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Streszczenie: Zakazenie bakteriami Campylobacter jejuni/coli jest wiodacg bakteryjng przyczyna biegunki u ludzi zaréwno w krajach roz-
wijajacych sig, jak i rozwinietych. Badania epidemiologiczne wykazuja, ze wigkszos¢ przypadkow kampylobakteriozy jest wynikiem kon-
sumpcji zanieczyszczonego tymi pateczkami niedogotowanego miesa drobiowego. Smiertelno$¢ zwigzana z zakazeniem Campylobacter
jest niska a wiekszo$¢ pacjentéw nie wymaga specjalnej terapii. Antybiotyki stosowane sg jedynie w ciezkich, ogolnoustrojowych zaka-
zeniach lub u pacjentéw z uposledzong odpornoscig. Dane epidemiologiczne odnotowuja jednak coraz wiecej przypadkéw powaznych
autoimmunologicznych i neurologicznych powiklan rozwijajacych sie w nastepstwie infekeji pateczkami z rodzaju Campylobacter. Obecne
dziatania krajow UE zmierzajace w kierunku poprawy higieny i bezpieczenstwa biologicznego nie s wystarczajace, aby kontrolowac lub
wyeliminowaé Campylobacter z tanicucha pokarmowego drobiu. Szacuje si¢, ze zmniejszenie poziomu liczby Campylobacter w jelitach
kurczat powinno, w sposdb znaczacy, doprowadzi¢ do ograniczenia czestosci wystepowania kampylobakteriozy u ludzi. Publikacja przed-
stawia aktualny stan wiedzy na temat immunoprofilaktyki anty-Campylobacter u drobiu.

1. Kampylobakterioza — dane epidemiologiczne, objawy chorobowe. 2. Kampylobakterioza - zZrddlo zakazenia. 3. Kampylobakterioza
- profilaktyka. 4. Immunizacja kurczat. 4.1. Bierna immunizacja. 4.2. Szczepionki calokomérkowe. 4.3. Szczepionki podjednostkowe.
5. Strategie opracowania nowoczesnych szczepionek podjednostkowych. 5.1 Poszukiwanie antygenu. 5.2. Wybor nosnika. 6. Modulacja
odpowiedzi immunologicznej. 7. Droga podania antygenu. 8. Podsumowanie

ADVANCEMENTS IN DEVELOPING ANTI-CAMPYLOBACTER VACCINE FOR POULTRY

Abstract: Campylobacter jejuni/coli is the leading bacterial cause of diarrhoea in humans in both developing and developed countries.
Epidemiological studies show that most cases of campylobacteriosis are the result of the consumption of undercooked, contaminated
poultry meat. Although campylobacteriosis is largely a self-limiting disease with low mortality, a specific treatment is required for patients
infected with strains resistant to clinically important antibiotics and for patients who develop neurological symptoms or bacteremia in
course of infection. Despite intensive efforts to improve an on-farm biosecurity practice over the past decade, about 70% of EU broiler
chicken flocks remain Campylobacter-positive at slaughter. Control of spreading the Campylobacter infection in flocks of chickens by bio-
security actions turned out rather ineffective. The most efficient strategy to decrease the number of human Campylobacter infections may
be to implement an immunoprophylactic method, namely, the protective vaccination of chickens. The publication presents the current
state of knowledge on anti-Campylobacter immunoprophylaxis in poultry.
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1. Kampylobakterioza - dane epidemiologiczne,
objawy chorobowe

Bakterie rodzaju Campylobacter spp. to Gram-
-ujemne, mikroaerofilne, ruchliwe, spiralnie skre-
cone pateczki nalezace do klasy Epsilonproteobacteria.
Rodzaj ten tworzy 39 gatunkoéw i 16 podgatunkow [56].
0d 2005 roku kampylobakterioza jest najczesciej diag-
nozowang zoonozg u mieszkancow panstw cztonkow-
skich Unii Europejskiej. Wedtug danych Europejskiego
Urzedu ds. Bezpieczefistwa Zywnoéci (EFSA, European

Food Safety Authority) w 2017 roku potwierdzono
246 158 przypadkow infekeji pateczkami Campylobac-
ter, przy wskazniku zachorowalnosci 64,8 na 100 000
0s6b [22]. W Stanach Zjednoczonych w 2017 r. patogen
ten byl najczestsza przyczyna chordb przenoszonych
przez zywnos¢ [58]. W ciagu ostatnich 10 lat czgstos¢
wystepowania i rozpowszechnienie kampylobakte-
riozy wzrosty réwniez w krajach rozwijajacych sig.
Dane z czesci Afryki, Azji i Bliskiego Wschodu wska-
zuja na endemiczny charakter kampylobakteriozy na
tych obszarach, szczegélnie u dzieci. Wskaznik DALY
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(disability adjusted life-years - lata Zycia skorygowane
niesprawnoscig) dla zakazen Campylobacter na calym
$wiecie wynosi 7,5 mln, i wéréd czynnikéw etiologicz-
nych biegunek ustepuje tylko wskaznikowi DALY ozna-
czonemu dla rotawiruséw [64].

Ze wzgledu na fagodny, zwykle, przebieg zakazenia
szacuje sie, ze zglaszany jest tylko jeden na 47 przypad-
kéw kampylobakteriozy, co oznacza, ze liczba infekcji
Campylobacter jest wielokrotnie zanizona [32]. W Pol-
sce przyczyng malej liczby odnotowanych przypadkow
jest najprawdopodobniej nieskuteczny system monito-
rowania zakazen tymi pateczkami. W 2014 roku zapa-
dalno$¢ w Polsce wynosita 1,69 na 100 000 oséb i nale-
zata do jednej z najnizszych w Europie [80]. W krajach
rozwijajacych sie, podobnie jak w Polsce, dane epi-
demiologiczne zakazen pateczkami Campylobacter
sa fragmentaryczne, co wynika z niesprawnego pro-
gramu nadzorowania przypadkéw kampylobakteriozy,
badz z jego braku. Jednoczesnie, w przeciwienstwie do
krajéow rozwinietych, przebieg infekcji Campylobac-
ter u dorostych jest w wigkszosci asymptomatyczny
a manifestacja objawdw zakazenia obserwowana jest
gltéwnie u dzieci ponizej pigtego roku zycia [73]. Suge-
ruje to, ze kontakt z tym enteropatogenem we wczes-
nym dziecinstwie prowadzi do rozwoju odpornosci
ochronnej [6, 45].

Kampylobakterioze u ludzi wywoluje najczesciej
infekcja jednym z dwdch gatunkow: C. jejuni lub C. coli.
W krajach rozwijajacych si¢ sa one przyczyna odpo-
wiednio 89-96% i 4-11% infekcji [76]. Odnotowywane
sg takze nieliczne przypadki zakazen wywolane przez
inne gatunki. tj. C. lari lub C. fetus [44]. Zakazenie Cam-
pylobacter moze przebiega¢ bezobjawowo, zwykle jed-
nak wiaze si¢ z wystepowaniem ostrych stanéw zapal-
nych jelit, ktérym towarzyszy diugotrwala, sluzowata
biegunka. Objawy ustepuja zazwyczaj samoistnie po
okolo 7 dniach. Niekiedy infekcje paleczkami Campy-
lobacter prowadzg do rozwoju choréb autoimmunolo-
gicznych i neurologicznych, ktérych przykladem jest
neuropatia obwodowego ukladu nerwowego tj. zesp6t
Guillaina-Barré (GBS, Guillain-Barré Syndrome) [19,
29]. Ryzyko jego wystapienia, zwykle niewielkie (trzy
przypadki na 10000 zdiagnozowanych przypadkow
kampylobakteriozy), wzrasta po infekcji okreslonymi
serotypami (m. in. HS19, HS41) [87]. U podstaw roz-
woju GBS lezy zjawisko mimikry molekularnej. Powsta-
jace podczas infekcji Campylobacter przeciwciata roz-
poznajace bakteryjny lipooligosacharyd (LOS) wiaza
sie z gangliozydami wystepujacymi na powierzchni
komorek Schwanna i neuronu (GM1 i GD1a), co akty-
wuje ukltad dopelniacza, prowadzi do powstania kom-
pleksu atakujacego btone (MAC, Membrane Attack
Complex) i w konsekwencji, do uszkodzenia komoérek
nerwowych. Przylaczenie si¢ przeciwcial w okolicy
wezlta Ranviera jest natomiast przyczyng zablokowania
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kanaléw sodowych, a tym samym zaburzen polaryzacji
komorki, czego efektem jest spowolnienie przewodnic-
twa nerwowego. Ponadto sprowokowana infekcjg akty-
wacja limfocytéw T moze wywota¢ migracje makro-
fagdw w kierunku zajetego nerwu, a towarzyszace jej
uwolnienie mediatoréw stanu zapalnego prowadzi¢ do
uszkodzenia mieliny [19]. Aktualne badania wskazuja
réwniez na zwigzek pomiedzy zakazeniem Campylo-
bacter a wystepowaniem reaktywnego zapalenia stawow
[1, 88], zespolu nadwrazliwosci jelita (IBS, Irritable
Bowel Syndrome) oraz nowotwordw jelita grubego [44].

