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1. Imie i nazwisko

Agnieszka Krystyna Wyszynska

Nazwisko panienskie: Matracka

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

20.12.2004

06.1999

Nadanie stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biologii uchwatag Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Tytut rozprawy doktorskiej: ,Rekombinowana Salmonella jako szczepionka anty-
Salmonella /Campylobacter - funkcjonalna charakterystyka genu cjaA (cj0982c)

Campylobacter”.

Promotorem w przewodzie doktorskim byfa prof. dr hab. Elzbieta K. Jagusztyn-Krynicka
(zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski), a recenzentami: prof. dr hab. Ewa Bartnik (Instytut Genetyki
i Biotechnologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski) oraz prof. dr hab. Waleria
Hryniewicz (Zaktad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Narodowy Instytut Lekéw).

Tytut magistra biologii w zakresie mikrobiologii uzyskany na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego.

Tytut pracy magisterskiej: ,Biwalentna szczepionka dla kurczat przeciwko
Salmonella enterica sv. Typhimurium i Campylobacter jejuni — przygotowanie
konstruktéw do immunizacji”.

Opiekunem pracy byta prof. dr hab. Elzbieta K. Jagusztyn-Krynicka.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2017 do chwili obecnej asystent w Zaktadzie Genetyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii

na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego;

01.02.2005 - 30.09.2016 adiunkt w Zaktadzie Genetyki Bakterii, Instytutu Mikrobiologii

w tym:

na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego;

10.09.2010-10.02.2011 (154 dni) urlop macierzynski;
26.06.2011-30.09.2011 (95 dni) urlop wychowawczy;
18.03.2006-07.07.2006 (112 dni) urlop macierzynski;

10.1999 - 12.2004 studia doktoranckie na Wydziale Biologii UW (Zaktad Genetyki

Bakterii, Instytut Mikrobiologii);

10.1994 - 06.1999 studia magisterskie na Wydziale Biologii UW (Zaktad Genetyki

Bakterii, Instytut Mikrobiologii).
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz.
882 ze zm. W Dz. U. z 2016 r. poz.1311.)

a) Tytut osiggniecia naukowego.

Immunoprofilaktyka anty-Campylobacter dla kurczat — opracowanie sposobow dostarczania

wybranych antygendw.

b) Publikacje wchodzace w skiad osiggniecia naukowego, ze szczegélnym omodwieniem

indywidualnego wkiadu wnioskodawcy.

Wyszynska A.K.!, Kobierecka P."*, Bardowski J., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2015. Lactic acid
bacteria - 20 years exploring their potential as live vectors for mucosal vaccination. Appl.
Microbiol. Botechnol., 99(7): 2967-77. doi: 10.1007/s00253-015-6498-0;

IF015 — 3,376; IFs eni — 3,882; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 47;

Wktad habilitanta: 40%. Przeglad literatury, przygotowanie czesci manuskryptu (rozdziaty: Characteristics of
lactic acid bacteria; LAB as carriers of heterologous bacterial, parasitic, and viral antigens; Modulation of the
activity of the immune system).

Kobierecka P.A.* Olech B.*, Ksigzek M.*, Derlatka K.*, Adamska I., Majewski P.M.,
Jagusztyn-Krynicka E.K., Wyszynska A.K. 2016. Cell wall anchoring of the Campylobacter
antigens to Lactococcus lactis. Front. Microbiol. 7: 165. doi: 10.3389/fmicb.2016.00165;

IF2016 — 4,076; IF5 etni — 4,526; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 8;

Wktad habilitanta: 45%. Autor korespondencyjny. Wspoétautorstwo koncepcji badan; udziat w konstrukcji
biatka hybrydowego; zaplanowanie i wykonanie doswiadczen dotyczacych konstrukcji szczepdw L. lactis
wyrazajagcych antygeny Campylobacter; udziat w wykonaniu doswiadczen potwierdzajacych lokalizacje
antygendw w komorkach L. lactis; udziat w przeprowadzeniu eksperymentéw z wykorzystaniem zwierzat;
opieka nad studentkami podczas wykonywania badan, ktérych wyniki weszty w sktad publikacji (M. Ksiazek,
K. Derlatka, B. Olech); wspoétudziat w przygotowaniu manuskryptu, analizie i interpretacji wynikdw badan;
przygotowanie tabel i rycin do publikacji; dyskusja z recenzentami.

Kobierecka P.A.#l, Wyszynska A.K.l, Gubernator J., Kuczkowski M., Wisniewski O.*,
Maruszewska M.*, Wojtania A.*, Derlatka K.*, Adamska I., Godlewska R., Jagusztyn-
Krynicka E.K. 2016. Chicken anti-Campylobacter vaccine — comparison of various carriers
and routes of immunization. Front. Microbiol. 7: 740. doi: 10.3389/fmicb.2016.00740;

IF2016 — 4,076; IF5 etni — 4,526; punktacja MNiSW — 35; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 6;

Wktad habilitanta: 40%. Autor korespondencyjny. Wspodtautorstwo koncepcji badan; zaplanowanie
i wykonanie czesci doswiadczen (przygotowanie rekombinowanego antygenu do zamkniecia w liposomach,
analizy immunologiczne); udziat w przeprowadzeniu eksperymentéw z wykorzystaniem zwierzat
(przeprowadznie eksperymentéw okreslajacych poziom kolonizacji w zaleznosci od drogi podania antygenu);
opieka nad studentky podczas wykonywania badan, ktérych wyniki weszty w sktad publikacji (K. Derlatka);
wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu, analizie i interpretacji wynikéw badan; przygotowanie tabel
i rycin do publikacji; dyskusja z recenzentami.
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Kobierecka P.*, Wyszynska AK. Aleksandrzak-Piekarczyk T., Kuczkowski M., Tuzimek
A.*, Piotrowska W.*, Godrecki A.*, Adamska |., Wieliczko A., Bardowski J., Jagusztyn-
Krynicka E.K. 2017. In vitro characteristics of Lactobacillus spp. strains isolated from the
chicken digestive tract and their role in the inhibition of Campylobacter colonization.
MicrobiologyOpen 6: 5, e00512. doi: 10.1002/ mbo3.512.

IF2017— 2,682; IFs.eni — 2,722; punktacja MNiSW — 20; liczba cytowan (wg bazy Web of Science) — 4.

Wkiad habilitanta: 40%. Wspoétautorstwo koncepcji badan; udziat w zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen
(izoalcja szczepdw Lactobacillus z katu kur chowu wolnego i przyporzadkowanie ich do gatunku, analiza
szczepow Lactobacillus pod katem aktywnosci anty-Campylobacter in vitro, okreslenie stezenia mleczandw
do eksperymentu protekcyjnego kurczat); udziat w przeprowadzeniu eksperymentéw z wykorzystaniem
zwierzat (analiza aktywnosci anty-Campylobacter szczepdw Lactobacillus in vivo); opieka nad studentkami
podczas wykonywania badan, ktérych wyniki weszty w sktad publikacji (A. Tuzimek, W. Piotrowska);
wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu, analizie i interpretacji wynikdw badain oraz dyskusji
z recenzentami; przygotowanie tabeli rycin do publikacji.

* studenci wykonujgcy prace dyplomowe w Zakfadzie Genetyki Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski);

# doktoranci Zaktadu Genetyki Bakterii (Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski);

! equal contribution — z wytgczeniem odpowiedzi na uwagi recenzentow;

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaty sie publikacje
L . . . . 14,21

wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiggniecia 125
naukowego
Liczba cytowan publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego do dnia

.. . ) 65
ztozenia wniosku (wg bazy Web of Science)
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c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE
Charakterystyka obiektu badan

Epidemiologia: Bakterie rodzaju Campylobacter — mikroaerofilne, spiralne, gramujemne mikroorganizmy
zaliczane do klasy Epsilonproteobacteria — to czynnik etiologiczny kampylobakteriozy, w ostatnim
dziesiecioleciu najczesciej diagnozowanej zoonozy u mieszkancow panstw cztonkowskich Unii
Europejskiej. Wedtug danych Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnoéci (EFSA, European Food
Safety Authority) w krajach UE w 2014 roku liczba potwierdzonych przypadkéw kampylobakteriozy
u ludzi wyniosta 236 851, co stanowi wzrost 0 9,6% w stosunku do roku 2013. W 2017 roku potwierdzono
natomiast 246 158 przypadkéw infekcji pateczkami Campylobacter, przy wskazniku zachorowalnosci
64,8 na 100 000 os6b (EFSA, 2018). W Stanach Zjednoczonych w 2017 r. patogen ten byt najczestszg
przyczyng chordb przenoszonych przez zywnosé (Marder Mph et al., 2018). W ciggu ostatnich 10 lat
czestos¢ wystepowania i rozpowszechnienie kampylobakteriozy wzrosty réwniez w krajach rozwijajgcych
sie. Dane z czesci Afryki, Azji i Bliskiego Wschodu wskazujg na endemiczny charakter kampylobakteriozy
na tych obszarach, szczegdlnie u dzieci. Wskaznik DALY (disability adjusted life-years — lata zycia
skorygowane niesprawnoscig) dla zakazenn Campylobacter na catym s$wiecie wynosi 7,5 min, i wsréd
czynnikdéw etiologicznych biegunek ustepuje tylko wskaZnikowi DALY oznaczonemu dla rotawiruséw
(Murray et al., 2012).

