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IMMUNIZZAZIONE E VACCINAZIONE @)

Immunizzazione e il processo attraverso il quale una persona e

resa immune o resistente a una malattia infettiva, normalmente
attraverso la somministrazione di un vaccino. | vaccini stimolano |
il sistema immunitario del proprio organismo a proteggere la ¥V =
persona dalle successive infezioni o malattie. (definizione WHO) Vb

Vaccinazione: Iniezione di un organismo infettivo ucciso o
attenuato con lo scopo di prevenire la malattia
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Un vaccino e una preparazione biologica che migliora I'immunita
contro una particolare malattia.

Un vaccino tipicamente contiene un agente che assomiglia ad un
microrganismo che causa la malattia, ed e spesso costituito da
forme indebolite o uccise del microbo, dalle sue tossine o
proteine di superficie.

L'agente stimola il sistema immunitario del corpo in modo che sia
in grado di riconoscere I'agente come estraneo, di distruggerlo e
"ricordarlo”, cosi il sistema immunitario sara in grado di
riconoscere e distruggere piu facilmente qualsiasi di questi
microrganismi che incontrera successivamente. (definizione
WHO)
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| vaccini sono costituiti da:
1. Antigeni

2. Adiuvanti

3. Conservanti

4. Eccipienti

Possono contenere
(residui di lavorazione e contaminazioni) chimiche, biologiche
ed elementari
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Adjuvant Composition Major Immune Effects
{vaceines where used) Component Origin Other Uses
Aluminum (D, T, pertussis, IPV, . . Lo
Medicines, Increases local inflammation, improves

hepatitis A & B, HPV, Aluminum as salts mixed with antigen

Naturally occurring present in soil, water, air

cosmeties, food

antigen update by APCs. Acts Lo increase

meningococeal and adsorption
e (adsorption) industry antibody production
pneumococcal)
» Vesicles where influenza antigens in aqueous = . )
Virosomes (Hepatitis and o Natural phospholipids, Seasonal influenza Increases uptake by APCs. May interact
volume are enclosed within a standard ) None ) ) i
mfluenza) o ) glycoproteins with B cells leading to T-cell activation.
phospholipid cell membrane bilayer
(3-deuacyl-monophosphoryl lipid A) derived . .
. Natural exposure lo LPS from Gram-negative Direetly stimulates TLR-4 increasing
AS04 (Hepatitis B, HPV) from LPS from Safmonella Minnesota, i None )
bacteria oceurs frequently APC maturation and Thl responscs.
Aluminum salts
® Animal source (shark liver oil). Found naturally in ) Increases APC recruitment and
MF59~ (Influcnza-scasonal and ) ) B . ) Cosmectics, o )
. Squalenc human tissucs: adipose tissucs, skin, arterial walls, o activation. Promotes antigen uptake and
pandemic) moisturizers o
skeleton, muscles, lymph nodes migration of cells to lymph nodes.
¢ Vitamin
s Usedin
foods, eye
» Vitamin E {a-Tocopherol) » Naturally oceurring in humans. droms &
]
) . i P Promotes local production of cytokines
AS03 (Influenza-pandemic) + Surfactant polysorbate 80 +  Surfactant and emulsifier intravenous ) .
o and recruitment of innate cells.
= 1 ]
+ Squalenc +  Animal source (shark liver oil). Sec above mmyections
* Naturally
OCCUITINg.
Sec above
Thermo-reversible oil-in-water . . ) Naturally eccurring.
) Squalenc Animal source (shark liver oil). See above Not reporled
(Influenza-pandemic) Sec above
1SAS1 (therapeutic vaceine Mineral oil DRAKEOL 6 VR Surfactant ) ) o i . i
Relined mineral oil of vegelable origin Food industry Strongly immunogenic

NSCLC) mannide-mone-oleate

D = diphtheria, T = tetanus, [PV = mactivated poliomyelitis vaceine, HPV = human papilloma virus, LPS = lipopolysaccharide, APC = antigen presenting cells, TLR = toll-like receptor, NSCLC = non-small

cell lung cancer, MPL = monophosphoryl lipid A.



ALLUMINIO ADIUVANTE

1 mg di Al*3 per via iniettiva (Infanrix hexa + Prevenar 13)
equivale a circa 300 mg per via orale

Ad oggi mancano studi tossicologici sull’alluminio adiuvante
per via iniettiva somministrato nella fascia di eta pediatrica.
Studi effettuati in vitro e sugli animali confermano la
neurotossicita, genotossicita e immunotossicita
dell’alluminio.

«l'uso di idrossido di alluminio e fosfato di alluminio nei
vaccini come adiuvanti (usati per migliorare la risposta
immunitaria) @ ormai consolidato da molti anni.

Una valutazione finale della sicurezza della nuova
formulazione del vaccino puo essere condotta solo sulla base
di studi clinici.»

Studio citato da EMA, FDA e OMS sulla tossicologia
dell’alluminio:

Vaccine. 2011 Nov 28;29(51):9538-43.
Updated aluminum pharmacokinetics following infant

exposures through diet and vaccination.
Mitkus RJ', King DB, Hess MA, Forshee RA, Walderhaug MO.
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il Blood-brain barrier (BBB)
¥ Absorbed

‘ Al3+
Aluminum rapidly
99.7% eliminated excreted in urine
in feces
MFs with aluminum pass through
BBB. MFs are a "Trojan Horse" that
carries aluminum into the brain
Vaccine
injected

into muscle

Aluminum nanoparticles Small fraction of
nanoparticles Al in urine
(AIOH/AIPO4)



IMPUREZZE NEI VACCINI ANALIZZATI ) oo o

VACCINI ESAMINATI:

CONTAMINAZIONI CHIMICHE-PROTEICHE: presenza di noti e non noti (70-
80%) in quantita non residuale (contaminazioni provenienti dalle materie prime e cross-
contaminazioni da altri processi produttivi, tossine derivate dal processo di produzione:
potenzialmente tossici e/o cancerogeni). provenienti dalle linee cellulari (umane,
di pollo, batteriche: allergeniche e/o autoimmunitarie)

CONTAMINAZIONI BIOLOGICHE: retrovirus endogeni (potenzialmente cancerogeni e
autoimmunitari)

RESIDUI DI LAVORAZIONE: fetale umano, DNA/RNA embrionale di pollo, DNA/RNA dei
frammenti L1 del papilloma virus
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Il dossier fa parte del documento tecnico comune (CTD) e i dettagli di fabbricazione sono inclusi nel
Modulo 3. Va notato che la maggior parte delle informazioni del Modulo 3 é considerata
commercialmente riservata e I'agenzia non é in grado di rilasciare questo su richiesta di una terza

parte.

Sebbene non si applichino specifici limiti uniformi per la maggior parte delle sostanze elencate nella
richiesta, vi sono requisiti per le avvertenze nell'etichetta del prodotto in specifiche circostanze per
un certo numero di sostanze.

Si consiglia di consultare le Schede di sicurezza dei materiali per queste sostanze per ottenere
informazioni sui loro livelli tossici. Il sito Web dell' Autorita europea per la sicurezza alimentare
(EFSA), puo anche fornire informazioni utili sui livelli tossici di tali sostanze in caso di ingestione
orale.
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Priorix tetra: Human endogenous retrovirus K, Avian leukosis virus, HERV-H/env62

Hexyon: Fago del tetano, Vettori utilizzati per il clonaggio

Gardasil 9: Molluscum contagious virus, Fagi, Murine leukemia virus, Human endogenous retrovirus
K, Lievito e i suoi virus

Il rischio di contaminazione virale e una caratteristica comune a tutti i prodotti biotecnologici
derivati dalle linee cellulari. Tale contaminazione potrebbe avere e puo
derivare dalla contaminazione delle stesse linee cellulari di origine (substrati cellulari) o
dall'introduzione accidentale del virus durante la produzione.

Deve essere dimostrato che qualsiasi virus o particella virale nota per essere presente nel brodo di
coltura é stata effettivamente inattivata o rimossa durante il processo a valle
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PRIORIX TETRA: DNA totale:

(DNA/RNA fetale umano proveniente dalla linea
cellulare MRC-5). Quantita di DNA tale da renderlo ingrediente principale del vaccino.

Sequenziamento genomico della linea cellulare: riscontrato

ESEMPIO DI GENOMA ‘NORMALE’
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ONCOGENICITA: la capacita di un agente acellulare - come un agente chimico, un virus, un acido
nucleico virale, un gene virale o elementi subcellulari - di causare la formazione di tumori nelle
cellule normali di un animale.

| tumori che si presentano in un test di tumorigenicita contengono cellule derivate dalle cellule
inoculate

TUMORIGENICITA: la capacita di una popolazione cellulare inoculata in un modello animale di
produrre un tumore mediante proliferazione nel sito di inoculazione e / o in un sito distante
mediante metastasi

I tumori che si presentano in un test di oncogenicita sono derivati dall'ospite.
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«secondo la Farmacopea Europea, le linee di cellule diploidi MRC-5
non sono tumorigeniche, come dimostrato da decenni di uso e
controllo, e pertanto non si applica un limite massimo per il DNA
di cellule MRC-5».

* Jacobs JP. Updated results on the karyology of the WI-38, MRC-
5 and MRC-9 cell strains. Developments in Biological
Standardization, , 37:155-156.

* Jacobs JP et al. Guidelines for the acceptability, management
and testing of serially propagated human diploid cells for the
production of live virus vaccines for use in man. Journal of
Biological Standardization, , 9:331-342.

* Petricciani JC et al. Karyology standards for rhesus diploid cell
line DBS-FRhL-2. Journal of Biological Standardization, :
4:43-49.

» Schollmayer E et al. High resolution analysis and differential
condensation in RBA-banded human chromosomes. Human
Genetics, , 59:187-193.

* Renne M. Chromosome preparation and high resolution
banding techniques: a review. Journal of Dairy Science, .
72:1363-1377.

La letteratura di riferimento, per sostenere che le cellule diploidi
impiegate per la produzione di vaccini sono sicure dal punto di
vista della stabilita genetica, & obsoleta. Gia 40 anni fa (1976)
erano state riscontrate le prime anomalie genetiche, ritenute
trascurabili per la sicurezza dei vaccini, e da quanto riportato nella
linea guida OMS da allora non sono piu stati fatti aggiornamenti
con le nuove tecnologie di sequenziamento, in particolare in NGS,
peraltro economica e rapida, con la conseguenza che nei vaccini
somministrati
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iniettare i nostri bambini con contaminazioni di DNA fetale umano comporta il rischio di causare
due patologie consolidate:

il DNA fetale umano si incorpora nel DNA del bambino causando
mutazioni. La terapia genica che utilizza la ricombinazione omologa di piccoli frammenti ha
dimostrato che quantita tanto piccole quanto 1,9 ng/mL di frammenti di DNA risultano
nell'inserzione nel genoma di cellule staminali nel 100% dei topi iniettati. I livelli di frammenti di
DNA fetale umano nei nostri bambini dopo la vaccinazione con vaccini MMR, VARIVAX (varicella)
o epatite A raggiungono livelli superiori a 1,9 ng / ml.

il DNA umano fetale stimola la reazione del sistema immunitario ad attaccare
il corpo del bambino/della bambina.
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Not only do primitive human cells
take up DNA into the nucleus, the
DNA is also readily inserted into the
genome.

Table 2: DNA uptake in Various Cell lines
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MUTATE HUMAN STEM CELLS? \

Human stem cells do not survive in culture

7 v S i AE e, without supplements unless a mutation event occurs.
undiluted vaccine cocktail treated
wells have higher metabolic activity

Day 80, stem cells Day 80, Vaccines &

Starting Stem Cells die off stem cells
WST-8 Prolifertion Assay of Vaccine Treated CD34+ Cells

W Cocktail mVarivax W *Ara-C Water

o
8

CD34 CD3¢
Stem Cells

Ahsorbance (OD)

o o =] o
=3 w =y v
8 8 8 8

=)
8

Undiluted 1:10 Dilution 1:50 Dilution 1:100 Dilution

*1mM *0.1mM *0.01mM *0.001mM

Treatment
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COULD FETAL MANUFACTURED VACCINES éPSpAURlﬁPc(;IﬁQIgE B reocnazione
MUTATE HUMAN STEM CELLS? -

Cell-free RNA m 79 Cell-free DNA

Immune reactivation by cell-free
fetal DNA in healthy pregnancies re-
purposed to target tumors: novel
checkpoint inhibition in cancer

therapeutics ¢ 5=
E. Enniga et al Front. Immunol., 26 August 2015 . \ . // (‘ Y |
TCR il s Yt
Inflammatory / S— \4}
Dysregulation of TLR9 in neonates | i 1Lre ¥ B cell activation
leads to fatal inflammatory disease il & migration A 5

driven by IFN-y
Alison G. et al
PNAS February 11, 2020 117 (6) 3074-3082
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Risposta locale e sistemica delle cellule
immunitarie al danno acuto o cronico del SNC.

In situazioni neuroinfiammatorie, sia acute (parte
superiore) che croniche (parte inferiore), il danno
parenchimale del SNC (linea nera) porta

. In risposta al danno acuto del sistema
nervoso centrale,

Quando tale risposta non viene risolta, puo portare a
neuroinflammazione cronica, associata a tossicita
crescente e morte neuronale, come nel caso delle
malattie neurodegenerative croniche; la mancanza di
risoluzione riflette il reclutamento insufficiente di
cellule immunitarie che risolvono l'infiammazione
sistemica nel sistema nervoso centrale.
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Resolution of neuroinflammation
and tissue restoration
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Frammenti L1 del genoma

.del papillorpa virus. Sono stati sequenziati _ _ Self Assembly of L1 Proteins
i frammenti L1 18, 16, 6. Human Papillomavirus

Le implicazioni legate alla presenza di L1 Penton

questi frammenti sono quelle gia L1 Molecule éﬁ\

riportate dal prof. Lee nelle sue / o

(8

pubblicazioni, e cioé che la presenza
dell’alluminio ne stabilizza la
degradazione, potenziando la capacita di
attivare una potente risposta
inflammatoria a lungo termine e di essere

trasportati attraverso il sistema linfatico
nei macrofagi in vari distretti
dell’'organismo.

\VAVAV S
L1 Coding Region
«La presenza di questi frammenti di DNA
e prevista, non rappresenta un rischio per
i destinatari del vaccino e non costituisce

un fattore di sicurezza» Yeast Viral-Like Particle (VLP)
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Nei vaccini contenenti alluminio

RISPOSTA IMMUNITARIA UMORALE

£ \
all citoching

adiuvante si é notata la presenza di S R
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EFFICACIA

Nel genoma della sono state individuate

rispetto al genoma di riferimento utilizzato per I'analisi (genoma vaccinale Jeryl-
Lynn), la maggior parte localizzate nel gene-NP (proteina del nucleocapside) e
aventi impatto basso sulla proteina (varianti sinonime, cioé che non portano ad
un cambio amminoacidico) o moderato (varianti ‘missense’ cioe che portano ad
un cambio aminoacidico, ovvero a mutazioni non sinonime) nella proteina
codificata. Dal confronto tra le varianti minori della parotite trovate nei due lotti
emergono

Nel genoma della sono state individuate 245 varianti rispetto
al genoma di riferimento utilizzato per I'analisi (genoma selvatico del ceppo
Dumas). Di queste varianti, 154 sono varianti ‘maggiori’ rispetto al virus
selvatico supportate dalla totalita delle sequenze che coprono il sito polimorfico,
mentre le restati 91 sono varianti minori

modificazioni nella sequenza genomica di un virus non necessariamente hanno
un impatto sulle determinanti antigeniche necessarie per stimolare la risposta
immunitaria desiderata nell'uomo

efficacia: vaccino-resistenza
sicurezza: reversione della virulenza e maggiori complicazioni dall’infezione
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Gardasil 9

Antigeni

Contaminanti
chimici candidati
(segnali)

Tossine chimiche
candidate

Contaminanti
proteici

Contaminanti
peptidici liberi

Non sono stati identificati gli antigeni
proteici (nessuno di essi).

Presenza di una macromolecola insolubile
e indigeribile che non e stato possibile
sequenziare.

Analisi MALDI-TOF della macromolecola:
non é stato possibile studiarla perché ha
inglobato la matrice dell'analisi.

Comportamento “prionico”? da
approfondire in futuro.

65 (35% noto)
PEG, acido formico

no

16

Alluminio paria 723,5 pg + 130 pg / dose
Altri metalli sotto i 5g/dose

Sono stati identificati e sequenziati
solo 3 antigeni proteici su 6. (sono
stati identificati i tossoidi del tetano,
difterite e pertosse)

Comportamento “prionico”?

(gli antigeni si aggregano e
precipitano nel tempo diventando
insolubili): da approfondire in futuro.

216 (30% noto)

16

no

no

Alluminio pari 546 pug + 98.5 pg /
dose
Altri metalli sotto i 5g/dose

Sono stati identificati (e sequenziati)
solo 3 dei 4 virus attenuati: la rosolia
e stata rilevata in bassissimo numero
di copie (insufficiente).

Dal sequenziamento: i virus della
varicella, parotite e morbillo
presentano delle mutazioni che

rendono dubbia l'efficacia del vaccino.

(quasi-specie)

115-173 (29-43% noti)

no

Sarcoplasmin calcium-binding
protein, Actina e Vimentina

no

Alluminio paria 0.8 pg £ 0.15 pg /
dose
Altri metalli sotto i 5g/dose

Sono stati identificati solo 7 dei 9
antigeni proteici. (mancano i ceppi
11 e 58)

Comportamento “prionico”? (gli
antigeni si aggregano e precipitano
nel tempo diventando insolubili): da
approfondire in futuro.

338 (22% noti)

Identificazione di APDB
(amfetamina illegale) gia notificata
ai NAS in data 23 maggio 2019

10

no

Alluminio paria 416 pg + 75 pg /
dose
Altri metalli sotto i 5g/dose

*Alluminio, Afnio, Antimonio, Arsenico, Bario, Bismuto, Cadmio, Cromo, Gallio, Indio, Iridio, Ittrio, Lantanio, Mercurio, Nichel, Palladio, Piombo, Platino, Rame, Rodio, Rutenio, Scandio,
Stagno, Stronzio, Tantalio, Tallio, Tungsteno, Vanadio



Gardasil 9

DNA/RNA residuale Sotto i limiti di rilevabilita dello

Proveniente dalle
cellule di coltura

Virus avventizi

Altri contaminanti
microbici

Residui di
lavorazione di
materiale genetico

strumento con metodi
fluorimetrici standard

(limite di sensibilita 0.1 ng/ul)
DNA di Scimmia

469% (sensibilita kit libreria
DNA-seq 10 pg)

no

no

no

DNA 6.88 ng; RNA 100.8 ng

DNA e RNA proveniente dalle
colture batteriche.

DNA/RNA di scimmia (cellule Vero)
e da primati.

Poliovirus 1 e 2

N.B.: [l materiale riscontrato era in
tracce e degradato.

Fago del tetano

Vettori utilizzati per il clonaggio

no

no

DNA totale: 1.7-3.7 pg/dose di cui I'80% umano
(DNA/RNA fetale umano proveniente dalla linea
cellulare MRC-5).

Quantita di DNA tale da renderlo ingrediente
principale del vaccino.

Sequenziamento genomico della linea cellulare:
riscontrato genoma individuale completo,
altamente modificato dal punto di vista genetico
e potenzialmente cancerogeno

Altro DNA: di pollo

Human endogenous retrovirus K
Avian leukosis virus

HERV-H/env62

no

no

DNA Sotto i limiti di rilevabilita dello
strumento con metodi fluorimetrici
standard

(limite di sensibilita 0.1 ng/pl)

DNA umano e di topo (in tracce)

RNA 8.732 ng

Molluscum contagious virus
(Myoviridae)
Fagi

Retrovirus (DNA):
Murine leukemia virus
Human endogenous retrovirus K

Retrovirus (RNA):
Murine leukemia virus

Lievito e i suoi virus

DNA: Frammenti L1 (manca il ceppo
58; presenza ceppo 20)

Sono stati sequenziati i frammenti L1
18, 16, 6 (RNA)
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IL VIRUS SARS-COV-2

SINDROME RESPIRATORIA ACUTA GRAVE DA CORONAVIRUS 2

Il SARS-Cov-2 é un beta-coronavirus
costituito da un filamento singolo di RNA
con un involucro lipidico che contiene
quattro componenti proteiche strutturali,
di cui la piu importante e la

Questa proteina determina il tropismo del
virus e la sua patogenicita, in quanto

contiene il sito di legame per il

che ne facilita
I'ingresso nelle cellule che lo esprimono (in
particolare le cellule dell’intestino) e
costituisce il bersaglio degli anticorpi sia
prodotti in seqguito all'infezione naturale
che alla vaccinazione.
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Spike (S)
Membrane (M)

Genome RNA



FASI DELLINFEZIONE B oncennt

COVID-19 (CORONAVIRUS DISEASE 19)

ITALIA

I'inizio della replicazione virale puo causare la
morte delle cellule infettate, perdite vascolari
e rilascio di mediatori pro-infiammatori con
I'attivazione di una

A seconda dell’intensita di questa prima
risposta infiammatoria l'infezione puo essere
asintomatica o sintomatica.




FASI DELLINFEZIONE B oncennt

COVID-19 (CORONAVIRUS DISEASE 19)

ITALIA

I'infezione da SARS-CoV-2 determina una
caratterizzata da bassi livelli di

Interferone-l (IFN-I) e IFN-IIl e da

dovuta all’'elevata espressione di mediatori

dell'infiammazione e di IL-6

In questa fase puo manifestarsi e
la

in una parte di individui infetti, il SARS-CoV2 elude il
riconoscimento da parte del sistema immunitario .y
attraverso la soppressione dei meccanismi antivirali,
favorendo la complicazione della malattia




FASI DELLINFEZIONE B oncennt

ITALIA

FASE SINTOMATICA DELL'INFEZIONE VIRALE

i sintomi sono simili a quelli influenzali e durano
circa 7-10 giorni.

Il sistema immunitario innato reagisce per
bloccare la replicazione del virus.

Se la persona ha una risposta immunitaria
efficiente l'infezione si risolve senza
complicazioni.




FASI DELLINFEZIONE B oncennt

COVID-19 (CORONAVIRUS DISEASE 19)

ITALIA

I'infezione da SARS-CoV-2 determina una
caratterizzata da bassi livelli di

Interferone-l (IFN-I) e IFN-1ll e da

dovuta all’elevata espressione di mediatori

dell’'infiammazione e di IL-6

In questa fase puo manifestarsi e
la

in una parte di individui infetti, il SARS-CoV2 elude il
riconoscimento da parte del sistema immunitario .y
attraverso la soppressione dei meccanismi antivirali,
favorendo la complicazione della malattia




FASI DELLINFEZIONE N

COVID-19 (CORONAVIRUS DISEASE 19)

Comparsa dei sintomi polmonari. Il sistema immunitario -

all'infezione non contenuta s »
durante la prima fase con la produzione di alte quantita d
mediatori dell'infiammazione. A3
La coagulazione intravascolare disseminata e una delle
patologie che portano a morte il paziente se non trattato
opportunamente nella fase iniziale.

Se non si interviene farmacologicamente, la
complicazione puo progredire rapidamente alla fase piu
grave, con il danno multiorgano.

* solo il 30-50% circa dei pazienti é febbrile al momento del ricovero ‘ “%
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FASI DELLINFEZIONE AT
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COVID-19 (CORONAVIRUS DISEASE 19)

Quando le cellule immunitarie adattative (i linfociti T
svolgono un ruolo centrale in questa fase) si attivano,
innescano una

(sindrome da tempesta di citochine e i suoi sottotipi), che
si puo riscontrare nei pazienti COVID-19 che hanno un
deterioramento rapido dopo 7-10 giorni di infezione,
correlato con un aumento dei livelli di marcatori della
fase acuta (ESR, CRP, ferritina), coagulopatia (titoli elevati __.
di D-dimeri, coagulazione intravascolare disseminata) e =
lisi cellulare (CK, LDH)

Le manifestazioni del danno multiorgano sono legate-»_._\.i :
all’attacco delle strutture dell’'organismo da parte del
sistema immunitario.
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COVID-19 (CORONAVIRUS DISEASE 19)

Durante la complicazione la persona puo andare
incontro a (soprattutto
ospedaliere antibiotico-resistenti) che aggravano
ulteriormente il quadro clinico.

L'esistenza di autoanticorpi suggerisce un

in alcuni pazienti
con COVID-19 e sono senz'altro raccomandati
ulteriori studi in gruppi piu ampi di pazienti e a
lungo termine per chiarire queste osservazioni.




Fever

Cough

Dyspnoea

ICU admission

Systematic corticosteroid
SARS-CoV-2 RNA positive
Days after illness onset

Fever

Cough

Dyspnoea

ICU admission

Invasive ventilation
Systematic corticosteroid
SARS-CoV-2 RNA positive
Days after illness onset

Survivors

Dayl Day2 Day3 Day4 Day5 Day6 Day7 Day8 Day9 Day10 Dayll Day12 Day13 Day14 Day15 Day16 Day17 Day18 Day19 Day20 Day21 Day22

t 1 t

Sepsis ARDS Discharged

Non-survivors

Dayl Day2 Day3 Day4 Day5 Day6 Day7 Day8 Day9 Day10 Day1l Day12 Day13 Day14 Day15 Day16 Day17 Day18 Day19 Day20

Sepsis ARDS T Death
Secondary infection
Acute kidney injury
Acute cardiacinjury



Severity of lliness

Clinical
Symptoms

Clinical Signs

Stage |
(Early Infection)

Mild constitutional symptoms
Fever >99.6°F
Dry Cough, diarrhea, headache

Lymphopenia, increased

prothrombin time, increased D-

Dimer and LDH (mild)

Stage Il
(Pulmonary Phase)
IA : 1B
|
I

Time course

Shortness of Breath
Hypoxia (Pa02/Fi02<300mmHg)

Abnormal chest imaging
Transaminitis
Low-normal procalcitonin

——

Host inflammatory response phase

Stage Il

(Hyperinflammation Phase)

ARDS
SIRS/Shock
Cardiac Failure

Elevated inflammatory markers
(CRP, LDH, IL-6, D-dimer, ferritin)
Troponin, NT-proBNP elevation




Coronavirus 2

Cytokine Clinical features

Fever

y

Impaired hematopoietic
function

Disseminated intravascular

coagulation

N\

Y\ \
\‘ A‘\\ \-‘ -
\ \ Debilitating

\ N
| Hyperlipidemia

Decreased serum protein

T Cells

— - —
Fibroblast

liver damage

Acute kidney injury

~“Endothelium
Anemia

Acute phase protein



Cytokine Storm
Olfactory Bulb e >

m Might Cause
SARS-CoV- Damage to wall Anosmia & Encephalitis
X capillaries

May cause
— Conjuctivities
.. Devrs SARS-CoV-2 L} ——*) Spread to lungs
‘% . Tea and other
@ 79333 / Lining of organs
)\J “a walls \
% fp?:
& i

Lung Distress & Dama

Mpffer cell

Liver Injury +—— &
-

necrotic lipid Blood Clot

Myocardial Infraction

“\p-.  Fibrosis
_ ARS-CoV-2 - —>Proliferation
AN Proximaly ~  Diuresis
HSC Hepatocytes | ( \ 2
Digestive System (\ / '\ | l
J ) ( ! ( . Acute Kidney Injury
Present in Stool mj LB

Podocytes
Balachandar V, Mahalaxmi |, Subramaniam M, et al.
Follow-up studies in COVID-19 recovered patients - is it mandatory?.

Sci Total Environ. 2020;729:139021. doi:10.1016/].scitotenv.2020.139021
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MECCANISMI DI EVASIONE VIRALE e

ITALIA

Quando il virus infetta le che presentano il recettore
ACE2 in superficie, riesce ad evadere la risposta immunitaria antivirale
bloccando la produzione degli interferoni di tipo | e delle citochine
inflammatorie (IL-1, IL-6 e TNF-a).

L'eccessiva replicazione virale e la morte delle cellule epiteliali richiamano

dal flusso sanguigno le cellule del sistema immunitario innato che
internalizzano il virus e attivano la risposta infiammatoria, con lo scopo di
bloccare la replicazione del virus, che pero porta ad un maggiore danno :
tissutale. -

Quando il virus infetta le (monociti e
macrofagi tissutali) entra come complesso con gli anticorpi
(immunocomplesso) attraverso il legame con il recettore Fcy presente
sulla superficie di queste cellule, blocca la produzione degli interferoni e
altri mediatori antivirali ma stimola un’alta produzione di citochine
proinfiammatorie che portano alla tempesta di citochine e al danno
tissutale grave (potenziamento della malattia mediata dall’anticorpo -
ADE)




A

Receptor-mediated Antibody-dependent
viral fusion enhancement
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- - a . A .
= § g
-
Angiotensin- C3b »
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Viral replication
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MECCANISMI DI EVASIONE VIRALE ) -

ITALIA

Dal punto di vista del meccanismo d’'induzione del danno, le complicazioni
gravi/fatali associate all'infezione da SARS-Cov-2 possono essere considerate
una .

L’ADE spiega perché sono piu a rispetto ai bambini e
gli adulti sani, in quanto possiedono una quantita maggiore di anticorpi non
neutralizzanti provenienti da infezioni da coronavirus o da vaccinazioni non
recenti, e presentano un sistema immunitario poco efficiente nel combattere le
infezioni.

Sono suscettibili al potenziamento della malattia anche le donne in gravidanza, e
i neonati sotto I'anno di eta, in caso di reinfezione.

Il siero iperimmune e le IVIG sono efficaci nel trattamento dei malati COVid-19
perché gli anticorpi trasfusi sono in grado di bloccare l'ingresso degli
immunocomplessi virali nelle cellule del sistema immunitario.

L'ADE e un fattore di rischio importante per le vaccinazioni contro il COVID-19 e
I'influenza, a causa dell’elevata variabilita dei virus che puo predisporre alla
produzione di anticorpi non neutralizzanti.
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https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines

40 vaccini candidati in sperimentazione clinica

Phase 3
ISRCTN89951424
R University of Phase 2b/3
\I}ﬁ E:I:I:E:o%- Oxford/AstraZeneca 202(;::522528-32
PACTR202006922165

132 2020-001072-15

149 vaccini candidati in sperimentazione preclinica
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HTTPS://WWW.EMA.EUROPA.EU/EN/AUTHORISATION-PROCEDURE

Le due procedure principali per I'autorizzazione
dei vaccini contro l'influenza pandemica sono:

la

, che consente di sviluppare e
autorizzare un vaccino prima di una pandemia,
sulla base delle informazioni generate con un
ceppo virale che potrebbe potenzialmente
causare una pandemia. Una volta identificato il
ceppo virale effettivo che causa la pandemia, il
produttore puo includere questo ceppo nel
vaccino di simulazione e richiedere che sia
autorizzato come vaccino pandemico "finale";

F , che consente

I'approvazione accelerata di un nuovo vaccino
sviluppato dopo che una pandemia é gia stata
dichiarata. L'autorizzazione di questi vaccini
contro la pandemia e piu rapida rispetto a un
normale vaccino, poiché le informazioni fornite
dal produttore vengono valutate in un arco di
tempo accelerato (circa 70 giorni anziché 210
giorni).

Una terza procedura consente di

non
pandemica, "influenza stagionale", in modo da
offrire protezione contro l'influenza pandemica


https://www.ema.europa.eu/en/authorisation-procedures

Medical need

* Epidemiology

= Disease burden
* Health economics

Technical feasibility

= Protection mechanism
known

* Target Ag identified

* Target population -

[ Preciicd GoHERRRIp G dsviopmeni > posamsua )

Preclinical assessment

* Ag definition and
purification process

* Formulation selection

= Immunology in relevant
animal models

* Experiments on
mechanism of action

= Toxicology evaluation

* Production of GMP lots
for P11l clinical trials

v

IND/regulatory submission

—

Clinical assessment

* Phase |: Safety and
immunogenicity in small
numbers of volunteers,
dose-ranging studies

100s—-1000s of volunteers
with efficacy assessment
if possible, dose-ranging
studies

* Phase IlI: Large
multicentre efficacy,
immunogenicity, and
safety trials of a large
number of subjects

» Assessment of correlates
of protection if possible

* Development and
sca e-up of production
process for final vaccine
* GLP/GMP production
* Consistency lots

|

Regulatory submission/

filing

—

Approval/licensing

* Cost/effectiveness
assessment for
reimbursment

* [mmunisation
implementation

* Post-licensure

pharmacovigilance
(continuous monitoring
of adverse events)

* Phase |V studies on
new indications




During pandemic i

Rolling review

No mock-up file Submit |
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No dossier — | —
Interim| | | Interim
report report
? ¥ \—
Interim
report
Conditional
Manufacturer approval of
receives vaccine final
strain and pandemic
starts vaccine vaccine
development




Early development Late development Registration
Research phase phase phase phase

-, . A
4 X Vil A "N 'd N\ 7o A ™~

Phase | Phase Il Phase llI

dontity Elodiice Eestin safety dose efficacy File License

antigens antigens animals

PoC safety safety

8-17y

Manufacturing quality control and
CGMP production in dedicated facility

$10—20 million $50—100 million
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QUASISPECIE

Le quasispecie virali sono definite come

, sottoposti a un
processo continuo di variazione genetica, competizione tra
le varianti generate e selezione delle distribuzioni piu
idonee in un dato ambiente

| tassi di errore per virus a RNA, retrovirus e alcuni virus a
DNA sono nell’intervallo tra 10-3 e 10-> mutazioni
introdotte per nucleotide copiato, da

a quelli che avvengono durante la normale
replicazione del DNA cromosomico cellulare.
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TOSSICITA’ @),
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IL PECCATO ANTIGENICO ORIGINALE

Quando il vaccinato si infetta con un mutante del virus
selvatico diverso rispetto all’antigene vaccinale, il suo
sistema immunitario adattativo risponde in maniera non
specifica e debole, perché programmato per rispondere in
maniera efficace solo all’antigene vaccinale.




TOSSICITA’ @),

ITALIA

IL POTENZIAMENTO DIPENDENTE DALL'ANTICORPO (ADE)

Quando un soggetto che possiede un livello anticorpale
sub-ottimale (in seguito ad un’infezione primaria o a
vaccinazione) viene a contatto con un virus simile e si
infetta, il suo sistema immunitario favorisce l'infezione e le
complicazioni fatali della malattia.




Dendritic cells,  Infected
macrophages  immune cells

Neutralizing
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antibody
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virus
entry
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macrophage target cell
c .
Non-neutralizing
So antibody
TLR3, TLR7,
TLR8 Pro-inflammatory

Endosome CYtokines
A

v
Anti-inflammatory
cytokines

Activating

FcyR
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TOSSICITA’

LA SINDROME AUTOIMMUNE/INFIAMMATORIA

Gli anticorpi prodotti in seguito alla vaccinazione, per
mimetismo molecolare attaccano sia le proteine virali che le
proteine umane, scatenando reazioni autoimmuni-
inflammatorie contro le strutture dell’'organismo.




Original Antigenic Sin Mast cell-Mediated Antibody-Dependent
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COVID-19 Oxford Vaccine Trial

Chimpanzee adenovirus

",/
— | 3

/
\ cause disease
SEQUENCING
-~ &« m
ChAdOx1 viral
vector

/ ChAdOx1

Cells express
spike protein nCoV-19 vaccine
Body produces

antibodies against
spike proteins

Genes coding
spike protein

If infected, immune
system attacks
SARS-CoV-2

Recombinant adenoviral vaccine production process:

I I I i
|l':.l'iru5 or parasjteJ I I |
l | I
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| for protective immune :
| response | I
|
| I I
I I
| | |
I | |
| I
: | |
x} AN “
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' | | |
Advac® : Advac®-based ! Production on | Commercial-
vector vaccine | PER.C6® cells !scale volumes of !
! = | vaccing |
I agvac® vector | | I
I containing | | [
| immune response | I I
| inducing genes | | I

Vaccing
Created after

purification




FEDERAZIONE
RINASCIMENTO
ITALIA

L’ANTINFLUENZALE




IL VIRUS INFLUENZALE

Gli agenti causali dell'influenza stagionale sono di tre
tipi, costituenti il genere : il virus di

e il virus di , responsabili dei sintomi
influenzali classici, e quello di tipo C, di scarso rilievo
clinico (spesso asintomatico).

Le proteine capsulari, responsabili dell’attacco del virus
ai recettori delle cellule dell’apparato respiratorio, si
distinguono in: e

Le proprieta antigeniche delle emoagglutinine dei virus
influenzali di tipo A permettono di distinguere 16
specie molecolari, da H1 a H16. Queste, associate a 9
specie molecolari delle neuraminidasi, permettono di
classificare i virus influenzali di tipo A in sottotipi di

forma ” " (es. H5N1). Sono virus pandemici
I'H1IN1, H2N2, H3N2.
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RNA Neuraminidase

nucleoprotein

Hemagglutinin

P (Sialidase)

Lipid
Envelope

Protein M 5
envelope

Gli Orthomyxovirus sono una famiglia di virus a RNA a

singolo filamento a polarita negativa ((-)ssRNA)



https://it.wikipedia.org/wiki/Virus_a_RNA

IL VIRUS INFLUENZALE

https://www.aifa.gov.it/web/guest
/-/aifa-vaccini-influenzali-per-la-
stagione-2020-2021

Il vaccino antinfluenzale quadrivalente contiene 2 ceppi di
virus di tipo A e 2 ceppi di virus di tipo B,
appartenenti ai due .

La mancata corrispondenza tra ceppi vaccinali e virus circolanti
viene definita : un mismatch avviene quando il
ceppo virale raccomandato e contenuto nel vaccino non
corrisponde al ceppo che circola in modo predominante in
quella stagione influenzale.

Poiché i vaccini trivalenti contengono un solo ceppo B, e
evidente come la probabilita che si verifichi un
sia particolarmente elevata
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Vaccini anti-influenzali autorizzati per la stagione 2020-2021

Nome commerciale del vaccino

Modalita di somministrazione

Agrippal S1 - Trivalente

uso intramuscolare o sottocutaneo
profondo

Fluad - Trivalente

uso intramuscolare

Fluarix tetra - Tetravalente

uso intramuscolare

Flucelvax tetra - Tetravalente

uso intramuscolare

Fluenz tetra - Tetravalente

uso nasale

Influpozzi subunita - Trivalente

uso intramuscolare o sottocutaneo
profondo

Influvac s - Trivalente

uso intramuscolare o sottocutaneo
profondo

Influvac S tetra - Tetravalente

uso intramuscolare o sottocutaneo
profondo

Vaxigrip tetra - Tetravalente

uso intramuscolare o sottocutaneo

NOTA:

EFLUELDA (uso intramuscolare o sottocutaneo) e FLUAD TETRA (uso
intramuscolare) sebbene abbiano ricevuto I'Autorizzazione all'lmmissione in
Commercio nel 2020, non sono autorizzati per la stagione influenzale 2020/2021.
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| VACCINI DISPONIBILI @),

I vaccini antinfluenzali inattivati attualmente autorizzati per
I'uso in Italia sono un mix di vaccini a virus split e subunita. Nei vaccini split, il virus
e stato reso non patogeno attraverso il trattamento con un detergente. Nei vaccini a
subunita, gli antigeni emoagglutinina (HA) e neuraminidasi (NA) sono stati
ulteriormente purificati mediante la rimozione di altri componenti virali.

Attualmente in Italia sono disponibili vaccini antinfluenzali trivalenti (TIV) che
contengono 2 virus di tipo A (HIN1 e H3N2) e un virus di tipo B e vaccini
quadrivalenti (QIV) che contengono 2 virus di tipo A (HIN1 e H3N2) e 2 virus di tipo
B

Uno dei prodotti trivalenti (Fluad) contiene
I'adiuvante MF59, un’‘emulsione olio-in-acqua composta da squalene come fase
oleosa.

* l'attivazione di un’infiammazione molto potente dovuta all’adiuvante potrebbe aggravare la
sindrome da tempesta di citochine osservata nei pazienti COVID-19
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I vaccini antinfluenzali inattivati attualmente autorizzati per
I'uso in Italia sono un mix di vaccini a virus split e subunita.

Nei vaccini split, il virus é stato reso non patogeno attraverso il trattamento con un
detergente. Nei vaccini a subunita, gli antigeni emoagglutinina (HA) e neuraminidasi
(NA) sono stati ulteriormente purificati mediante la rimozione di altri componenti

virali.

Uno dei prodotti trivalenti (Fluad) contiene
I'adiuvante MF59, un’‘emulsione olio-in-acqua composta da squalene come fase
oleosa.

* l'attivazione di un’infiammazione molto potente dovuta all’adiuvante potrebbe aggravare la
sindrome da tempesta di citochine osservata nei pazienti COVID-19
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Il vaccino LAIV Quadrivalente & un vaccino
antinfluenzale vivo attenuato somministrato con spray intranasale e autorizzato per
I'uso in persone di eta compresa tra 2 e 59 anni. Il vaccino non é attualmente
disponibile in Italia

* Nervous system disorders: Guillain-Barré syndrome, Bell's Palsy, meningitis, eosinophilic
meningitis, vaccine-associated encephalitis

Congenital, familial, and genetic disorders: Exacerbation of symptoms of mitochondrial
encephalomyopathy (Leigh syndrome)

https://www.fda.gov/media/83072/download (RCP FluMist)

Il vaccino VIQCC é un
vaccino antinfluenzale quadrivalente che contiene 2 virus di tipo A (HIN1 e H3N2) e
2 virus di tipo B cresciuti su colture cellulari (cellule Madin Darby Canine Kidney
(MDCK) * — Flucelvax Tetra)

* Cellule immortalizzate. Rischio di contaminazione di residui delle cellule della coltura, virus
avventizi delle cellule


https://www.fda.gov/media/83072/download
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Il vaccino ad alto dosaggio e un vaccino split
quadrivalente che contiene due virus di tipo A (H1N1 e H3N2) e due virus di
tipo B contenente 60 mcg di emoagglutinina (HA) per ciascun ceppo virale
per garantire una maggiore risposta immunitaria e quindi una maggiore
efficacia, indicato nei soggetti di eta pari o superiore a 65 anni

Sono coltivati in
Agrippal; Fluad; Fluarix tetra; Fluenz Tetra spray nasale; Influpozzi
subunita; Influvac S; Influvac S tetra; Vaxigrip Tetra

* Rischio di contaminazioni di virus avventizi provenienti dall’‘ambiente e dalla linea
cellulare, e residui di cellule fetali




| Summer, fall, >
| early winterof
prior year
| |

I

January

August

September

October

¥
Wt
A

\

g

'~
29 e e s e

J

World surveillance identifies new antigenic
variants

[T WL T T 1]

| Epidemiologic behavior is assessed

Variants are sequenced and
characterized immunologically
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Specific strains for inclusion in vaccine
are selected on the basis of the degree of
difference from previous strains and
evidence of epidemiologic significance

|

Viruses are manipula¥ed for high-yield
growth in eggs and distributed to
manufacturers

Reference reagents are generated for
characterization of the vaccine product

Seed pools are expanded and inoculated
into large numbers of embryonated
hens' eggs

Allantoic fluids are harvested and virions
concentrated by centrifugation

Virions are chemically inactivated and
disrupted with detergent, and subunit
hemagglutinin and neuraminidase
proteins are purified

Individual monovalent pools are blended,
and content of trivalent preparation
verified

Vaccine is packed, labeled, and delivered

virus intero inattivato
particelle virali disgregate (vaccini split)

solo antigeni virali di superficie H e N (vaccini a
subunita)

adiuvati con MF59
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«Da quanto riportato da questa recensione, si puo concludere che:

gli studi revisionati non erano in grado di fornire dati sufficienti per definire
I'incidenza delle reazioni avverse e delle complicanze e, nel caso degli
anziani, la riduzione della mortalita per le conseguenze dell’influenza.

Complessivamente, |'efficacia per i tre gruppi di eta e piuttosto modesta e
attribuibile alla scarsa capacita protettiva del vaccino nei vaccinati; anche
per I'efficacia molte informazioni necessarie per quantificarla sono carenti o
assenti.

Quindi
o, al massimo, sembrano
indicare un effetto protettivo di entita estremamente ridotta.
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https://www.cochrane.org/news/featured-review-three-updated-cochrane-reviews-assessing-effectiveness-influenza-vaccines
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Ann Ist Super Sanita 2018 | Vol. 54, No. 1: 67-71 Francesca Valent and
Tolinda Gallo .

Outcome Death

Hospitalization 1 fa=o
HR' (95%Cl) HR' (95%Cl)

ED visit
HR?' (95% CI)

Influenza vaccination (any vs no 1.13 (0.91-1.40) 1.11 (0.93-1.33) 1.05 (0.70-1.58)
vaccination)

Influenza vaccination (intradermal vs 1.1 (0.95-1.48) 111 (0.92-1.34) 1.02 (0.67-1.54)

no vaccination)

Influenza vaccination (tetravalent vs no 0.81 (0.46-1.41) 147 (1.00-2.15) 112 (1.03-1.54)
vaccination)

la vaccinazione tetravalente e quella che presenta il rischio piu
alto, con un aumento medio del (da 0% a ben 215%)
(influenza e polmoniti) e del

(dal 3% al 54%).
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