W przebiegu infekcji znaczenie ma zaréwno pato-
gennos$¢ zakazajacego szczepu, jak i funkcjonowanie
ukladu odpornosciowego gospodarza [44]. U ludzi
z niesprawnie dzialajacym ukltadem odpornosciowym
(ludzie starsi, ludzie po przebytych chorobach nowo-
tworowych czy zainfekowani wirusem HIV) Campylo-
bacter jest czesto przyczyna infekcji uogdlnionych oraz
posocznicy [44, 76].

2. Kampylobakterioza - zZrodlo zakazenia

Do transmisji infekcji Campylobacter miedzy ludzmi
dochodzi bardzo rzadko. Zrédlem zakazenia moze by¢
spozycie zanieczyszczonej komdrkami patogena wody,
niepasteryzowanego mleka czy tez migsa wolowego.
Badania epidemiologiczne wykazuja jednak, ze wigk-
szo$¢ przypadkow kampylobakteriozy wywotywanych
jest spozyciem zainfekowanego paleczkami niedogoto-
wanego miesa drobiowego, co jest zgodne z obserwacja,
ze gtéwnym rezerwuarem pateczek Campylobacter jest
dréb hodowlany oraz dzikie ptactwo [19, 85]. W 20161,
wedlug raportu EFSA, 36,7% przebadanych tuszek broj-
ler6w dostepnych na rynku europejskim byto zanie-
czyszczonych Campylobacter w liczbie przekraczajacej
41og10 jtk/g miesa. Niska dawka infekcyjna dla ludzi
sprawia, ze do zakazen na tle Campylobacter dochodzi
tatwo i czesto. W ostatnich latach odsetek ten pozo-
staje na wzglednie stalym poziomie, cho¢ w roku 2015
dla EU wynosil 47%. Wystepuja tez znaczne rdéznice
miedzy poszczegolnymi panstwami cztonkowskimi
Unii Europejskiej, co jest m.in. wynikiem stosowania
roznych strategii pobierania probek i metod testowa-
nia [21, 23]. Na polskim rynku bakteriami rodzaju
Campylobacter zanieczyszczonych jest ponad 50% tusz
drobiowych [49].

Poziom kolonizacji jelita ptakéow przez Campylo-
bacter spp. osiaga nawet 10° jtk/gram zawartosci jelita.
Wigkszos$¢ przeprowadzonych dotychczas badan wska-
zuje, ze wysoki poziom kolonizacji jelit kurczat nie
powoduje objawow chorobowych u ptakéw, co unie-
mozliwia odizolowanie zainfekowanych osobnikéw od
stada [54, 93]. Hermans i wsp. sugerowali, Ze stan taki
jest wynikiem nieskutecznosci ukladu odpornosciowego
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kurczat potaczonej z mechanizmami, ktére przekiero-
wujg odpowiedz zwierzat na tolerowanie patogena [35].
Doniesienia z ostatnich lat opisuja jednak szkodliwe
skutki zdrowotne kolonizacji jelit kurczat przez Cam-
pylobacter [5, 40, 99]. W 2014 r. zaobserwowano np.,
ze uszkodzenia blony sluzowej jelit brojleréw wywolane
przez szczep C. jejuni M1, co umozliwilo translokacje
bakterii, takich jak np. E. coli, ze §wiatla jelita do glebiej
potozonych tkanek. W efekcie u ptakéw wystapit ostry
stan zapalny i biegunka [4, 5, 11, 40]. Uzyskane wyniki
nakazujg zatem zweryfikowanie przekonania, ze Cam-
pylobacter jest wylacznie komensalem ptakow.
Obecnos¢ Campylobacter jest wykrywana w prze-
wodzie pokarmowym ptakéw hodowlanych dopiero
po 2 tygodniu ich zycia [17, 67]. Sugeruje to istnienie
mechanizmu przeciwdzialajacego kolonizacji mlodych
ptakéw przez tego patogena. Spekulowano, ze za ten
stan odpowiada wysoki poziom swoistych przeciwcial
matczynych [12]. Obserwacje, ze kurczeta przebywa-
jace w stadach razem z doroslymi sg wolne od Cam-
pylobacter przez pierwsze kilka tygodni po wylegnie-
ciu, wydaja si¢ to potwierdzac [81]. Istniejg rowniez
doniesienia sugerujace, ze gléwna przyczyna, zaleznego
od wieku, zakazenia kurczat przez Campylobacter jest
zmiana skfadu mikrobiomu ptakéw [31]. Przeprowa-
dzone przez Jjaz i wsp. kompleksowe, codzienne bada-
nia mikrobiomu kurczat od 3 do 35 dnia zycia ptakow
wykazaty, ze Campylobacter pojawia si¢ w 16 dniu zycia,
tuz po zaobserwowaniu najbardziej znaczacych zmian
w profilach metabolicznych. Nie mozna wykluczy¢, ze
jest to wynik pojawienia si¢ srodowiskowych czynni-
kéw stymulujacych rozwdj tych drobnoustrojow [41].

3. Kampylobakterioza - profilaktyka

Duza liczba przypadkéw kampylobakteriozy, wyste-
powanie poinfekcyjnych powiklan, gtéwnie neurolo-
gicznych, jak réwniez rosnaca liczba szczepéw Campy-
lobacter opornych na antybiotyki stosowane w terapii
(makrolidy i fluorchinolony) powoduja, ze zakazenia
tym enteropatogenem stanowig powazny problem dla
stuzb medycznych. Mikroorganizm ten znalaz! si¢ na
opublikowanej w 2017 roku, przez Swiatowa Orga-
nizacje Zdrowia (World Health Organisation), licie
gatunkow bakterii bedacych, glownie ze wzgledu na
swa antybiotykoopornos¢, najwigkszym zagrozeniem
dla zdrowia ludzkiego [101]. W zwigzku z tym, w ostat-
nich latach wysitki badaczy skupiaja sie na opracowaniu
strategii zapobiegania infekcjom Campylobacter. Ponie-
waz do zanieczyszczenia tusz drobiowych paleczkami
Campylobacter dochodzi na etapie produkcji, kon-
trolowanie zakazen na tym poziomie (ubdj, sprzedaz
detaliczna i konsumpcja) powinno zmniejszy¢ liczbe
przypadkow kampylobakteriozy u ludzi. Strategie sto-
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sowane w ramach holenderskiego programu CARMA
(Campylobacter Risk Management and Assessment)
nie przyniosly jednak spodziewanych rezultatéw [33].
Szacuje si¢, Ze ograniczenie poziomu kolonizacji prze-
wodu pokarmowego kurczat przez patogenne szczepy
Campylobacter spp. doprowadziloby do znacznego
obnizenia poziomu zachorowan wéréd ludzi, a co za
tym idzie, znacznej redukcji kosztéw opieki zdrowotne;.
Spadek liczby komérek Campylobacter w jelitach kur-
czat zaledwie o 2 log powinien przelozy¢ si¢ na okolo
trzydziestokrotne obnizenie czgstosci wystepowania
ludzkich infekcji [79]. Z poczatkiem 2018 roku weszlo
w zycie Rozporzadzenie Komisji UE (nr2017/1495)
wprowadzajace kryterium higieny dotyczace bakterii
Campylobacter w tuszach brojleréw, co umozliwi kon-
trole zanieczyszczenia tusz podczas procesu uboju pta-
kow. Ustalono, ze dopuszczalna liczba jtk/gram migsa
drobiowego nie moze przekracza¢ 1000. W zwiazku
z powyzszym analizowane sa metody profilaktyki anty-
-Campylobacter na etapie hodowli drobiu, takie jak:
podniesienie higieny na fermach, stosowanie dodat-
kéw do pasz lub wody pitnej np. kwaséw organicz-
nych i kwaséw tluszczowych, produktéw pochodzenia
roslinnego, bakteriocyn, bakteriofagéw [61]. Wyniki
uzyskane przez rdzne grupy badawcze nie pozwalajg na
jednoznaczne wnioski. W zaleznosci od uzytej metody
obserwowano zaréwno zmniejszenie poziomu koloni-
zacji jelit drobiu, jak réwniez brak ochrony przed zasie-
dleniem jelita [13, 24, 61].

Interesujace badania przeprowadzili w 2015 roku
Johnson i wsp. Podczas poszukiwania inhibitoréw eks-
presji czynnika kolonizacji Campylobacter - flagelliny,
zidentyfikowali zwigzki, ktére silnie hamowaly wzrost
patogena in vitro [43]. Aktywnos¢ anty-Campylobacter
w modelu kurzym wykazywala jedynie Campynek-
syna A. U polowy kurczat, ktére otrzymaly ten zwiazek,
kolonizacja jelit §lepych przez tego patogena byla poni-
zej poziomu wykrywalnosci. Jednoczesnie u 4 na 9 prze-
badanych kurczat w ogéle nie zaobserwowano efektu
ochronnego. Rok pdzniej Kumar i wsp. [50] zidentyfiko-
wali 12 czgsteczek o wlasciwosciach anty-Campylobacter
nalezacych do jednej z pieciu klas chemicznych: arylo-
amin, piperazyn, pirydazynon, sulfonamidéw lub pipe-
rydyn. Dziesie¢ z nich wykazywalo aktywnos$¢ wobec
patogena zlokalizowanego w komoérkach Caco-2. Zaleta
tych czasteczek jest niska cytotoksyczno$¢ w stosunku
do komoérek Caco-2 i brak aktywnosci hemolitycznej
wobec owczych czerwonych krwinek [50].

Duze zainteresowanie zyskalo takze stosowanie
probiotykéw jako srodka zapobiegania lub zmniej-
szania czesto$ci wystepowania infekeji Campylobacter
u drobiu [82]. Obiecujace wyniki otrzymaly zespoly
Konkel i Jagusztyn-Krynickiej [47, 65]. Zaobserwo-
wali oni, Ze podanie kurczetom szczepéw z rodzaju
Lactobacillus, tj. L. crispatus, L. salivarius, L. helveticus
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i L. gallinarum prowadzi do obnizenia poziomu koloni-
zacji jelit §lepych ptakow przez Campylobacter [47, 65].
Pateczki kwasu mlekowego moga zmniejsza¢ poziom
kolonizacji patogenéw poprzez stymulacje odporno-
$ci adaptacyjnej, konkurowanie o nisze ekologiczng,
koagregacje oraz wytwarzanie hamujacych metabo-
litéw, takich jak kwasy organiczne czy bakteriocyny
[47, 65]. Wlasciwosci anty-Campylobacter wykazuje
réwniez Saccharomyces cerevisiae, ktéry po podaniu
broilerom per os, znaczaco obnizal liczbe komorek
patogena w jelicie §lepym, kale i na skorze. S. cerevisiae
promowal wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz
rywalizowal z Campylobacter o substancje odzywcze
i receptory umozliwiajgce adhezj¢ do nablonka jelit
[26]. Przyczyng tak odmiennych wynikéw moze by¢
uzycie linii kurzych o réznej wrazliwosci na Campylo-
bacter i probiotyki. Nie bez znaczenia jest rowniez to,
jaki szczep Campylobacter i jakiej wielkosci inokulum
zastosowano w eksperymencie kolonizacyjnym.

4. Immunizacja kurczat

Chow drobiu przeznaczonego na migso trwa okoto
42 dni. Z tego powodu kurczgta powinny by¢ zaszcze-
pione krétko po wykluciu, przed ich zetknieciem sie
z Campylobacter. Szczepionka powinna wywolywa¢
odporno$¢ krzyzowa przeciw C.jejuni i C. coli, by¢
tatwa w podaniu (per os lub in ovo), tania w produkcji
oraz bezpieczna dla zwierzat i ludzi. Znacznym utrud-
nieniem w osiggnieciu tego celu jest fragmentaryczna
wiedza o funkcjonowaniu ukladu odpornosciowego
kurczat oraz o wptywie humoralnej odpowiedzi na sku-
teczno$¢ immunizacji. Wyniki, nielicznych jak dotad,
doswiadczen sg kontrowersyjne.

C.jejuni to zewnatrzkomoérkowy patogen, cho¢
moze przezy¢ wewnatrz komorek nabtonka jelitowego,
jak rowniez w komorkach ukladu odpornosciowego,
takich jak monocyty i makrofagi [37, 98]. Umozliwia
to unikanie mechanizméw obronnych uktadu odpor-
no$ciowego. Skuteczne przetrwanie wewnatrz komorki
wigze si¢ rowniez z umiejetnoscia przezwyciezenia stre-
sow fizjologicznych, takich jak srodowisko oksydacyjne
generowane przez ludzkie jelito i przez nablonek gospo-
darza lub komérki odpornosciowe.

Poniewaz droga infekcji pateczkami Campylobacter,
niezaleznie od gatunku gospodarza, to droga doustna,
uwaza sie, ze gldwna role w procesie ochronnym
powinny odgrywa¢ przeciwciala IgA obecne w $lu-
zdwce jelit. Ich role, jak réwniez znaczenie limfocy-
tow B, w odpowiedzi adaptacyjnej kurczat przeciwko
Campylobacter badali w 2017 roku Lacharme-Lora
i wsp. [51]. Przeprowadzili oni bursektomie¢ kur-
czat (usunigcie torebki Fabrycjusza), w wyniku czego
ptaki zostaly pozbawione tej klasy limfocytow i, jak
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stwierdzono, nie produkowaly wydzielniczych prze-
ciwcial sIgA. Naukowcy wykazali, ze limfocyty B nie
odgrywaja istotnej roli w redukeji kolonizacji jelita
Slepego przez Campylobacter do 7 tygodnia ich zycia.
Natomiast badanie tresci jelitowej ptakéw po 9 tygo-
dniach od zakazenia wykazalo, ze kolonizacja jelita
Slepego u ptakéw posiadajacych torebke Fabrycjusza
byta mniejsza o ponad 2log w poréwnaniu do grupy
kurczat, u ktérych przeprowadzono bursektomie [51].
Wyniki powyzszych badan pokazuja, ze wytwarzanie
przeciwciat odgrywa role w ograniczaniu infekcji Cam-
pylobacter, jednak proces ten wymaga dluzszego czasu
anizeli czas zycia komercyjnego kurczecia (7 tygodni).

Jednoczesnie badania przeprowadzone przez Hum-
phreya i wsp. [40] wykazaly, ze znaczacy wplyw na
wynik zakazenia C.jejuni i odpowiedz immunolo-
giczng ma rasa kurczat. Cztery komercyjne rasy brojle-
row wykorzystane w eksperymencie roznily si¢ czasem
trwania i rozmiarem reakcji zapalnych, czego efektem
byta kolonizacja badz choroba z uszkodzeniem blony
sluzowej jelita [40]. Zaobserwowano réwniez, ze nie
wszystkie kurczeta tej samej rasy sg kolonizowane
przez pateczki eneteropatogena na zblizonym pozio-
mie, a opornos$¢ wydaje si¢ by¢ genetycznie zdetermi-
nowana. Connel i wsp. [18] przy wykorzystaniu wyso-
koprzepustowego sekwencjonowania ptasiego genomu
zidentyfikowali 219 genéw wykazujacych roézny poziom
ekspresji u kur opornych i u kur podatnych na kolo-
nizacje przewodu pokarmowego przez C. jejuni. Pro-
dukty tych genéw biorg udzial we wrodzonej odpowie-
dzi immunologicznej, przekazywaniu sygnaléw przez
cytokiny, aktywacji limfocytow B i komoérek T oraz
wytwarzaniu immunoglobulin [18].

Oproécz niklej wiedzy dotyczacej funkcjonowania
ukladu odpornosciowego kurczat przyczyng dotych-
czasowych niepowodzen w opracowaniu szczepionki
dla kurczat jest rowniez wspomniana wcze$niej rézno-
rodno$¢ genetyczna szczepdw Campylobacter.

4.1. Bierna immunizacja

Bierna immunizacja polega na podaniu do uodpar-
nianego organizmu surowicy odpornosciowej. Hermans
i wsp. [36] wykazali, Ze domig¢$niowa immunizacja
sze$ciodniowych kurczat przeciwciatami IgY otrzyma-
nymi z z6ltek jaj pochodzacych od kur szczepionych
lizatem C. jejuni prowadzi do obnizenia kolonizacji
o cztery rzedy wielkosci w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej [36]. Dodatkowo zaobserwowano zmniejszong
transmisj¢ Campylobacter do niezarazonych kurczat.
Natomiast w badaniach Paul i wsp. [71] immunizacja
dodziobowa ptakéw przeciwciatami IgY uzyskanymi
z 2z6Mtek jaj kur niosek immunizowanych mieszanka
7 antygenoéw Campylobacter, tj. adhezyng Peb1A, lipo-
proteing JIpA (Jejuni lipoprotein A), biatkiem CadF
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wigzacym fibronektyne, podjednostky flageliny FlaA,
MOMP (Major Outer Membrane Protein), FlpA oraz
skladnikiem pompy wielolekowej CmeC nie wykazata
efektu ochronnego [71]. Rozbiezne wyniki potwierdzaja
obserwacje, ze efekt ochronny zalezy od wielu czynni-
kéw. W przytoczonych wyzej badaniach zastosowano
m.in. inny schemat immunizacji oraz model kurzy.

4.2. Szczepionki calokomorkowe

Jak dotad préby opracowania skutecznej szczepionki
powstalej w oparciu o zabite komdrki patogena, tzw.
CWG, nie powiodly sie. Jedna z przyczyn niepowodze-
nia jest wysoka zmienno$¢ genetyczna Campylobacter.
Dotyczy ona gléwnie genéw kodujacych biatka bio-
race udziat w syntezie LOS (lipooligosaccharide), CPS
(capsular polysaccharide), biogenezie rzesek czy apa-
ratu ruchu. Wystepowanie licznych wariantéw struk-
turalnych CPS oraz LOS pozwala na aktywne unika-
nie dzialania ukladu odpornosciowego gospodarza
[19, 25, 30, 100]. Sekwencjonowanie szczepow C. jejuni
NCTC11168, 33292 and 81-176 przed i po pasazu przez
przewdd pokarmowy broileréw wskazuje, ze Srodowi-
sko to sprzyja powstawaniu zmiennosci genetycznej
C. jejuni. Takiej prawidtowosci nie obserwowano po
pasazu przez przewdd zotadkowo-jelitowy myszy [100].
Rodzaj Campylobacter charakteryzuje ,,otwarty pange-
nom’. Oznacza to, ze w kazdym nowo zsekwencjono-
wanym genomie szczepow tego rodzaju identyfikowane
s3 unikatowe geny. Por6wnanie materialu genetycznego
7 szczepow C. jejuni i C. coli wykazalo, ze geny pod-
stawowe, a wiec wystepujace w genomach wszystkich
przedstawicieli rodzaju, stanowia jedynie 59% [60].
Konstrukeja szczepionki CWC dla drobiu wydaje si¢
by¢ duzym wyzwaniem réwniez dlatego, ze kurczeta
w trakcie swojego zycia wielokrotnie ulegaja kolonizacji
przez rézne szczepy Campylobacter spp. [86].

4.3. Szczepionki podjednostkowe

Inna strategia zaklada wykorzystanie do immuni-
zacji specyficznych oczyszczonych antygenow (z adiu-
wantem lub bez) lub dostarczanie ich do organizmu
immunizowanego za pomocg odpowiednich nosni-
kéw np. atenuowanego szczepu Salmonella enterica
(sv. Typhimurium lub sv. Enteritidis), E. coli, Eimeria
tenella lub nanoczastek. Szczepionki podjednostkowe
uwazane s3 za najbezpieczniejsze, lecz ich immuno-
gennos$¢ w poréwnaniu do szczepionek zawierajacych
cate komorki patogena, jest duzo nizsza. Kluczowa role
w skutecznosci szczepionki podjednostkowej odgrywa
wybor antygenu. Potencjalny antygen powinien by¢
rozpoznawany przez uktad odpornosciowy immuni-
zowanego organizmu. Cecha niezbedng jest jego pro-
dukgja in vivo, gdy patogen oddzialuje z komdrkami
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gospodarza. Poza tym antygen szczepionkowy powi-
nien by¢ silnie konserwowany w obrebie réznych sero-
typdw/genotypdw, co ma szczegdlnie duze znaczenie
w sytuacji, gdy patogenny organizm cechuje wysoki
poziom zmiennosci genetycznej.

Do tej pory do konstrukeji prototypéw szczepio-
nek anty-Campylobacter uzyto m.in. podjednostke
flageliny FlaA (flagellin subunit protein A), gléwne
biatko blony zewnetrznej (MOMP), skladnik pompy
wielolekowej CmeC, lipoproteiny CjaA i CjaC, biatko
zwigzane z peptydoglikanem CjaD, adhezyne PEBI,
zelazowy receptor enterobaktyny CfrA (Campylo-
bacter jejuni ferric-enterobactin receptor), dysmutaze
ponadtlenkowg SodB (Superoxide dismutase B) oraz
biatko wigzagce DNA Dps (DNA binding protein from
starved cells). Zastosowanie niezmodyfikowanego FlaA
jako antygenu nie chronito przed zakazaniem hetero-
logicznymi szczepami. W przypadku FlaA-LTB (heat-
-labile enterotoxin B subunit), rCmeC, Dps SodB oraz
FlaA w fuzji translacyjnej z domena flageliny S. enterica
aktywujaca TLR5 (Toll-like receptor 5), indukowana
odpowiedz immunologiczna (specyficzne wydzielnicze
przeciwciala klasy sIgA w $luzie jelitowym oraz IgG
w surowicy) zapewniala jedynie ograniczona ochrone.
Natomiast wyniki uzyskane po podaniu biatka CjaA
byty wysoce zmienne, zalezne od dawki preparatu,
drogi podawania oraz schematu jego aplikacji 10, 16,
53,92, 103] (Tab. I).

5. Strategie opracowania nowoczesnych
szczepionek podjednostkowych

5.1. Poszukiwanie antygenu

Tradycyjne techniki immunologii molekularnej do
identyfikacji szczepionek sa czaso- i pracochlonne. Sze-
roka gama technologii (m.in. STM - Signature-tagged
transposon mutagenesis, GSH - Genomic subtractive
hybridization, SCOTS - Selective capture of transcribed
sequences, sekwencjonowanie calego genomu, bada-
nia transkryptomiczne, proteomiczne) w polaczeniu
z metodami bioinformatycznymi zrewolucjonizowato
proces poszukiwania atrakcyjnych kandydatéw do kon-
strukcji szczepionek. Technika IVIAT (in vivo-induced
antigen technology) pozwala na przyktad na identyfika-
cje genow ulegajacych ekspresji in vivo, a wiec podczas
oddzialywania migdzy gospodarzem i drobnoustrojem
[77]. Kodowane przez nie biatka moga odgrywac wazna
role w patogenezie w okreslonym uktadzie gospodarz-
-patogen, a ich potencjalny udzial w wirulencji spra-
wia, ze brane sa réwniez pod uwage jako antygeny
do opracowania szczepionek podjednostkowych czy
jako markery diagnostyczne. Przeszukanie ekspre-
syjnej biblioteki genomowej (do stworzenia ktdrej
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wykorzystano DNA zsekwencjonowanego szczepu
C. jejuni NCTC11168) za pomoca ludzkiej surowicy
od rekonwalescentéw, wysyconej dodatkowo biatkami
szczepu Campylobacter hodowanego w warunkach
laboratoryjnych, doprowadzito do zidentyfikowania
24 genoéw. Ich produkty pelnig rézne funkcje metabo-
liczne (m.in. leuC, ptmB, eno i fcl), sa zaangazowane
w procesy biosyntezy (m.in. tufB) czy procesowanie
informacji genetycznej. Dwa geny wykryte w tym
eksperymencie (¢j1471c oraz cjl1587c) biorg udzial
w transporcie aminokwaséw [39]. Podobna analiza
zostala przeprowadzona z wykorzystaniem surowicy
od kurczat wysyconej biatkami szczepu Campylobacter
hodowanego in vitro [38]. Ten schemat postepowania
doprowadzit do identyfikacji 28 gendéw, z ktérych jedy-
nie pie¢ ulega ekspresji in vivo w obu gospodarzach, co
jest prawdopodobnie wynikiem zupelnie innego prze-
biegu infekeji u ludzi i kurczat. Zwraca uwage fakt, ze
wsérdd wyroznionej puli genéw nie ma tych kodujacych
biatka wykorzystane do konstrukcji prototypow szcze-
pionek podjednostkowych (cjaA, pebl, dps). Analiza ta
nie wykryla rowniez gendw takich jak cadF, ciaB, pldA,
ktérych unieczynnienie bezsprzecznie, jak wykazano
w innych laboratoriach, obniza zdolno$¢ mikroorga-
nizmu do kolonizacji.

Zastosowana po raz pierwszy w badaniach nad
szczepionka przeciwko menigokokom grupy B
»odwrotna wakcynologia” (reverse vaccinology) umoz-
liwia identyfikacje antygenow szczepionkowych in
silico. Strategie taka zastosowali Meunier i wsp. [62].
W genomie C. jejuni 81176 poszukiwali genéw kodu-
jacych biatka zlokalizowane na powierzchni komorki
o potencjalnych wlasciwosciach adhezyjnych. Nastep-
nie analizowali antygenowo$¢ wybranych w ten sposéb
22 biatek i obecno$¢ epitopdw w ich sekwencjach ami-
nokwasowych (VaxiJen, BCPreds). Zwraca uwage w tej
grupie znaczacy udzial biatek zwigzanych z aparatem
ruchu Campylobacter [62].

Sposéréd przetestowanych na brojlerach szesciu bia-
tek, cztery zmniejszyly liczbe Campylobacter w stolcu
nawet o cztery rzedy wielkosci z jednoczesnym rozwo-
jem humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Nato-
miast w drugim badaniu, pomimo zaindukowania sil-
nej odpowiedzi immunologicznej, nie zaobserwowano
protekcji u kurczat [63].

Trzeba jednak pamietad, ze nie zawsze geny wskazy-
wane metodami bioinformatycznymi/ mikromacierzy
koduja biatka istotne w indukcji ochronnej odpowiedzi
immunologiczne;j.

Ciekawy strategia majagcg na celu przezwyci¢zenie
problemu wysokiej réznorodnosci genetycznej szcze-
poéw Campylobacter, a takze zwigkszenie efektywnosci
immunizacji, bylo zastosowanie hybrydowych biatek
zawierajacych epitopy réznych antygenéw. Prowa-
dzone aktualnie poréwnawcze analizy genoméw oraz
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proteomow wielu szczepdw maja na celu poszukiwa-
nie nowych antygenéw Campylobacter przydatnych
do konstrukeji szczepionki lub biatek potencjalnie
z mozliwo$cig wykorzystania jako celow nowych lekow.
W ostatnich latach nastgpil znaczny rozwdj narzedzi
umozliwiajacych wydajng analize in silico. Badania
immunoinformatyczne proteomu Campylobacter prze-
prowadzone w 2017 roku doprowadzity do identyfikacji
kilku epitopdw, ktdre sa konserwowane, prezentowane
przez czasteczki MHC-I i potencjalnie mogg zosta¢
wykorzystane w opracowywaniu szczepionki chronia-
cej przed kampylobakteriozg [42, 59]. Ich uzyteczno$¢
musi zosta¢ jednak potwierdzona eksperymentalnie.

5.2. Wybdr noénika

Na skutecznos¢ szczepionki, oprocz wyboru antyge-
néw, ma wplyw takze wyboér nosnika. W tym charak-
terze stosowane s3 m.in. atenuowane szczepy réznych
mikroorganizméw patogennych, VLPs (Virus Like
Particles), wiruséw, bakterie komensalne z grupy LAB
(Lactic Acid Bacteria) lub tez liposomy. Szczepionki
podjednostkowe skonstruowane w oparciu o atenu-
owane szczepy patogendw maja wiele zalet: (1) silnie
stymuluja odpowiedz humoralng i/lub komodrkowa
nie tylko przeciwko homologicznym antygenom, ale
réwniez przenoszonym antygenom heterologicznym,
(2) mozliwe sg rozne drogi podania (droga wziewna,
donosowa, doustna, dooczna, dopochwowa, doodbyt-
nicza), (3) podane na jeden z wymienionych sposo-
béw indukujg mechanizmy odpornosciowe zwigzane
z blonami §luzowymi jak i ogélnoustrojowa odpowiedz
immunologiczng, (4) sa latwe i tanie w produkcji,
(5) istnieje mozliwo$¢ ich liofilizacji i przechowywania
w temperaturze pokojowej. Przede wszystkim jednak
atenuowane patogeny jelitowe przezywaja w $rodo-
wisku uktadu pokarmowego zawierajagcym m.in. rézne
proteazy, defensyny, lizozym, a zatem s3 zdolne do
ochrony przenoszonego heterologicznego antygenu.

Jako nosnik gendéw Campylobacter wykorzystywano
na przyklad zywe, atenuowane szczepy S. enterica sv.
Enteritidis lub Typhimurium [34]. W ostatnich latach
opracowano szereg ciekawych rozwigzan, m.in. regu-
lowana opdzniona atenuacja, opozniona synteza anty-
genu oraz regulowana opo6zniona liza, ktdre poprzez
zwiekszenie zdolnosci do przetrwania patogena w $ro-
dowisku gospodarza, umozliwiajg wywolanie opty-
malnej odpowiedzi immunologicznej. Atenuowane
szczepy Salmonella byly badane jako nosniki anty-
genow Campylobacter w immunoprofilaktyce kurczat
przez kilka grup badawczych [10, 53, 57, 103, 104].
W kilku eksperymentach stosowano wspomniane
wczesniej antygeny CjaA i CjaD. Pomimo uzycia tego
samego antygenu, poziomy redukcji kolonizacji w eks-
perymentach ochronnych prowadzonych przez rozne
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grupy badawcze, réznily si¢ diametralnie (od 6 log10
do braku ochrony przed zakazeniem). Trudno wska-
zaé przyczyne tak odmiennych wynikow, jako ze eks-
perymenty roznily si¢ m.in. schematem immunizacji,
uzytym do zakazenia szczepem Campylobacter, rasa
kurczat wykorzystanych w eksperymencie ochronnym,
serowarem i rodzajem atenuacji nosnikowego szczepu
Salmonella oraz obecnoscia adiuwantu. Antygen CjaA
stosowano takze w konstrukeji szczepionki z wykorzy-
staniem E. tenella jako nosnika. Szczepionka podana
dodziobowo skutkowata nieznacznie obnizonym pozio-
mem kolonizacji [16].

Do przenoszenia obcych antygendw w procesie
immunizacji wykorzystywane sg rowniez bakterie
kwasu mlekowego (LAB). Jest to sztucznie wyodreb-
niona grupa o olbrzymiej réznorodnosci genetycznej
oraz filogenetycznej, ktdrej cechg charakterystyczng jest
zdolnos¢ do produkcji kwasu mlekowego. Dotychczas
przeprowadzone badania wskazuja, ze podanie takich
szczepow prowadzi do indukeji odpowiedzi immuno-
logicznej zar6wno w blonach sluzowych (sIgA), jak
i ogdlnoustrojowej reakcji ukladu odpornosciowego
przeciwko eksprymowanym heterologicznym antyge-
nom, przy jednoczesnej niskiej odpowiedzi skierowanej
przeciwko antygenom szczepu nosnikowego. Jako wek-
tory szczepionkowe posiadajg takze inne zalety. Umoz-
liwiajagc immunizacje droga $luzéwkowa zapewniajg
wieksza skutecznos¢ walki z patogenami, dla ktérych
to wlasnie §luzéwka stanowi wrota infekeji. O atrakcyj-
nosci bakterii kwasu mlekowego w immunoprofilaktyce
lub terapii decyduje réwniez ich opornos¢ na dziatanie
niskiego pH soku zoladkowego oraz zdolno$¢ adhezji
do komdrek nablonka jelitowego. Kluczowa kwestia
jest tez bezpieczenstwo tych preparatow. Bakterie te
(m.in. gatunki nalezgce do rodzajéw Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc) posiadaja status GRAS,
a czes$¢ z nich zaliczamy do probiotykoéw, czyli organiz-
mow, ktoérych krotkotrwala obecno$¢ lub kolonizacja
wywiera pozytywny wplyw na wiele elementéw fizjo-
logii organizmu gospodarza. Niewatpliwg zaleta sg
réwniez niskie koszty produkeji tego typu szczepionek
oraz mozliwo$¢ liofilizacji i przechowywania preparatu
w temperaturze pokojowej [102].

Jak dotad, sposrdd przedstawicieli bakterii z grupy
LAB, jako no$nik antygenéw Campylobacter wykorzy-
stano szczep Lactococcus lactis. Szczep L. lactis pre-
zentujacy na powierzchni rCjaAD wykazywal wyzszy
efekt ochronny niz szczep L. lactis wytwarzajacy biatko
zlokalizowane w cytoplazmie oraz od szczepu L. lactis
prezentujacego na powierzchni CjaA, jednak réznice
te nie byly istotne statystycznie; poziom kolonizacji
obnizyl si¢ jedynie o 1 rzad wielkosci [46].

W roli no$nikéw antygenow Campylobacter testo-
wano takze czastki GEM (Gram-positive Enhancer
Matrix) uzyskane z komorek L. salivarius. Struktury te
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zawierajg wzorce molekularne zwigzane z patogenami
(PAMP, Pathogen Associated Molecular Patterns),
przez co zdolne sg do indukowania proceséw proza-
palnych, a wiec moga wzmocni¢ dziatanie immuno-
terapeutyczne [3, 7]. Dodatkowo nie zawierajg one
rekombinowanego DNA. Cecha ta bywa wyraznie
podkreslana przez przeciwnikdéw stosowania, w roz-
nych dziedzinach zycia, GMO (Genetically Modified
Organism). Jednak czgstki GEM stosunkowo szybko
sg usuwane z organizmu gospodarza, przez co indukcja
odpowiedzi immunologicznej moze wymaga¢ skompli-
kowanych schematéw szczepien, kilkukrotnego poda-
wania preparatu [7].

Szczepionka skladajaca sie z czastek GEM L. sali-
varius prezentujacych na powierzchni CjaA i CjaD,
podana kurczetom podskdrnie lub per os, nie prowa-
dzita do obnizenia kolonizacji jelit kurczat. Natomiast
czastki GEM L. salivarius prezentujace rCjaAD podane
in ovo do zarodka kury w niewielkim stopniu obnizyty
poziom kolonizacji jelita ptakow przez pateczki Cam-
pylobacter w poréwnaniu do grupy kontrolnej [46].

Annamalai i wsp. jako no$nik antygenow Cam-
pylobacter uzyli biodegradowalnych i biokompatybil-
nych nanoczastek — kopolimeru laktydu z glikolidem.
Zaréwno biatka blony zewnetrznej zamkniete w nano-
czastkach jak i same biatka blony zewnetrznej podane
kurczetom podskornie znaczaco obnizaly poziom kolo-
nizacji jelit Slepych przez pateczki patogena [2].

Atrakcyjnymi no$nikami antygenow szczepionko-
wych sa liposomy. Ich przydatno$¢ do celéw immuni-
zacyjnych po raz pierwszy opisali Allison i Gregoriadis
w 1974 roku [97]. Zaleta liposoméw — dwuwarstwo-
wych pecherzykéw zlozonych z amfipatycznych fosfoli-
pidow, jest wydtuzenie czasu uwalniania antygenu z ich
wnetrza, ochrona antygenu przed nadmierng proteolizg
i ulatwienie wchlaniania przez komorki prezentujace
antygen (APC, Antigen-Presenting Cells) [96, 97], co
prowadzi do stymulacji odpowiedzi immunologicznej
nie tylko typu humoralnego, lecz takze typu komor-
kowego [84]. Poza tym moga by¢ one produkowane
na duza skale, przechowywane przez stosunkowo
dtugi czas i, co najwazniejsze, s3 uznane za bezpieczne
i dobrze tolerowane przez organizm [78, 97]. Jak dotad
przeprowadzone nieliczne badania wskazuja, ze lipo-
somy mogg by¢ z powodzeniem stosowane do stymu-
lacji uktadu odpornosciowego kurczat [15, 55, 105].

Obiecujace wyniki otrzymano w eksperymencie pro-
tekcyjnym, w ktérym wykorzystano liposomy wykorzy-
stane do przeniesienia hybrydowego bialka rCjaAD [46].
U ptakéw immunizowanych in ovo zaobserwowano
obnizenie kolonizacji o dwa rzedy wielkosci w stosunku
do grupy kontrolnej. Zwraca jednak uwage fakt, ze
w jelitach potowy kurczat kolonizacja byl na poziomie
niewykrywalnym zastosowang metoda, czyli ponizej
1000 jtk/g zawartosci jelita. Wyzszy poziom protekcji
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warunkowany przez liposomy moze sugerowac lepsza
ochrone antygenu przed degradacjg, jak rowniez wiek-
sz3 wydajnos¢ pobierania przez komorki prezentujace
antygen. Jednoczesnie moze by¢ to pozytywny efekt
weczesnej modulacji systemu immunologicznego, co ma
szczegdlne znaczenie w przypadku brojleréw, ktorych
dtugos¢ zycia nie przekracza 8 tygodni

Powierzchnia komdrek Campylobacter bogata jest
w glikozylowane biatka. Mikroorganizmy te przepro-
wadzaja dwa rodzaje procesu glikozylacji: N-glikozyla-
cje i O-glikozylacje [90]. Dotychczasowe szczegotowe
badania szlaku N-glikozylacji biatek w komoérkach
C. jejuni wskazuja, ze glikoproteiny sa silnie immuno-
gennym czynnikiem biorgcym udzial w kolonizacji jelit
kurczat oraz w procesach adhezji i inwazji do ludzkich
komorek nabfonka jelit [68]. N-glikan, konstytutywnie
produkowany heptasacharyd, obecny jest we wszyst-
kich izolatach C. jejuni i C. coli. Poznanie poszczegol-
nych etapéw syntezy glikanu, jego transportu oraz
przylaczania do biatek, umozliwia aktualnie jego zasto-
sowanie w procesach biotechnologicznych [90, 91, 95].
Geny C. jejuni warunkujace procesy N-glikozylacji (pgl,
protein glycosylation) sklonowane zostaly na plazmi-
dzie i wprowadzone do komorek E. coli, co nadalo im
zdolnos¢ glikozylowania biatek zawierajacych odpo-
wiednie motywy [68, 95]. Nothaft i wsp. skonstruowali
prototypy szczepionek w oparciu o glikoproteiny [68].
Zastosowali oni dwie strategie. W pierwszej z nich,
uzyli rekombinowanej, nieaktywnej toksyny ToxC Clo-
stridium diphtheriae zawierajacej dziewie¢ powtorzen
sekwencji aminokwasowej wigzacej glikan. Do ekspre-
sji rekombinowanej proteiny wykorzystali szczep E. coli
kodujacy bialka szlaku glikozylacji C. jejuni. N-gliko-
zylowana toksyna C zostala podana kurczetom na dro-
dze iniekeji. Skuteczno$¢ tego prototypu szczepionki
zalezna byta od zastosowanego schematu immunizacji.
W drugiej strategii naukowcy przylaczyli heptasacha-
ryd do zewnetrznego rdzenia lipopolisacharydu (LPS)
E. coli K12, szczepu niezdolnego do produkcji antygenu
O. Zywe badz inaktywowane komoérki E. coli prezentu-
jace na powierzchni N-glikan C. jejuni podawano pta-
kom dodziobowo. Obie szczepionki indukowaty pro-
dukcje przeciwcial typu IgY rozpoznajacych N-glikan,
a co najwazniejsze u immunizowanych ptakéw zaobser-
wowano obnizenie kolonizacji jelit przez Campylobac-
ter nawet o 8 rzedow wielkosci. Szczepionka bazujaca
na zywych komorkach E. coli byta bardziej skuteczna
a jej podanie nie wplywalo na zmiane skfadu kurzego
mikrobiomu. Podanie wraz ze szczepionka szczepu
probiotycznego (Anaerosporobacter mobilis lub L. reu-
teri) dodatkowo zwiekszalo jej skuteczno$¢ [69]. Nalezy
zaznaczyc¢, ze w wyzej wymienionych do$wiadczeniach
wykorzystano kurczeta SPF (Specific Pathogen Free),
pozbawione przeciwcial matczynych anty-Campylobac-
ter, dlatego tez powinny one zosta¢ powtdrzone z wyko-
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rzystaniem brojleréw. Jako no$nika N-glikanu uzyto
takze pecherzykéw blony zewnetrznej (OMYV, Outer
Membrane Vesicles). Prototyp szczepionki skladajacy
sie z tzw. geOMV (glycoengineered Outer Membrane
Vesicles), produkowanych w E. coli, podawany per os,
takze skutkowal wysokim obnizeniem poziomu koloni-
zacji jelit kurczat przez Campylobacter sp. [74].

6. Modulacja odpowiedzi immunologicznej

Szczepionki podjednostkowe, zaréwno zawierajace
oczyszczone bialka jak i te zawierajace polisacharydy
otoczkowe, dla zaindukowania wysokiego poziomu
odpowiedzi odpowiedniej gatezi ukladu odpornoscio-
wego wymagaja stosowania odpowiednich adiuwantow.
Elementem szczepionki, ktéry nie tylko dostarcza anty-
gen w odpowiednie miejsce, ale takze moze wzmocni¢/
ukierunkowa¢ odpowiedz immunologiczng organizmu,
sg no$niki. W immunoprofilaktyce kurczat najczesciej
stosowanymi immunostymulatorami sg sole glinu oraz
emulsje olejowe. W szczepionkach anty-Campylobacter
przeznaczonych dla drobiu jak dotad testowano tylko
kilka adiuwantéw: kompletny i niekompletny adiuwant
Freunda, Addavax™ (skwalen), modyfikowana toksyna
LT E. coli, Montanide ISA 70 VG (emulsja wodno-ole-
jowa) oraz TiterMax Gold (emulsja wodno-olejowa).
Poglebiajaca si¢ wiedza dotyczaca funkcjonowania
ukladu odpornosciowego, gléwnie aktywnosci recep-
torow TLR (Toll-like receptors) oraz mechanizmu
dziatania cytokin, pozwoli na wprowadzenie do prak-
tyki adiuwantow takich jak: CpG - ODN (CpG oligo-
deoxinucleotides), modyfikowane toksyny, cytokiny
czy nanoczastki. Rézne objawy infekcji Campylobacter
u ludzi i kurczat sugerujg koniecznos$¢ zastosowania
innych adiuwantéw w szczepionkach przeznaczonych
dla tych dwdch grup docelowych.

Receptory TLR to eukariotyczne biatka rozpozna-
jace tzw. wzorce molekularne komérek bakteryjnych
(MAMP, Microbe-Associated Molecular Patterns).
W wiekszosci sg to biatka transmembranowe, choc
niektére z nich zlokalizowane sa w bonach organelli
wewnatrz komoérek eukariotycznych. Ligandy rozpozna-
wane przez receptory TLR - lipopolisacharyd, flagelina,
lipoproteiny, DNA czy RNA, stanowig kryterium ich
podziatu. Stymulacja receptora skutkuje uruchomie-
niem, z wykorzystaniem biatek adaptorowych, szlakow
przekazywania sygnatéw. Skutkiem tych procesow jest
indukcja ekspresji genéw kodujacych czynniki trans-
krypcyjne a co za tym idzie indukcja ekspresji wielu
elementdw zardwno wrodzonej jak i nabytej odpowiedzi
immunologicznej, wytwarzania wielu cytokin oraz anty-
bakteryjnych peptydéw (AMP) [48]. Stymulacja aktyw-
nosci receptoréw TLR przez komponenty szczepionek
jest ostatnio obiektem wielu badan. Analizy genoméw
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ludzi i kur wykazaly wiele podobienstw ale i réznic
dotyczacych receptoréw TLR. U ludzi zidentyfikowano
10 rodzajow receptoréw (WTR1-hTLR10). W genomach
kur osiem z nich ma swoje homologi, brak jest TLR9,
TLR8 jest nieaktywny, zas TLR2 wystepuje w dwu izo-
formach. Dodatkowymi receptorami TLR, typowymi
dla ptakow, sa TLR15 oraz TLR21 [8, 27]. Kurzy recep-
tor TLR21 rozpoznajacy DNA jest odpowiednikiem
hTLR9. Stymulacja ptasich TLR21 za pomoca CpG
- ODN (CpG - oligodeoxynucleotide) stymuluje glow-
nie typ odpowiedzi Th-1. Cho¢ C.jejuni oddzialuje
z kilkoma ludzkimi receptorami TLR w podobny spo-
sob jak z kurzymi, to chromosomowy DNA Campylo-
bacter stymuluje jedynie chTLR21 a nie ludzki hTLRO.
Réznice w odpowiedzi ludzkich i kurzych receptorow
na kontakt z C. jejuni moga by¢ jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za rézny przebieg infekcji [9, 70].
Flagelina Campylobacter bedaca silnie immunogen-
nym biatkiem, czgsto badana jako sktadnik prototy-
péw podjednostkowych szczepionek, nie stymuluje
receptorow TLR5. W celu modulowania odpowiedzi
skonstruowano fuzyjne biatko, polaczenie flageliny
Campylobacter z fragmentem flageliny Salmonella Ente-
ritidis odpowiedzialnym za reakcje z receptorem TLR5.
Otrzymany konstrukt przebadano na modelu kurzym.
Uzyskano podwyzszony poziom specyficznych IgY
w surowicy, ale nie IgA w blonach §luzowych [75].
Coraz czgsciej stosowanymi adiuwantami w prototy-
pach szczepionek sg cytokiny o réznych aktywnos$ciach.
Ich uzycie nie tylko wzmacnia ale takze moze ukierun-
kowa¢ odpowiedz immunologiczng [83]. W ostatnich
latach badano mechanizm dziatania kilku ptasich
cytokin (chIL-2, chIL-6, chIL-10 czy chIL-12) oraz ich
efekt adiuwantowy w odniesieniu do kilku prototypow
szczepionek, gtéwnie przeciwko chorobom wirusowym.
Ze wzgledu na stosunkowo krotki czas przetrwania
cytokin w organizmie uodparnianym s3 one najczes-
ciej podawane w formie DNA (gen kodujacy cytokine
sklonowany na plazmidzie pod kontrola promotora
eukariotycznego [14, 20, 89]. Przypuszczalnie cytokiny,
dostarczane przy uzyciu réznych no$nikdéw np. atenu-
owananych mikroorganizméw, bakterii kwasu mleko-
wego — LAB, liposoméw czy nanoczastek) takze znajda
zastosowanie w szczepionkach anty-Campylobacter.

7. Droga podania antygenu

Droga podania preparatu szczepionkowego to
jeden z czynnikéw determinujacych poziom odpo-
wiedzi immunologicznej i skuteczno$¢ immunizacji.
Najczesciej badanymi drogami podania szczepionki
jest iniekcja oraz per os. Na drodze iniekcji podawane
s3 oczyszczone, natywne lub rekombinowane biatka
(SodB, Dps, CmeC, CjaA). Warto wspomnie¢, ze apli-
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kowane s3 one czesto w obecnosci adiuwantow, czyli
substancji wzmacniajgcych odpowiedz immunolo-
giczna tj. Montanid ISA 70VG, TiterMax Gold czy tez
kompletny adiuwant Freunda.

Podanie antygenu per os umozliwia indukeje $lu-
zéwkowego ukladu odpornosciowego przewodu pokar-
mowego, czyli drogi wnikania organizmu patogennego.
Dodatkowo immunizacja dodziobowa jest najkorzyst-
niejsza ekonomicznie forma aplikacji szczepionek
(podana w pozywieniu lub w wodzie do picia). Co wig-
cej, uzycie szczepdw kolonizujacych przewdd pokar-
mowy ptakow jako no$nikéw biatek immunogennych
Campylobacter wydtuza czas ekspozycji organizmu na
antygen, co zwigksza szans¢ wystapienia skutecznej
odpowiedzi immunologiczne;j.

W badaniach Nothaft i wsp. zaobserwowali zblizony
poziom protekeji u kurczat, ktore otrzymaty podskdr-
nie N-glikozylowang nieaktywna ToxC C. diptheria
lub dodziobowo zywe komorki E. coli prezentujace
na powierzchni N-glikan Campylobacter [68]. Wyniki
badan Annamalai i wsp. wskazaly natomiast na wyz-
szg skuteczno$¢ immunizacji podskornej w zwalczaniu
infekcji jelitowej Campylobacter. Szczepionka powstala
w oparciu o bialka blony zewnetrznej aplikowana na
drodze iniekcji skutkowala obnizonym poziomem kolo-
nizacji jelit Slepych przez pateczki patogena. Natomiast
u kurczat, ktére ten sam prototyp szczepionki otrzy-
maty dodziobowo nie zaobserwowano protekgji [2].

Obiecujacg drogg podania antygenu jest immu-
nizacja in ovo. Opracowana w latach 90. XX wieku
technologia in ovo polega na podaniu antygenéw do
plynu owodniowego lub bezposrednio do rozwijaja-
cego si¢ zarodka. Immunizacja kurczat in ovo od dawna
jest szeroko stosowana przez przemysl drobiarski w
zapobieganiu chorobom wirusowym [66]. Ten spo-
sob aplikacji wykorzystano m.in. w przypadku szcze-
pionki przeciwko chorobie Mareka, nowotworowej
chorobie ptakéw wywolywanej przez wirusy z rodziny
Herpesviridae. Okazalo sie, ze po podaniu szczepionki
in ovo znacznie szybciej dochodzi do wytworzenia
odpowiedzi immunologicznej chronigcej ptaki przed
zakazeniem [72].

Proces rearanzacji genéw immunoglobulin u ptakéw
wystepuje tylko raz podczas rozwoju embrionalnego
i jest znany jako somatyczna konwersja genéw. U kur-
czat prekursory limfocytow B wytwarzajacych przeciw-
ciala (Prebursal Stem Cells) sg syntetyzowane miedzy
8 a 14 dniem embriogenezy, a nastgpnie zasiedlaja
torebke Fabrycjusza, gdzie sa poddawane réznicowaniu
i klonowaniu. Dlatego podawanie szczepionki in ovo
w czasie, gdy nastepuje rozwdj komoérek prekursorowych
limfocytéw ma swoje uzasadnienie. Dodatkowe zalety
tej drogi immunizacji to zmniejszenie stresu w po-
réwnaniu z tradycyjnym szczepieniem oraz mozliwo$¢
automatyzacji procesu szczepienia [94]. Szczepienie
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in ovo moze by¢ dodatkowo potaczone z dawka przypo-
minajgcg podang dopiero po wykluciu kurczat

W badaniach Radomska i wsp. [75] u kurczat,
ktérym in ovo podano biatko NHC (biatko fuzyjne za-
wierajgce flageline C. jejuni i domene flageliny S. Typhi-
murium aktywujaca TLR) nie zaobserwowano efektu
ochronnego. Odmienne wyniki otrzymata grupa ba-
dawcza Jagusztyn-Krynickiej. Prototypy szczepionek
powstale w oparciu o liposomy zawierajace immuno-
genne biatko lub pecherzyki bfony zewnetrznej podane
in ovo znaczaco obnizaly poziom kolonizacji jelit sle-
pych przez pateczki Campylobacter [28, 47].

8. Podsumowanie

Wyniki otrzymane przez wiele grup badawczych
pracujacych nad konstrukcja szczepionek sg trudne
badz nawet niemozliwe do poréwnania w zwigzku
z wieloma zmiennymi tj. wybrany antygen, schemat
i droga immunizacji, zastosowanie adiuwantu czy
szczep C. jejuni oraz jego dawka uzyta w eksperymen-
cie protekcyjnym. Dodatkowo postep w technikach
sekwencjonowania kurzych genoméw zwrocil uwage
na istotne réznice genetyczne ras drobiu, ktére moga
mie¢ wplyw na funkcjonowanie ich uktadu odpornos-
ciowego oraz mechanizmy warunkujace kolonizacje
przewodu pokarmowego przez pateczki Campylobacter.

Réwniez rdéznorodnos¢ genetyczna szczepow Cam-
pylobacter hamuje rozwdj skutecznej szczepionki. Wy-
magania skutecznej immunizacji mogg spetni¢ jedy-
nie schematy szczepien uwzgledniajace te réznorod-
nos¢ i ztozonos$¢ antygenowa. Mozna to osiggnac albo
poprzez wieloantygenowy sktad szczepionki, albo przez
zastosowanie réznych antygenéw w kolejnych immu-
nizacjach. Jednoczesnie konieczne sg strategie majace
na celu wzmocnienie/modulacje odpowiedzi immuno-
logicznej kurczat.

Nie ma watpliwosci, ze antygen, obecno$¢ adiu-
wantu jak i wybdr nosnika i droga immunizacji muszg
by¢ brane pod uwage w procesie konstruowania sku-
tecznej szczepionki. Trudno jednak przewidzie¢, ktora
z zastosowanych strategii przyniesie najlepsze rezultaty.
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