Choroba wywotywana przez pateczki Campylobacter zwykle ogranicza sie do stanu zapalnego jelit
i wykazuje tendencje do samoograniczenia. To sprawia, ze rzeczywista liczba infekcji moze by¢ znacznie
wyzsza (Havelaar et al., 2013). Raport Centers for Disease Control and Prevention z 2011 r. szacuje, Zze na
ok. 30 przypadkdw kampylobakteriozy w statystykach epidemiologicznych odnotowywany jest tylko
jeden (Scallan et al.,, 2011). W krajach o niskim i $rednim dochodzie infekcje Campylobacter s3
powszechne u dzieci do 5-go roku zycia (Lengerh et al., 2013), natomiast objawy choroby u dorostych sg
rzadkie, co sugeruje, ze kontakt z tym enteropatogenem we wczesnym dziecinstwie prowadzi do rozwoju
odpornosci ochronnej (Blaser, 1997; Kirkpatrick and Tribble, 2011). W krajach rozwinietych na
zachorowanie podatni sg gtdwnie mtodzi dorosli (15-24 lata) (Blaser, 1997; Kirkpatrick and Tribble, 2011).

Sposrdéd opisanych dotychczas 39 gatunkdéw tego rodzaju, za wystgpienie objawdéw chorobowych
odpowiadajg gtéwnie dwa z nich: C. jejuni oraz C. coli (http://www.bacterio.net/campylobacter.htmi,
stan na listopad 2018).

Objawy chorobowe: Smiertelno$¢ zwigzana z zakazeniem Campylobacter jest niska a wiekszo$¢
pacjentow nie wymaga specjalnej terapii. Antybiotyki (makrolidy, chinolony) stosowane sg jedynie
w ciezkich, ogdlnoustrojowych zakazeniach lub u pacjentéw z uposledzong odpornoscig. Dane
epidemiologiczne odnotowujg jednak coraz wiecej przypadkéw powaznych autoimmunologicznych
i neurologicznych powikfan rozwijajgcych sie w nastepstwie infekcji pateczkami rodzaju Campylobacter.
Przyktadem takiego schorzenia jest neuropatia obwodowego uktadu nerwowego tj. zespét Guillaina-
Barré (GBS - Guillain-Barré Syndrome) (Nyati and Nyati, 2013; Goodfellow and Willison, 2016). Ryzyko
jego wystgpienia, zwykle niewielkie (trzy przypadki na 10000 zdiagnozowanych przypadkow
kampylobakteriozy), wzrasta po infekcji okreslonymi serotypami (m. in. HS19, HS41) (Skarp et al., 2016).
U podstaw rozwoju GBS lezy zjawisko mimikry molekularnej. Powstajgce podczas infekcji Campylobacter
przeciwciata rozpoznajace bakteryjny lipooligosacharyd wigzg sie z gangliozydami wystepujacymi na



Agnieszka Wyszynriska
Zatqcznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim]

powierzchni komérek Schwanna i neuronu, co aktywuje ukfad dopetniacza, prowadzi do powstania
kompleksu atakujgcego btone (MAC- membrane attack complex) i w konsekwencji do uszkodzenia
komoérek nerwowych. Przytgczenie sie przeciwciat w okolicy wezta Ranviera jest natomiast przyczyna
zablokowania kanatéw sodowych, a tym samym zaburzen polaryzacji komoérki, czego efektem jest
spowolnienie przewodnictwa nerwowego. Ponadto sprowokowana infekcjg aktywacja limfocytéw T
moze wywotaé migracje makrofagdw w kierunku zajetego nerwu, a towarzyszace jej uwolnienie
mediatoréw stanu zapalnego prowadzi do uszkodzenia mieliny (Dasti et al., 2010).

Aktualne badania wskazujg rowniez na zwigzek pomiedzy zakazeniem Campylobacter a wystepowaniem
reaktywnego zapalenia stawéw (Ajene et al., 2013; Stavropoulos et al., 2015), zespotu nadwrazliwosci
jelita (IBS - Irritable Bowel Syndrome) oraz nowotworoéw jelita grubego (Kaakoush et al., 2015).

W przebiegu infekcji znaczenie ma zaréwno patogennos$¢ zakazajgcego szczepu, jak i funkcjonowanie
uktadu immunologicznego gospodarza (Kaakoush et al., 2015). U ludzi z niesprawnie dziatajgcym
uktadem immunologicznym (ludzie starsi, ludzie po przebytych chorobach nowotworowych czy
zainfekowani wirusem HIV) Campylobacter jest czesto przyczyng infekcji uogdinionych oraz posocznicy
(Kaakoush et al., 2015).

Zrédia zakazenia: Badania epidemiologiczne wykazuja, ze wiekszoé¢ przypadkéw kampylobakteriozy jest
wynikiem konsumpcji  zanieczyszczonego pateczkami nieodpowiednio przygotowanego miesa
drobiowego, co jest zgodne z obserwacjg, ze gtdwnym rezerwuarem tych mikroorganizmow jest dréb
hodowlany oraz dzikie ptactwo (Dasti et al., 2010; Silva et al., 2011). Drobnoustroje te kolonizujg ukfad
pokarmowy ptakéw na bardzo wysokim poziomie (do 10° CFU/g tresci jelita) (Sahin et al., 2015), a do
zanieczyszczenia miesa dochodzi w trakcie procesu produkcyjnego. W 2016 r., wedtug raportu EFSA,
36,7% przebadanych tuszek brojleréw dostepnych na rynku europejskim byto skazonych Campylobacter
w ilosci przekraczajacej 4 logl0 CFU/g miesa. Niska dawka infekcyjna dla ludzi sprawia, ze do zakazen
dochodzi tatwo i czesto. W ostatnich latach odsetek ten pozostaje na wzglednie statym poziomie, choé w
roku 2015 dla EU wynosit 47%. Wystepuja tez znaczne réznice miedzy poszczegdlnymi parnstwami
cztonkowskimi Unii Europejskiej (EFSA, 2016; EFSA, 2017), co jest m.in. wynikiem stosowania réznych
strategii pobierania prébek i metod testowania. Na polskim rynku bakteriami rodzaju Campylobacter
zanieczyszczonych jest ponad 50% tusz drobiowych (Korsak et al., 2015).

Patogeneza: Mechanizm patogenezy pateczek Campylobacter nie zostat catkowicie wyjasniony, co jest
m. in. wynikiem braku odpowiednich modeli badawczych zaréwno komdérkowych, jak i zwierzecych.
W organizmie cztowieka patogen ten kolonizuje gtéwnie warstwe sluzowa jelita cienkiego. Obecnos¢
licznych substancji odzywczych w zajmowanej niszy wspomaga metabolizm pateczek Campylobacter,
ktére pozbawione 6-fosfofruktokinazy, enzymu zaangazowanego w katabolizm glukozy, wykorzystujg
aminokwasy nie tylko jako zrédto azotu, ale takze wegla i energii (Velayudhan and Kelly, 2002).

Campylobacter wnika do komodrek nabtonkowych w procesie zaleznym od mikrotubuli, kaweoli lub
aktyny, czego konsekwencjg jest modulacja proceséw transdukcji sygnatu. Zaindukowany infekcjg stan
zapalny, jak i aktywnos$¢ patogenu, doprowadzajg do rozluznienia $cistych powigzan miedzy komaorkami
nabtonka i umozliwiajg pateczkom Campylobacter dotarcie do warstwy podnabtonkowej. Nie wykluczono
tez mozliwosci transmigracji poprzez nabtonkowe komérki M. Jak dotad opisano wiele genéw kodujacych
biatka odpowiedzialne za procesy ruchliwosci, chemotaksji, adhezji oraz internalizacji. Do najdokfadniej
scharakteryzowanych nalezg jlpA, peb1, cadF, capA, ciaB jak rdwniez geny warunkujgce biogeneze rzesek
(Bolton, 2015) i procesy chemotaksji (Korolik, 2018). Istotnym czynnikiem wirulencji Campylobacter jest
rowniez cytotoksyna CDT (cytolethal distending toxin) (Asakura et al., 2008). W ostatnich latach, u 10%
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przedstawicieli gatunku C. jejuni, stwierdzono réwniez obecnos¢ gendw kodujacych biatka budujgce
system sekrecji typu VI (T6SS). Jest on wykorzystywany przez bakterie do transportowania toksycznych
czasteczek efektorowych do wnetrza komorek eukariotycznych badz prokariotycznych (Bleumink-Pluym
etal., 2013).

Istotng role w procesie patogenezy Campylobacter odgrywa olbrzymia zmiennos¢ genetyczna tych
mikroorganizméw. Dotyczy ona gtdwnie gendw kodujacych biatka biorgce udziat w syntezie LOS
(lipooligosaccharide), CPS (capsular polysaccharide), biogenezie rzesek czy aparatu ruchu. Jednym
z mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawisko jest zmiennos¢ fazowa. Obecnos$¢ w rejonach
promotorowych lub rejonach 5’ gendw homopolimerowych sekwencji lub kilkunukleotydowych
powtdrzen doprowadza do poslizgu polimerazy w trakcie replikacji (SSM, slipped strand misspairing).
Konsekwencjg sg zaburzenia procesu transkrypcji i translacji, ktére moga prowadzi¢ do braku
funkcjonalnego biatka lub zmiany poziomu transkrypcji. Efektem jest niejednolity sktad populacji.
Wystepowanie licznych wariantéw strukturalnych CPS oraz LOS pozwala na aktywne unikanie dziatania
uktadu immunologicznego gospodarza (Dasti et al., 2010; Poly et al., 2011; Guerry et al., 2012; Esson et
al., 2016).

Campylobacter ma réwniez zdolnos¢ przeprowadzania glikozylacji biatek, zaréwno typu O jak
i N (Karlyshev et al., 2005). W glikozylacji typu N do docelowych biatek przytgczana jest jednostka
heptasacharydowa, ktéra moze by¢ dodatkowo modyfikowana przez produkt genu eptC
(fosfoetanoloamina, PEtN). Nie udato sie jak dotad ustali¢, czy ten rodzaj modyfikacji jest niezbedny do
uzyskania petnej aktywnosci czynnikdw wirulencji, takich jak np. Pebl i JIpA, czy tez to struktura glikanu
ma znaczenie w interakcjach glikoprotein z komérkami gospodarza.

Infekcja Campylobacter u kurczat: Wiekszos¢ przeprowadzonych dotychczas badan wskazuje, ze wysoki
poziom kolonizacji jelit kurczat nie powoduje objawdw chorobowych u ptakéw, co tym samym
uniemozliwia eliminacje zarazonych osobnikéw (Lee and Newell, 2006). Hermans i wsp. sugerowali, ze
stan taki jest wynikiem nieskutecznosci uktadu odpornosciowego kurczat potgczonej z mechanizmami,
ktére przekierowujg odpowiedZ zwierzat na tolerowanie patogena (Hermans et al., 2012). Doniesienia
z ostatnich lat opisujg jednak szkodliwe skutki zdrowotne kolonizacji jelit kurczat przez Campylobacter
(Williams et al., 2013; Humphrey et al., 2014; Awad et al., 2015). W 2014 r. zaobserwowano uszkodzenia
btony sluzowej jelit brojleréw wywotane przez szczep C. jejuni M1, co umozliwito translokacje bakterii ze
Swiatta jelita, takich jak np. E. coli, do gtebiej potozonych tkanek. W efekcie u ptakdw wystgpit ostry stan
zapalny i biegunka (Humphrey et al., 2014; Awad et al., 2015; Awad et al., 2016). Uzyskane wyniki
nakazujg zatem zweryfikowanie przekonania, ze Campylobacter jest wytacznie komensalem ptakow.

Campylobacter jest wykrywany w przewodzie pokarmowym ptakéw hodowlanych dopiero po 2 tygodniu
ich zycia (Conlan et al., 2007; Newell et al., 2011). Sugeruje to istnienie mechanizmu przeciwdziatajgcego
kolonizacji mtodych ptakdw przez pateczki patogena. Spekulowano, ze za ten stan odpowiada wysoki
poziom swoistych przeciwciat matczynych (Cawthraw and Newell, 2010). Obserwacje, ze kurczeta
przebywajgce w stadach razem z dorostymi sg wolne od Campylobacter przez pierwsze kilka tygodni po
wylegnieciu, wydajg sie to potwierdzac (Sahin et al., 2003). Istniejg réwniez doniesienia sugerujace, ze
gtéwng przyczyng zaleznego od wieku zakazenia kurczat przez Campylobacter jest zmiana sktadu
mikrobiomu ptakow (Han et al., 2016). Przeprowadzone przez ljaz i wsp. kompleksowe, codzienne
badania mikrobiomu kurczat od 3 do 35 dnia zycia ptakéw wykazaty, ze Campylobacter pojawia sie
w 16 dniu zycia, tuz po zaobserwowaniu najbardziej znaczacych zmian w profilach metabolicznych. Nie
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mozna wykluczy¢, ze jest to wynik pojawienia sie sSrodowiskowych czynnikéw stymulujgcych rozwéj tych
drobnoustrojéw (ljaz et al., 2018).

Woyijasnienie roli mikroflory jelitowej w zakazeniu kurczat przez Campylobacter wymaga doktadniejszego
zrozumienia ich ekologii. Dotychczas kwestii tych dotykaty nieliczne badania. Tak na przyktad Kaakoush
i wsp. powigzali obecnos¢ C. jejuni w przewodzie pokarmowym kurczat z wystepowaniem mniejszej ilosci
przedstawicieli rodzajéw Lactobacillus i Corynebacterium oraz wiekszej ilosci zaréwno Streptococcus, jak
i Ruminococcaceae (Kaakoush et al., 2014). Uwage zwrdcita réwniez obecnos¢ gtdwnych producentéw
krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) (Bacteroides, Alistipes, Blautia i Clostridium). Pateczki
Campylobacter mogg wykorzystywaé kwasy organiczne wytwarzane przez te rodzaje jako zrédio energii
i wegla, co moze ttumaczy¢ ich wspdtwystepowanie u ptakéw (Thibodeau et al., 2015). Zmiany
w liczebnosci przedstawicieli Clostridiales w odpowiedzi na kolonizacje Campylobacter obserwowali
rowniez Connerton i wsp. (Connerton et al., 2018). Zauwazyli jednak, ze np. Clostridium XIVa wykazuje
wiekszg obfitos¢ przy nieobecnosci Campylobacter. Przedstawiciele tej grupy w jelitach cztowieka nalezg
do gtéwnych producentéw maslanu i odgrywajg kluczowg role w utrzymaniu funkcji metabolicznych
i immunologicznych (Lopetuso et al., 2013). Oprécz sktadu mikroflory, Connerton i wsp. poréwnali
reakcje zapalne i parametry zootechniczne brojleréw niezakazonych Campylobacter oraz zainfekowanych
tym patogenem w 6 dniu lub w 20 dniu zycia, kiedy komercyjne stada kurczat najczesciej ulegajg
kolonizacji przez Campylobacter. Zarébwno wczesna, jak i pézna kolonizacja wywotuje reakcje prozapalne,
ale ich kinetyka jest zupetnie inna. W przypadku ptakéw zakazonych w 6 dniu zycia obserwowano wzrost
IFN-y i IL-4, a nastepnie zwiekszong ekspresje IL-6, IL-17A i IL-17F, ktdra spada po osiggnieciu wyzszego
poziomu przez IL-10. Ostatecznie, poziom prozapalnych cytokin ptakéw skolonizowanych w pierwszym
tygodniu zycia byt identyczny z poziomem cytokin obserwowanym u niezainfekowanych ptakéw
(Connerton et al.,, 2018). Ekspresja cytokin w odpowiedzi na zakazenie Campylobacter u kurczat
zainfekowanych w dniu 20 wykazata zwiekszong ekspresje IL-6, IL-17A i IL-17F; podwyzszong odpowied?
IL-17A obserwowano az do 35 dnia zycia. Rdéznice te nie skutkujg nizszymi poziomami kolonizacji
Campylobacter pod koniec badania, ale mogg prowadzi¢ do zmian w lokalnych spotecznosciach
drobnoustrojéw.

Immunoprofilaktyka: Duza liczba przypadkéw kampylobakteriozy, wystepowanie poinfekcyjnych
powiktan, gtdwnie neurologicznych, jak réwniez rosngca liczba szczepdw Campylobacter opornych na
antybiotyki stosowane w terapii powodujg, ze zakazenia tym enterpatogenem stanowig powazny
problem stuzb medycznych. Mikroorganizm ten znalazt sie na opublikowanej w 2017 roku przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (World Health Organisation) licie gatunkéw bakterii bedacych, gtéwnie
ze wzgledu na swag antybiotykoopornosé, najwiekszym zagrozeniem dla zdrowia ludzkiego
(https://www.who.int). W zwigzku z tym w ostatnich latach wysitki badaczy skupiajg sie na opracowaniu
strategii zapobiegania infekcjom Campylobacter.

Szczepionki przeznaczone dla ludzi: Jedna z mozliwosci zaktada szczepienie ludzi z grup podwyzszonego

ryzyka, np. personelu i dzieci do pigtego roku zycia. Obecnos$¢ przeciwciat u oséb, ktére przeszty infekcje
oraz brak zachorowan dorostych w regionach, gdzie Campylobacter wystepuje endemicznie wskazujg, ze
cho¢ opracowanie szczepionki przeznaczonej dla ludzi nie jest tatwym zadaniem, to jest realne. Trudnosci
wynikajg z nie do konca wyjasnionych proceséw patogenezy, ogromnej rézinorodnosci szczepdw
Campylobacter i niemoznosci ustalenia, ktére z antygendw majg najwiekszy potencjat ochronny.

Zdolno$¢ Campylobacter do wywotania GBS powoduje, ze powaine obawy dotyczg réwniez
bezpieczenstwa preparatéw, zwilaszcza tych opartych na wykorzystaniu petnych zabitych
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mikroorganizméw badZ szczepdw atenuowanych. Ten ostatni problem moze zosta¢ rozwigzany przez
zastosowanie w charakterze antygendw polisacharydéw otoczkowych (CPS) (Rose et al., 2012; Maue et
al., 2013; Pequegnat et al., 2017). Nie wykazuja one podobienstwa do gangliozydéw budujacych otoczke
mielinowg nerwéw obwodowych. Poniewaz jednak charakteryzuje je duza zmiennos¢ strukturalna
(aktualnie znanych jest 47 wariantéw strukturalnych CPS), szczepionka oparta na tym antygenie powinna
by¢ poliwalentna, tzn. sktada¢ sie z polisacharydéw dominujgcych serotypdw. Uzycie polisacharyddéw
otoczkowych wymaga réwniez ich przytagczenia do biatka nosnikowego. Zapewnia to zdolnos$¢ do
indukowania odpowiedzi zwigzanej z limfocytami T (Lesinski and Westerink, 2001). Metode te
z powodzeniem wykorzystano do opracowania szczepionek przeciwko m. in. Haemophilus influenzae
typu b (Hib) (Makela et al., 2003) i Neisseria meningitidis (Broker et al., 2009). Pilotazowe badania nad
wykorzystaniem szczepionki polisacharydowej przeciwko Campylobacter rozpoczat Naval Medical
Research Center. Jako biatko no$nikowe zastosowano zmodyfikowang toksyne btonicy CRM197, ktérej
bezpieczenstwo potwierdzono w licznych badaniach. Monteiro i wsp. wykazali, ze preparat zawierajacy
CPS-CRM;4; znaczgco zmniejsza objawy chorobowe u immunizowanych (podskdrnie) myszy oraz u matp z
gatunku Aotus nancymaae. Immunizacja wywotata silng odpowiedZ immunologiczng u zwierzat
wykorzystanych w badaniach, cho¢ nie zapobiegta skolonizowaniu ich jelit przez Campylobacter
(Monteiro et al., 2009). Zachecajace wyniki wstepnych badan doprowadzity do fazy klinicznej, ktéra miata
miejsce w 2014 r. (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02067676). Szczepionka (CICV1) podana domies$niowo
48 ochotnikom nie spowodowata znaczacej odpowiedzi immunologicznej przeciwko CPS. Uznano, ze za
ten rozczarowujacy wynik odpowiada brak immunodominujgcych  epitopdw  MeOPN
(metylofosforoamidan) w strukturze uzytych CPS. Transferazy odpowiedzialne za przytgczenie MeOPN do
polisacharyddéw otoczkowych podlegajg zmiennosci fazowej (Pequegnat et al., 2017). Dlatego tez do
kolejnych badan wybrano naturalny wariant C. jejuni 81-176 posiadajgcy obie transferazy MeOPN w fazie
"on" (Poly et al., 2018).

Szczepionki przeznaczone dla kurczat: Ograniczenie poziomu kolonizacji przewodu pokarmowego

kurczat przez patogenne dla ludzi szczepy Campylobacter spp. doprowadzitoby do znacznego obnizenia
poziomu zachorowan wsrdd ludzi, a co za tym idzie, znacznej redukcji kosztow opieki zdrowotnej. Spadek
liczby CFU w jelitach kurczat zaledwie o 2 log 10 powinien przetozy¢ sie na okotfo trzydziestokrotne
obnizenie poziomu ludzkich infekcji (Rosenquist et al., 2003). 1 stycznia 2018 roku weszto w zycie
Rozporzadzenie Komisji UE (nr 2017/1495) wprowadzajgce kryterium higieny dotyczace bakterii
Campylobacter w tuszach brojleréw, co umozliwi kontrole zanieczyszczenia tusz podczas procesu uboju
ptakéw. Ustalono, ze dopuszczalna liczba CFU / gram miesa drobiowego nie moze przekracza¢ 1000.

Podejmowano rozmaite préby kontrolowania rozprzestrzeniania sie zakazern w warunkach masowego
chowu kurczat. Jednak dziatania zmierzajgce w kierunku poprawy higieny na fermach i bezpieczenstwa
biologicznego (stosowanie wykluczenia konkurencyjnego czy dodatkdéw do pasz lub wody pitnej np.
kwaséw organicznych i kwaséw ttuszczowych, produktéw pochodzenia roslinnego, bakteriocyn,
bakteriofagéw) nie sg wystarczajgce, aby kontrolowaé lub wyeliminowaé¢ Campylobacter z taricucha
pokarmowego drobiu (Nauta et al., 2007; El-Shibiny et al., 2009; Meunier et al., 2016). Wydaje sie, ze
najskuteczniejszg metodga profilaktyki anty-Campylobacer jest immunizacja kurczat. Pomimo, ze wiele
grup badawczych pracuje nad stworzeniem prototypu takiej szczepionki, nadal nie jest ona komercyjnie
dostepna.

Do chwili obecnej nie uzyskano jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, jaki typ odpowiedzi
immunologicznej chroni kurczeta przed kolonizacjg Campylobacter. Badania przeprowadzone przez Sahin
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i wsp. wskazujg, ze w ochronie mtodych kurczat przed kolonizacjg przez ten gatunek bakterii odgrywaja
role przeciwciata matczyne swoiste dla Campylobacter, jednak ochrona ta nie obejmuje catego okresu
produkcji brojlerow (Sahin et al., 2001; Sahin et al., 2003; Cawthraw and Newell, 2010). Badanie to
jednoczesnie wskazuje, ze zwiekszenie odpornosci moze by¢ racjonalnym i wykonalnym sposobem
kontrolowania Campylobacter na poziomie hodowli.

Znaczenie humoralnej odpowiedzi immunologicznej w zapobieganiu kolonizacji kurczat przez
Campylobacter zostato potwierdzone przez Hermansa i wsp. Wykazali oni, ze bierna immunizacja,
polegajgca na podaniu kurom przeciwciat IgY uzyskanych od niosek zainfekowanych Campylobacter,
redukuje znaczaco liczbe komérek tego mikroorganizmu w jelitach i uniemozliwia transmisje patogenu
pomiedzy ptakami (Hermans et al., 2014). Role przeciwciat klasy IgA, jak rowniez znaczenie limfocytow B,
w odpowiedzi adaptacyjnej kurczat przeciwko Campylobacter badali w 2017 roku Lacharme-Lora i wsp.
Przeprowadzili oni bursektomie kurczat (usuniecie Torebki Fabrycjusza), w wyniku czego ptaki zostaty
pozbawione limfocytéw B oraz nie produkowaty wydzielniczych przeciwciat sigA. Naukowcy wykazali, ze
limfocyty B nie odgrywaja istotnej roli w redukcji kolonizacji jelit slepych przez pateczki Campylobacter do
7 tygodnia ich zycia. Natomiast badanie tresci jelitowej ptakdow po 9 tygodniach od zakazenia wykazato,
ze poziom kolonizacji jelita slepego u ptakéw posiadajgcych Torebke Fabrycjusza byta o ponad 2 logl0
nizsza w porownaniu do grupy kurczat, u ktérych przeprowadzono bursektomie. Wyniki powyzszych
badan pokazujg, ze wytwarzanie przeciwciat odgrywa role w ograniczaniu infekcji Campylobacter, jednak
proces ten wymaga dtuzszego czasu anizeli czas zycia komercyjnego kurczecia (6 tygodni) (Lacharme-Lora
etal., 2017).

Jednoczesnie badania przeprowadzone przez Humphrey’a i wsp. wykazaty, ze znaczacy wptyw na wynik
zakazenia C. jejuni i odpowiedZ immunologiczng ma rasa kurczat. Cztery komercyjne rasy brojleréw
wykorzystane w eksperymencie réznity sie czasem trwania i rozmiarem reakcji zapalnych, czego efektem
byta komensalna kolonizacja badz choroba z uszkodzeniem btony sluzowej jelita (Humphrey et al., 2014).
Oprdécz niktej wiedzy dotyczacej funkcjonowania uktadu immunologicznego kurczat przyczyng
dotychczasowych niepowodzenn w opracowaniu szczepionki dla kurczat jest rowniez wspomniana
wczesniej roznorodnosc genetyczna szczepow Campylobacter.

Celem prowadzonych przeze mnie badan jest opracowanie prototypu szczepionki anty-Campylobacter
przeznaczonej dla kurczat, a w szczegdlnosci ocena przydatnosci réznych no$nikow dla antygendéw
Campylobacter w procesie immunizacji kurczat. Wyniki badan, ktére stanowig podstawe
przedstawionego osiggniecia habilitacyjnego, podzielitam na nastepujace, spdjne tematycznie, czesci:

1. Konstrukcja szczepéw bakterii kwasu mlekowego (LAB) prezentujagcych na powierzchni
hybrydowe biatko zawierajace epitopy dwdch antygenéw Campylobacter sp.;

2. Charakterystyka szczepow rodzaju Lactobacillus pod katem ich wykorzystania jako nosnikow
antygendéw/epitopow biatek Campylobacter sp.;

3. Analiza skutecznosci dziatania skonstruowanych prototypow szczepionek anty-Campylobacter na
modelu kurzym; poréwnanie drogi podania.
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W procesie konstrukcji szczepionek podjednostkowych niezwykle waziny jest wybdér antygenu.
Potencjalny antygen powinien by¢ rozpoznawany przez uktad odpornosciowy immunizowanego
organizmu. Cechg niezbedng jest jego produkcja in vivo, gdy patogen oddziatuje z komdrkami
gospodarza. Poza tym antygen szczepionkowy powinien by¢ silnie konserwowany w obrebie rdznych
serotypdéw/genotypdw, co ma szczegdlnie duze znaczenie w sytuacji, gdy patogenny organizm cechuje
wysoki poziom zmiennosci genetycznej. Istotny jest sposéb dostarczenia antygenu, jak réwniez droga
podania preparatu szczepionkowego. Wszystkie te elementy majg wptyw na rodzaj i poziom indukowanej
odpowiedzi immunologicznej.

Wybér antygenu: Wiele technologii (m.in. STM - Signature-tagged transposon mutagenesis, GSH -
Genomic subtractive hybridization, SCOTS - Selective capture of transcribed sequences, genomika,
transkryptomika, proteomika) w pofaczeniu z metodami bioinformatycznymi zrewolucjonizowato proces
poszukiwania atrakcyjnych kandydatéw do konstrukcji szczepionek. Technika IVIAT (in vivo-induced
antigen technology) pozwala na przyktad na identyfikacje gendw ulegajacych ekspresji in vivo, a wiec
podczas oddziatywania miedzy gospodarzem i drobnoustrojem. Kodowane przez nie biatka moga
odgrywaé wazng role w patogenezie w okreslonym uktadzie gospodarz-patogen, a ich potencjalny udziat
w wirulencji sprawia, ze brane sg réwniez pod uwage jako antygeny do opracowania szczepionek
podjednostkowych czy jako markery diagnostyczne. Przeszukanie ekspresyjnej biblioteki genomowej (do
stworzenia ktérej wykorzystano DNA zsekwencjonowanego szczepu C. jejuni NCTC11168) za pomocg
ludzkiej surowicy od rekonwalescentdw, wysyconej dodatkowo biatkami szczepu Campylobacter
hodowanego w warunkach laboratoryjnych, doprowadzito do zidentyfikowania 24 gendéw. Ich produkty
petnig rézne funkcje metaboliczne (m. in. leuC, ptmB, eno i fcl), sg zaangazowane w procesy biosyntezy
(m.in. tufB) czy procesowanie informacji genetycznej. Dwa geny wykryte w tym eksperymencie (cj1471c
oraz c¢j1587c) biorg udziat w transporcie aminokwaséw (Hu et al., 2014b). Podobna analiza zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem surowicy od kurczgt wysyconej biatkami szczepu Campylobacter
hodowanego in vitro (Hu et al., 2014a). Ten schemat postepowania doprowadzit do identyfikacji 28
gendw, z ktorych jedynie pie¢ ulega ekspresji in vivo w obu gospodarzach, co jest prawdopodobnie
wynikiem zupetnie innego przebiegu infekcji u ludzi i kurczat. Zwraca uwage fakt, ze wsréd wyrdznionej
puli gendw nie ma tych kodujgcych biatka wykorzystane do konstrukcji prototypéw szczepionek
podjednostkowych (cjaA, pebl, dps). Analiza ta nie wykryta réwniez gendw takich jak cadF, ciaB, pldA,
ktérych unieczynnienie bezsprzecznie, jak wykazano w innych laboratoriach, obniza zdolnos¢
mikroorganizmu do kolonizacji.

Jak dotad na modelach zwierzecych testowano tylko kilka potencjalnych kandydatéw do konstrukcji
szczepionki anty-Campylobacter - gtéwnie w postaci oczyszczonych rekombinowanych biatek lub
produkowanych w zywych atenuowanych szczepach bakteryjnych (Jagusztyn-Krynicka et al., 2009).
Najdokfadniej pod tym katem zostata przebadana flagellina (FlaA). Cho¢ stanowi immunodominujgcy
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antygen wyrazany podczas infekcji, jej uzycie w szczepionkach jest problematyczne. Flagellina podlega
bowiem O-glikozylacji, ktora to modyfikacja ma znaczenie dla jej struktury i wtasciwosci immunogennych.
Inne analizowane antygeny obejmujg: gtdwne biatko btony zewnetrznej (MOMP), adhezyne Pebl,
sktadnik wielolekowej pompy efflux CmeC, receptor enterobaktyny CfrA oraz lipoproteiny CjaA i CjaC
zaangazowane w transport aminokwasow. Indukowana odpowied? immunologiczna (specyficzne
wydzielnicze przeciwciata klasy slgA w $luzie jelitowym oraz 1gG w surowicy) zapewniata ograniczong
ochrone (FlaA-LTB; rCmeC, Dps), byta skierowana przeciwko konformacyjnie zmiennym epitopom
(MOMP), nie chronita przed zakazaniem heterologicznymi szczepami (FlaA) lub wyniki byty wysoce
zmienne (CjaA) zalezne od dawki preparatu, drogi podawania oraz schematu jego aplikacji (Wyszynska et
al., 2004; Buckley et al., 2010; Layton et al., 2011; Clark et al., 2012; Theoret et al., 2012).

Wyniki tych badan, podobnie jak wyniki badah naszej grupy badawczej, wskazujg, ze preparaty
szczepionkowe powstate w oparciu o pojedynczy antygen cechuje niezadowalajgcy potencjat
protekcyjny. Do ograniczenia poziomu kolonizacji jelit kurczat przez pateczki Campylobacter doprowadzié
moze jedynie opracowanie wielosktadnikowe] szczepionki. Podobna strategia zastosowana zostata przy
opracowywaniu szczepionki przeciwko meningokokom grupy B (MenB, Novartis). Dwa z czterech jej
sktadnikdéw to hybrydowe rekombinowane biatka zawierajgce epitopy kilku antygenéw (Serruto et al.,
2010).

W Zaktadzie Genetyki Bakterii Instytutu Mikrobiologii UW przeszukiwanie genomowych bibliotek
Campylobacter przy uzyciu kréliczych surowic anty-Campylobacter doprowadzito do identyfikacji trzech
immunodominujacych biatek Campylobacter: CjaA (Cj0982c w C. jejuni NCTC11168), CjaC (Cj0734c
w C. jejuni NCTC11168) oraz CjaD (Cj0113c w C. jejuni NCTC11168) (Pawelec et al., 1997). Badania, ktore
prowadzitam w trakcie wykonywania doktoratu (Biwalentna szczepionka dla kurczgt przeciwko
Salmonella enterica sv. Typhimurium i Campylobacter jejuni — przygotowanie konstruktow do
immunizacji), jak réwniez w pierwszych latach po doktoracie, miaty na celu ich charakterystyke.
Wspomniane wyzej biatka posiadajg wiele cech predysponujacych je do zastosowania
w immunoprofilaktyce. Biatka CjaA i CjaC to pozacytoplazmatyczne glikozylowane lipoproteiny
konserwowane wsrdd rdoznych serotypdéw Campylobacter (Wyszynska et al., 2007; Wyszynska et al.,
2008). Nalezg one do grupy biatek wigzgcych substrat systemu transport typu ABC. Analizy
krystalograficzne rCjaA udokumentowaty, ze biatko to jest ligandem dla cysteiny (Muller et al., 2005), ale
eksperymenty wzrostowe sugerujg, ze nie jest zaangazowane w wigzanie jedynie tego aminokwasu
(Vorwerk et al., 2014). Natomiast dla CjaC najbardziej prawdopodobnym ligandem jest histydyna (Garvis
et al., 1996). Poniewaz aminokwasy dla tego mikroorganizmu s3 nie tylko Zrédtem azotu, ale takze wegla
i energii, biatka biorgce udziat w transporcie aminokwaséw petnig istotng role w procesach
fizjologicznych bakterii rodzaju Campylobacter. Dodatkowo poziom ekspresji genu cjaA ulega
podwyzszeniu na podtozach ubogich w Zelazo, co sugeruje udziat CjaA w procesie kolonizacji in vivo
(Holmes et al., 2005). Wykazano, iz biatka te w komadrkach swiezych klinicznych izolatéw wystepuja
w wiekszej ilosci niz w komdrkach wielokrotnie pasazowanych szczepdw laboratoryjnych (Cordwell et al.,
2008). Sg one takze rozpoznawane przez przeciwciata matczyne, chronigce kurczeta przez pierwsze
tygodnie zycia przed Campylobacter (Cordwell et al., 2008; Shoaf-Sweeney et al., 2008).

CjaD to biatko PAL (Peptidoglican Associated Protein) zakotwiczone w bfonie zewnetrznej komérki, co
wykazano metoda Western blot z wykorzystaniem specyficznych kréliczych przeciwciat anty-rCjaD.
Podobnie jak biatko PAL E. coli tworzy ono kompleks z wieloma biatkami btonowymi, miedzy innymi
z biatkiem btony wewnetrznej - TolB, ktéry jest odpowiedzialny za utrzymanie odpowiedniej struktury
oston komérki. Gen cjaD jest prawdopodobnie genem niezbednym do przezycia mikroorganizmu. Wiele
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prob wykonanych w naszym laboratorium, majgcych na celu skonstruowanie mutanta w genie cjaD,
zakonczyto sie niepowodzeniem. Poniewaz silnie immunogenne biatka PAL sg istotnymi czynnikami
wirulencji wielu gramujemnych bakterii, byly one testowane jako sktadniki podjednostkowych
szczepionek. Przyktadem sg préby jego zastosowania w zapobieganiu ludzkim infekcjom powodowanym
przez nietypowalne szczepy Haemophillus influenzae (NTHi). Wstepne eksperymenty wykonane na
modelu mysim wykazaty skuteczno$é badanych prototypdw (Godlewska et al., 2009).

Za wykorzystaniem lipoprotein w konstrukcji szczepionek podjednostkowych przemawiajg takze badania,
w ktérych wykazano u kurczat silng indukcje wrodzonej odpowiedzi immunologicznej za posrednictwem
receptora TLR2 (de Zoete et al., 2010). Ostatnio publikowane dane wskazujg, ze wrodzona odpowiedz
immunologiczna moze odgrywac istotng role w ochronie kurczat przed kolonizacjag Campylobacter (Reid
et al., 2016).

Przedstawione wyzej biatka CjaA i CjaD wykorzystane zostaty do opracowania hybrydowego antygenu. Za
pomocg analiz in silico, okreslone zostaty ich powierzchniowe epitopy rozpoznawane przez przeciwciata.
W sekwencji aminokwasowej CjaA wytypowano sze$é¢ miejsc, do ktérych mozina wprowadzi¢ krétkie
peptydy, nie powodujgc przy tym istotnych zmian jego struktury. Trzy z nich zostaty wykorzystane do
wstawienia epitopdw biatka CjaD. Krdlicza surowica poliklonalna anty-rCjaAD rozpoznaje natywne biatka
CjaA i CjaD [publikacja 2 (Kobierecka et al., 2016a)]. Powstate hybrydowe biatko rCjaAD byto
w prowadzonych przeze mnie badaniach modelowym antygenem.

Droga dostarczenia antygenu: Antygeny bakterii chorobotwdrczych muszg by¢ dostarczone do uktadu
immunologicznego osobnikdéw uodparnianych. W charakterze nosnikéw stosowane sg m.in. atenuowane
szczepy roznych mikroorganizméw patogennych, VLPs (Virus Like Particles), wiruséw, bakterie
komensalne z grupy LAB (Lactic Acid Bacteria) lub tez liposomy.

Szczepy atenuowane: Szczepionki podjednostkowe skonstruowane w oparciu o atenuowane szczepy

patogendw majg wiele zalet: (1) silnie stymulujg odpowiedZz humoralng i/lub komérkowg nie tylko
przeciwko homologicznym antygenom, ale réwniez przenoszonym antygenom heterologicznym,
(2) mozliwe sg réine drogi podania (droga wziewna, donosowa, doustna, dooczna, dopochwowa,
doodbytnicza), (3) podane na jeden z wymienionych sposobdéw indukujg mechanizmy odpornosciowe
zwigzane z btonami $luzowymi jak i ogdlnoustrojowg odpowiedz immunologiczng, (4) sg tatwe i tanie
w produkcji, (5) istnieje mozliwos¢ ich liofilizacji i przechowywania w temperaturze pokojowej. Przede
wszystkim jednak atenuowane patogeny jelitowe przezywajg w srodowisku uktadu pokarmowego
zawierajacym m.in. rézne proteazy, defensyny, lizozym, a zatem s3 zdolne do ochrony przenoszonego
heterologicznego antygenu.

Pierwszym, zastosowanym przeze mnie nosnikiem gendw Campylobacter byty szczepy awirulentnej
Salmonella enterica sv. Typhimurium (Wyszynska et al., 2004). Po doustnym podaniu mikroorganizmy te
pobudzajg uktad immunologiczny do produkcji duzej ilosci specyficznych przeciwciat klasy slgA
odnajdywanych w btonach sluzowych przewodu pokarmowego i gruczotach wydzielniczych. Infekcja
szczepami Salmonella stymuluje rowniez odpowiedZ ogdlnoustrojowg (IgG) oraz wysoki poziom
odpowiedzi typu komdrkowego. W przeprowadzonym eksperymencie protekcyjnym uzyskano znaczace
ograniczenie kolonizacji jelita w poréownaniu do wynikéw uzyskiwanych w grupie kontrolnej, osiggajace
6 logl0. Niemniej wyniki innych grup badawczych wskazywaty, ze po przeniesieniu antygenu CjaA
z wykorzystaniem atenuowanych szczepdéw Salmonella obnizenie poziomu kolonizacji Campylobacter
w jelitach kurczat nie byto tak znaczgce. Z pewnoscig ma tu znaczenie zaréwno tto genetyczne czynnika
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infekcyjnego, jak i gospodarza (Rubin et al., 2010; Indikova et al., 2015). Nie bez znaczenia byty réwniez
inne warunki doswiadczenia: dawka preparatu oraz schemat jego aplikacji (Buckley et al., 2010; Theoret
et al., 2012). W roku 2005 nasze badania (grupa badawcza Zaktadu Genetyki Bakterii kierowana przez
prof. dr hab. E. K. Jagusztyn-Krynickg) zostaty wyréznione nagrodg specjalng Didiera Reyndersa, Vice
Premiera i Ministra Finanséw Belgii oraz ztotym medalem na 54 Swiatowych Targach Wynalazczosci,
Badan Naukowych i Nowych Technik Brussels EUREKA 2005 za projekt ,Biwalentna szczepionka dla
drobiu anty-Salmonella /Campylobacter”.

Badania, w ktérych do przenoszenia immunogennych biatek Campylobacter zastosowano szczepy
Salmonella, sg obecnie kontynuowane, a ich wyniki zostang wkrétce zebrane w formie manuskryptu
publikacji. Do przeniesienia modelowego antygenu rCjaAD zostat wykorzystany, skonstruowany
specjalnie do uzycia w immunoprofilaktyce ludzi i zwierzat, przedstawiciel serii RASV (Recombinant
Attenuated Salmonella Vaccine) charakteryzujgcy sie opdzniong atenuacjg oraz opdzniong produkcja
heterologicznych antygendw (system RDAS — Regulated Delayed Antigen Synthesis) (Curtiss et al., 2009;
Wang et al., 2010; Wang et al., 2013). Szczep ten ma delecje w dwdch chromosomowych genach
metabolizmu podstawowego: asd (dehydrogenaza aldehydu kwasu semiasparaginowego) i dadB
(racemaza alaniny). Mutacje te komplementowane s3 przez geny asd/dad zawarte na plazmidach
bedacych wektorami do klonowania heterologicznych gendéw. Zastosowanie tych uktadéw (double
balanced-lethal host-vector system) pozwala na stabilne utrzymywanie plazmidéw bez stosowania presji
antybiotykowej. Szczepy te niosg w genomie takze mutacje gendw crp i fur, ktére powodujg opdznienie
atenuacji bez uszkadzania oddziatywania mikroorganizmu z komérkami GALT. Ich ekspresja nie zachodzi
w $Srodowisku pozbawionym arabinozy tj. w organizmie immunizowanego gospodarza. OpdzZniona
produkcja heterologicznego antygenu warunkowana jest natomiast regulacjg ekspresji genéw lacl i c2.
Geny te, sklonowane pod kontrolg kasety arabinozowej (TT araC Pgap), kodujg represor laktozowy (Lacl)
oraz represor C2 faga P22, ktére hamujg ekspresje heterologicznych gendw sklonowanych pod
promotorami trc i P22L odpowiednio na plazmidach serii Asd* lub DadB* (Wang et al., 2013; Clark-Curtiss
and Curtiss, 2018).

W celu ukierunkowania odpowiedzi immunologicznej zastosowane zostaty kurze cytokiny: ChIL-6
i ChIL-18. Obie cytokiny sg wielofunkcyjnymi biatkami modulujgcymi odpowiedZ immunologiczng. ChIL-6
moduluje odpowiedz Th1/Th2, gtéwnie hamujgc droge Thl. ChIL-18 gtéwnie utatwia odpowiedZ Thil,
cho¢ w odpowiednich warunkach stymuluje takze odpowiedz Th2. Niektére z wynikéw tych badan weszty
w sktad rozprawy doktorskiej dr. Pawta taniewskiego.

Bakterie kwasu mlekowego: Do przenoszenia obcych antygendw w procesie immunizacji

wykorzystywane sg rowniez bakterie kwasu mlekowego (LAB). LAB to sztucznie wyodrebniona grupa
o olbrzymiej rdéznorodnosci genetycznej oraz filogenetycznej, ktérej cechag charakterystyczng jest
zdolnos¢ do produkcji kwasu mlekowego. Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg, ze podanie
takich szczepdw prowadzi do indukcji odpowiedzi immunologicznej zarowno w btonach sluzowych (slgA),
jak i ogdlnoustrojowej reakcji uktadu odpornosciowego przeciwko eksprymowanym heterologicznym
antygenom, przy jednoczesnej niskiej odpowiedzi skierowanej przeciwko antygenom szczepu
nosnikowego. Jako wektory szczepionkowe posiadajg takze inne zalety. Umozliwiajgc immunizacje droga
Sluzowkowq zapewniajg wiekszg skuteczno$¢ walki z patogenami, dla ktérych to wiasnie s$luzéwka
stanowi wrota infekcji. O atrakcyjnosci bakterii kwasu mlekowego w immunoprofilaktyce lub terapii
decyduje réwniez ich opornos$¢ na dziatanie niskiego pH soku zotgdkowego oraz zdolnos¢ adhezji do
komdrek nabtonka jelitowego. Kluczowg kwestig jest tez bezpieczenstwo tych preparatéw. Bakterie te
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(m.in. gatunki Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc) posiadajg status GRAS, a czes¢ z nich zaliczamy do
probiotykdéw, czyli organizméw, ktérych krétkotrwata obecnosé lub kolonizacja wywiera pozytywny
wplyw na wiele elementdw fizjologii organizmu gospodarza. Niewatpliwg zaletg sg réwniez niskie koszty
produkcji tego typu szczepionek oraz mozliwos¢ liofilizacji i przechowywania preparatu w temperaturze
pokojowe;j.

Od czasu pierwszego doniesienia dotyczgcego wykorzystania bakterii kwasu mlekowego jako nosnika
antygenow szczepionkowych opublikowano wiele badan [publikacja nr 1, (Wyszynska et al., 2015)].
Podejmowane sg proby wykorzystania rekombinowanych szczepéw LAB w immunoprofilaktyce
skierowanej przeciwko patogenom przewodu pokarmowego (Salmonella, Helicobacter, Yersinia).
Testowano je takze przeciwko patogenom powodujgcym infekcje uktadu oddechowego (Streptococcus
pneumoniae) (LeCureux and Dean, 2018). Opracowano rdzne strategie umozliwiajagce wydajng ekspresje
gendw kodujacych heterologiczne antygeny w szczepach LAB, gtéwnie rodzajow Lactococcus
i Lactobacillus. Skutecznos$¢ preparatow byta rézna i zalezna od wielu parametréw, takich jak np. rodzaj
antygenu (bakteryjny, pasozytniczy czy wirusowy), gatunek szczepu nosnikowego, a nawet konkretny
szczep, jak réwniez ilo$¢ antygenu, jego lokalizacja, droga podania oraz zastosowany schemat
immunizacji (Marelli et al., 2011; Villena et al., 2011; Kajikawa, 2012; Fontana et al., 2013).

Lactococcus lactis: Do przeniesienia modelowego antygenu rCjaAD wykorzystatam szczep Lactococcus
lactis [publikacja nr 2, (Kobierecka et al., 2016a)]. Jest to przedstawiciel grupy LAB, ktdrego sekwencja
genomu zostata poznana juz w 1999 roku i dla ktérego opracowano techniki rekombinacji genetycznej
(Bolotin et al., 1999; Nouaille et al., 2003; Pontes et al., 2011).

W komérkach bakteryjnych wiekszos¢ biatek wydzielana jest z wykorzystaniem biatek Sec. Biatka takie na
swoim N-koncu posiadajg peptyd sygnatowy (SP) o charakterystycznej budowie. SP bakterii
gramdodatnich jest dtuzszy niz u bakterii gramujemnych. Istniejg tez réznice w budowie aparatu Sec —
tak np. w komoérkach L. lactis nieobecne sg biatka SecDF, zaangazowane w pdzniejszych etapach
translokacji w komdrkach gramujemnych. Pozostawienie sekwencji sygnalnej pochodzacej z komérek
bakterii gramujemnych niosto ryzyko, ze sekrecja biatek Campylobacter w komédrkach Lactoccoccus
bedzie niewydajna lub nie bedzie zachodzi¢ wcale. Stad tez w pierwszej kolejnosci stworzytam fuzje
translacyjng rCjaAD z sekwencjg sygnalng genu usp45 kodujgcego gtéwne sekrecyjne biatko Lactococcus
(Usp4a5, unidentified secreted protein). Kowalencyjne zwigzanie rekombinowanego biatka rCjaAD do
peptydoglikanu Lactococcus lactis umozliwita natomiast fuzja translacyjna z C-koricem biatka L. lactis
YndF zawierajgcym motyw LPXTG (leucyna — prolina — dowolny aminokwas — treonina — glicyna).
W procesowaniu biatek zawierajacych ten motyw uczestniczy sortaza A (SrtA), enzym o aktywnosci
transpeptydazy. Produkt genu yndF (accession no. NP_267457) jest substratem dla sortazy A w szczepie
L. lactis 1L1403 (Dieye et al., 2010). W sekwencji aminokwasowej ok. 78 kDa biatka YndF stwierdzono
obecnos$¢ dwdch domen wigzgcych mucyny, jego funkcja jednak nie zostata jak dotad okreslona.

Lokalizacja biatka rCjaAD na powierzchni L. lactis zostata potwierdzona za pomocg immunofluorescencji.
Dodatkowo, by oceni¢ wptyw lokalizacji antygenu na skuteczno$¢ szczepionki, skonstruowano szczep
L. lactis, w ktédrym hybrydowe biatko rCjaAD pozostawato w cytoplazmie.

Tak stworzone prototypy szczepionek (rCjaA; rCjaAD pxrg | rCjaADcyropl) podano trzykrotnie (1, 8 i 17 dnia
zycia) ptakom per os. Grupa kontrolna otrzymata PBS. Kurczeta 22 dnia zycia zakazono szczepem C. jejuni
12/2 o wysokiej zdolnosci do kolonizacji jelit ptakdw, a efekt ochronny badano pie¢ i dziewieé dni
pdzniej. Szczep L. lactis prezentujgcy na powierzchni rCjaAD wykazywat wyzszy efekt ochronny niz szczep
L. lactis wytwarzajacy biatko zlokalizowane w cytoplazmie oraz od szczepu L. lactis prezentujgcego na
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powierzchni CjaA, jednak réznice te nie byty istotne statystycznie; poziom kolonizacji obnizyt sie jedynie
o 1 rzad wielkosci.

Podczas pierwszych dwdch tygodni zycia kurczecia obserwowano wysoki poziom specyficznych
przeciwciat klasy IgY, co jest wynikiem istnienia odpornosci biernej naturalnej opisanej w literaturze.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze szczepienie moze wspomdc dziatanie ochronne przeciwciat matczynych,
jako ze grupy, ktérym podano prototypy szczepionek miaty wyzsze poziomy specyficznych IgY w dniach
7 i 14 niz grupa, ktdra otrzymata jedynie niezmodyfikowany szczep nosnikowy. Najwyzsze miano
przeciwciat anty-rCjaAD wykryto po immunizacji kurczat szczepem L. lactis, ktory prezentowat biatko
hybrydowe na swojej powierzchni. Przeciwciata klasy IgA wystepujace w S$luzie jelitowym stanowia
pierwszg linie obrony immunologicznej przed wieloma patogenami. Miano specyficznych przeciwciat IgA
rozpoznajacych rCjaAD rosto u wszystkich immunizowanych grup. Nie odnotowano jednak korelacji
miedzy poziomem indukowanej odpowiedzi immunologicznej a lokalizacjg antygenu.

Prezentowane badania stanowig pierwszg prébe stymulacji uktadu odpornosciowego drobiu przy
pomocy LAB.

Lactobacillus sp.: Redukcja kolonizacji jelit kurczat przez pateczki Campylobacter po podaniu szczepu
L. lactis niosgcego antygeny tego patogena nie byfta znaczaca, jednak powyisze eksperymenty
udokumentowaty, ze szczepy LAB mogg dostarczaé heterologiczne antygeny do ukfadu odpornosciowego
ptakow. Gtéwng wadg L. lactis jako nosnika obcych antygendéw jest jego niezdolno$é do ditugotrwatej
kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat. W zwigzku z tym kolejny etap badan obejmowat
poszukiwanie szczepu Lactobacillus, ktéry modgtby zosta¢ wykorzystany jako nosnik antygendow
Campylobacter. Szczepy przedstawicieli tego rodzaju majg zdolnos¢ kolonizowania lub przynajmniej
utrzymywania sie przez dtuiszy czas w jelicie ptaka. Zasadnos$¢ wyboru tego gatunku jako nosnika
potwierdzajg liczne badania dotyczgce sktadu mikrobiomu kurczat.

W wiekszosci ferm drobiarskich drobnoustroje tworzgce mikrobiom uktadu pokarmowego pisklat
pochodzg ze $rodowiska hodowlanego (Scidtka). Poniewaz kurczeta nie majg kontaktu z dorostymi
ptakami ponowne uzycie $ciotki jest powszechng praktyka w produkcji brojleréw. Szybki pasaz pokarmu,
co wynika bezposrednio z dtugosci uktadu Zzotadkowo-jelitowego ptakéw, promuje bakterie, ktére
adherujg do warstwy btony $luzowej i/lub charakteryzuje je szybki wzrost. Najbardziej zréznicowany jest
mikrobom jelita $lepego. Sprzyja temu najdtuzszy czas retencji paszy (12-20 godzin). W katnicy dominuja
przedstawiciele rodzin Clostridiaceae, Bacteroidaceae, Lactobacillaceae oraz Lachnospiraceae.
Mikrobiom wraz z wiekiem kurczat staje sie coraz bardziej zréznicowany. W 42 dniu zycia kurczat w ich
jelitach zidentyfikowano ponad 200 rodzajow, podczas gdy po wykluciu jedynie 50. Poczgtkowo
mikrobiom jelitowy jest zdominowany przez bakterie gram-ujemne, w szczegdlnosci Enterobacteriaceae
(Klebsiella, Proteus i Escherichia coli). U tygodniowych kurczat pojawiajg sie przedstawiciele Firmicutes
i stopniowo zaczynaja przewazaé. W 28 dniu zycia ptakéw bakterie gramujemne stanowig mniej niz 6%
mikrobiomu (van der Wielen et al., 2002; Apajalahti et al., 2004; ljaz et al., 2018). Poréwnanie
mikroorganizméw wystepujacych w Swietle jelita i zwigzanych z btong Sluzowag wykazato znacznie
wieksze bogactwo tych drugich, szczegdlnie w jelicie kretym i jelicie $lepym brojleréw (Borda-Molina et
al.,, 2016). Sktad i aktywnos$¢ mikroflory Zotgdkowo-jelitowej ulega ciggtym dynamicznym zmianom
i zalezy od wielu czynnikdw. Zmiany w sktadzie mikroflorze jelitowej mogg by¢ uwarunkowane
genetyczne (Meng et al., 2014). Udziat réznych grup drobnoustrojow zalezy takze od wieku (Williams et
al., 2013), stanu zdrowia (Abt and Artis, 2009) oraz diety kurczecia. Istnieje rowniez wiele badan
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wykazujgcych wptyw srodkéw przeciwdrobnoustrojowych na mikrobom (Costa et al., 2017; Kumar et al.,
2018).

Przedstawicieli rodzaju Lactobacillus cechuje olbrzymia réznorodnos$c fizjologiczna i genetyczna. Fakt ten
warunkuje rdznice w stymulowanej przez nie odpowiedzi immunologicznej. Wybér szczepu Lactobacillus
nie jest wiec tatwym zadaniem i musi by¢ dokonany z nalezytg starannoscig. Uzycie szczepu
o wiasciwosciach probiotycznych moze nie$¢ dodatkowe korzysci, takie jak: wspomaganie utrzymania
homeostazy przewodu pokarmowego ptakéw, zwiekszanie tolerancji organizmu na niekorzystne bodzce
zewnetrzne, utatwianie procesu trawienia i przyswajalnosci pasz, a w przypadku koniecznosci stosowania
antybiotykdw w celach leczniczych przyspieszanie okresu rekonwalescencji.

Poszukiwanie szczepu Lactobacillus, ktéry moégtby zosta¢ wykorzystany jako wektor w procesie
immunizacji kurczat anty-Campylobacter, rozpoczeliSmy od stworzenia kolekcji szczepéw tego gatunku
izolowanych od kur [publikacja nr 4, (Kobierecka et al., 2017)]. 64 szczepy wyizolowano z probek katu
kurczat z wolnego wybiegu, a 43 z kloaki ptakéw hodowanych w komercyjnej fermie drobiowej. Zostaty
one zaklasyfikowane do gatunkéw dzieki amplifikacji genu kodujgcego 16S rRNA, sekwencjonowaniu
i analizie poréwnawczej BLAST. Jednoczesnie ta czes¢ badan pokazata, ze sktad gatunkowy szczepow
wyizolowanych od kur chowu wolnego byt bardziej r6znorodny, cho¢ w obu grupach ptakow najbardziej
rozpowszechnionym gatunkiem byt Lactobacillus salivarius.

Nastepnie szczepy Lactobacillus zbadano pod katem hamujgcego wptywu na wzrost pateczek
Campylobacter. Najsilniejszg aktywnos¢ anty-Campylobacter in vitro wykazywaty gatunki L. salivarius
i L. plantarum, podczas gdy aktywnos$¢ antagonistyczna L. agilis, L. johnsonii i L. crispatus wobec
Campylobacter zalezata od szczepu uzytego w eksperymencie. W hodowli prawie wszystkich szczepdow
gatunku L. plantarum i L. salivarius stezenie kwasu mlekowego byto bardzo wysokie i wynosito ok. 20 g/I,
przy czym obserwowano przewage jednego z enancjomerdw: odpowiednio D-mleczanu lub L-mleczanu.
Jedynym gatunkiem, ktérego przedstawiciele nie wykazywali aktywnosci anty-Campylobacter byt
L. reuteri. