vakcinach (Repevax, Prevenar a Gardasil); jednotlivé ¢astice, shluky
mikro- a nanocastic (<100 nm) a agregaty s jejich spektry EDS
(obrazky 2d-2f). Obrazky (Obrazek 2a a 2d) ukazuji zbytky hliniku,
ktemiku, hot¢iku a titanu; ¢astice zeleza, chromu, kfemiku a vapniku
(Obrazek 2b a 2e) uspotadané do shluku a zbytky hliniku a médi
(Obrazek 2c a 2f) v agregatu.

Jak je patrné, ¢astice jsou obklopeny a zapustény do biologického
substratu. Ve vSech analyzovanych vzorcich jsme identifikovali ¢astice
obsahujici: (Typhym, Cervarix, Agrippal S1, Meningitec, Gardasil)
nebo nerezovou ocel (Mencevax, Infarix Hexa, Cervarix. Anatetall,
Focetria, Agrippal S1, Menveo, Prevenar 13, Meningitec, Vaxigrip,
Stamaril Pasteur, Repevax a MMRvaxPro).

Obrazky 3a-3d ukazuji castice wolframu identifikované v
kapkach Prevenaru a Infarixu (hlinik, wolfram, chlorid vépenaty).

Obrazky 4a-4d predstavuji jednotlivé zbytky nalezené v Repevaxu

(kfemik,
Zlato, stiibro) a Gardasil (zirkonium).

Byly také identifikovany nékteré kovové ¢astice z wolframu nebo
nerezové oceli. Byly nalezeny i dalsi ¢astice obsahujici zirkonium,
hafnium, stroncium a hlinik (Vivotif, Meningetec); wolfram, nikl,
zelezo (Priorix, Meningetec); antimon (Menjugate kit); chrom
(Meningetec); zlato nebo zlato, zinek (Infarix Hexa, Repevax) nebo
platinu, stfibro, vizmut, Zelezo, chrom (MMRvaxPro) nebo olovo,
vizmut (Gardasil) nebo cer (Agrippal S1). Jediny wolfram se
objevuje v 8/44 vakcinach, zatimco chrom (samostatné nebo ve
slitiné se Zelezem a niklem) v 25/44 vakcinach. Zkoumani ukazala,
ze nekteré Castice jsou zapuStény do Dbiologického substratu,
pravdépodobné proteint, endo-toxinti a zbytkd bakterii. Jakmile se
Castice dostane do kontaktu s bilkovinnymi tekutinami, dochazi k
nano-bio-interakci® a vznika "proteinova korona".’”!® P¥i nano-bio-
interakci vznika sloucenina vétSich rozméri, ktera neni biologicky
odbouratelnd a mize vyvolat nezadouci ucinky, protoze ji télo
nerozpozna jako vlastni.
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Obrazek 4 Obrazky ukazuji priklady nano biointerakce. Agregat (a,b)
identifikovany v piipravku Gardasil obsahuje nanoc¢astice chloru, kiemiku,
hliniku, zirkonia, zatimco zbytky nalezené v ptipravku Repevax obsahuji
kiremik, zlato, stiibro (c,d). sipky ukazuji body, kde byla potizena spektra
EDS.
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Na obrazku 5 jsou zobrazeny castice obklopené organickou
slou¢eninou. Jsou slozeny z olova (a,b), zeleza, chromu, niklu (nerezova
ocel; ¢,d), médi, cinu, olova (e,f).Sipky ukazuji body, kde byla potizena
spektra EDS.

Obrazky 5a-5f ukazuji ptiklady téchto nano-bio-interakci. Lze
pozorovat agregaty (stabilni kompozitni Utvary) obsahujici Castice
olova v pfipravku Meningitec (obrazky 5a a 5b), nerezové oceli
(zelezo, chrom a nikl, obrazky 5c¢ a 5d) a médi, zinku a olova v
ptipravku Cervarix (obrazky Se a 5f). Podobné agregaty, i kdyz v
jinych situacich (pacienti trpici leukémii nebo kryoglobulinémiti), jiz
byly v literatuie popsany.

Spojeni mezi témito dvéma entitami vytvaii rozklad proteint,
ktery mlze vyvolat autoimunitni G¢inek, jakmile jsou tyto proteiny
injikovany lidem.

Obrazky 6a a 6b ukazuji jedno z cizich t¢les identifikovanych u
Agrippal. Castice se skladé z ceru, Zeleza, titanu a Zeleza.
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Nikl. (Obrazek 7a a 7b) predstavuji oblast Repevaxu, kde je jasné
patrna morfologie ¢ervenych krvinek - nelze ur€it, zda se jedna o
lidské nebo zviteci krvinky.

Obrazek 6 ukazuje organicky agregat obsahuijici ulomky z ceru, zeleza, niklu a
titanu. Cervena sipka oznacuje organickou vrstvu (méné atomarng hustou),

Obrazek 7 Obrazek oblasti v kapce Repevaxu, kde byla identifikovana
morfologie ¢ervenych krvinek (¢ervené sipky). Nelze urcit, zda jsou lidského
nebo zvifeciho puvodu. Mezi zbytky fyziologického roztoku a fosforecnanu
hlinit¢tho jsou piitomny zbytky (bilé Sipky) slozené z hliniku, bromu,
kiemiku, drasliku,titanu.

FelgenCHP o

LEERR acPro -
Fepra:  m—
Papea: s

igrip

Particle identified in the vaccines

Obrazek 8 Graf mnozstvi necistot identifikovanych v kapce o objemu 20

mikrold.
kazdou vakcinu.

Tabulka 3 shrnuje pocet a morfologii identifikovanych necistot, a
to v podob¢ jednotlivych castic, shlukti castic nebo agregati
(organicko-anorganickych sloucenin), zatimco obrazek 8 ukazuje
graf ziskany vypoctem celkového poctu Castic (Castice plus shluky
plus agregaty) identifikovanych pro 20mikrol kazdé vakciny.

Podobné agregaty popsali jiz jini védci, ktefi je identifikovali v
kevi napf. u pacientd s leukémii’® a u osob postizenych
kryoglobulinémif.!®

Ne vsechny analyzované vakciny obsahuji stejnou kontaminaci,
ackoli stejna vakcina patfici do rtznych Sarzi a v nékterych
piipadech pochazejici z riznych zemi mize obsahovat podobnou
kontaminaci (napf. vakciny Glaxo Infarix, Typherix a dalsi).
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Priorix obsahuje wolfram. Wolfram byl rovnéz identifikovan v
soupravé Menjugate od spolecnosti Novartis a v piipraveich
Prevenar, Meningitec od spolecnosti Pfizer a Meningitec od
spole¢nosti Wyeth).

Feligen, jedina testovana veterinarni vakcina, se ukazal byt
jedinym vzorkem bez anorganické kontaminace, zatimco Allergoid
vytvari tak silnou vrstvu anorganickych soli, ze neumoziuje detekci
jinych ¢asticovych kontaminantd.

Diskuse

Mnozstvi zjisténych cizich téles a v n€kterych ptipadech i jejich
neobvyklé chemické slozeni nas zmatlo. Zjisténé anorganické ¢astice
nejsou ani biokompatibilni, ani biologicky odbouratelné, to znamena,
Ze jsou biopersistentni a mohou vyvolat ucinky, které se mohou
projevit bud’ bezprostfedné v blizkosti doby podani injekce, nebo po
urcité dobé od podani. Je dilezité si uvédomit, ze Castice (krystaly,
nikoliv molekuly) jsou télesa cizi organismu a jako takova se chovaji.
Konkrétnéji feceno, jejich toxicita je v n€kterych ohledech odlisna
od toxicity chemickych prvki, které je tvofi, a ptidava k této
toxicite, ktera je v kazdém pripadé stale pfitomna, toxicitu typickou
pro cizi télesa. Z tohoto diivodu vyvolavaji zanétlivou reakci.

Po injekci mohou tyto mikrocastice, nanocastice a agregaty zustat
v okoli mista vpichu a vytvafet otoky a granulomy.!” Mohou vsak
byt také prenaSeny krevnim ob&éhem a vymykaji se jakymkoli
pokusim odhadnout, co bude jejich koneénym cilem. Domnivame
se, ze v mnoha piipadech se dostanou do celého téla, aniz by
zpusobily jakoukoli viditelnou reakci, ale je také pravdépodobné, ze
za urcitych okolnosti se dostanou do nekterého organu, zadny
nevyjimaje a vcetné mikrobioty, v pfiméfeném mnozstvi. Jak se
stava se vSemi cizimi télesy, zejména tak malymi, vyvolavaji
zanétlivou reakei, ktera je chronicka, protoze vétSina téchto Castic
nemize byt rozlozena. Kromé toho muze protein-korona efekt (v
disledku nano- bio-interakce!® vytvafet organické/anorganické
kompozitni Castice schopné stimulovat imunitni systém nezadoucim
zpisobem.'*?2 Nelze nedodat, Ze Castice velikosti Gasto pozorované
ve vakcinach mohou pronikat do bunéénych jader a interagovat s
DNA.%

V nékterych piipadech, napt. u Zeleza a nékterych slitin Zeleza,
mohou korodovat a korozni produkty plisobi toxicky na tkang.>#26

Zjisténi ptitomnosti hliniku a soli NaCl je zfejmé, protoze se
jedna o latky, které vyrobci pouzivaji a deklaruji jako slozky, ale jiné
materialy by ve vakcing ani v zddném jiném injekénim lé¢ivu byt
nem¢ély, a hlinik byl v kazdém piipadé jiz spojovan s neurologickymi
onemocnénimi.?’-%

Vzhledem ke kontaminaci, kterou jsme pozorovali ve vsech
vzorcich vakcin pro humanni pouZiti, jsou nezadouci Géinky po
podani téchto vakcin mozné a vérohodné a maji charakter
nahodnosti, protoze zavisi na tom, kam se kontaminanty dostanou
krevnim ob&hem. Je pouze ziejmé, ze podobné mnozstvi téchto
organismy, jako jsou organismy déti. Jejich pritomnost ve svalech by
v dtsledku extravazace z krve mohla silné naruSit funkcnost
sval. 303!

Pii studiu pfipadd kontaminace Zzivotniho prostiedi zpusobené
riznymi zdroji zneCiSténi se setkavame s Casticemi s chemickym
slozenim podobnym tém, které jsme nalezli v analyzovanych
vakcinach. Za vétSiny okolnosti jsou zjisténé kombinace velmi
zvlastni, protoze nemaji zadné technické vyuziti, nelze je nalézt v
zadné piiru¢ce materiald a vypadaji jako vysledek nahodného
vzniku, ke kterému dochazi napiiklad pfi spalovani odpadu. V
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kazdém ptipade, at’ uz je jejich ptivod jakykoli, mély by se
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zejména ty, které jsou urceny pro kojence.

V posledni dob¢ byly pozorovany dalsi formy dosud neznamé
kontaminace a vakciny v kazdém piipadé obsahuji slozky, které
by samy o sob&é mohly byt pfi¢inou nezddoucich ucinkd. V
toxikologii je dobfe znamo, ze kontaminujici latky pisobi
vzajemn¢ synergicky a s rostoucim poctem kontaminujicich latek
jsou UCinky stale méné predvidatelné. Tim spiSe, kdyz jsou
nekteré latky nezndmé.

Ve skuteCnosti neexistuji zadné vycerpavajici a spolehlivé
oficialni udaje o vedlejsich ucincich ockovani. Epizodické
dikazy, které uvadéji lidé udajné poskozeni vakcinami, jsou
dvojiho druhu: néktefi tvrdi, Ze k poskozeni doslo a projevilo se
béhem nékolika hodin po podani, a né&ktefi tvrdi, Ze to byla
zalezitost  nékolika  tydni.  Ackoli nemame  zadné
nezpochybnitelné dikazy o spolehlivosti téchto svédectvi,
mizeme piedlozit hypotézu, ktera by tyto rozdilné jevy
vysvétlovala. V prvnim ptipadé se skodliviny obsazené v droze
dostaly do mozku a v zavislosti na zainteresovaném anatomickém
misté¢ vyvolaly reakci. Pokud tomu tak je, je cely jev velmi
rychly. Za druhé okolnosti se skodliviny dostaly do mikrobioty,
¢imz narusily produkci enzyml nezbytnych k provadéni
neurologickych funkei.3?35 Tato moZnost vyzaduje Cas, protoze
zahrnuje produkci chemickych slouc¢enin v dostate¢ném
mnozstvi, a je rozumné, ze mezi injekci a klinickym dukazem
uplyne nékolik tydnd. Samoziejmé, ze nase hypotéza neni ni¢im
jinym nez hypotézou otevienou k diskusi a potiebujici dikaz,
doufame, ze bude piipusténa moznost dal§iho zkoumani.

Zaver

Provedené analyzy ukazaly, ze ve vSech kontrolovanych
vzorcich vakcin se nachazeji biokompatibilni a biologicky odolna
cizoroda télesa, ktera nejsou deklarovana vyrobcei a proti kterym
organismus v kazdém piipadé reaguje. Toto nové Setfeni
pfedstavuje novou kontrolu kvality, kterou lze pfijmout pro
posouzeni bezpecnosti vakciny. NaSe hypotéza je, Ze tato
kontaminace je netimyslnd, protoze je pravdépodobné zpuisobena
zneCiSténymi slozkami nebo postupy prumyslovych procest
(napft. filtraci) pouzivanych pii vyrobé vakcin, které Vyrobci
nezkoumali a nezjistili. Pokud by nase hypotéza skute¢né platila,
dikladna kontrola pracovist a Uplna znalost celého postupu
piipravy vakcin by pravdépodobné umoznila problém odstranit.

Dalsi purifikace vakcin by mohla zlepsit jejich kvalitu a
pravdépodobné by mohla snizit pocet a zavaznost nezadoucich
vedlejsich ucinku.
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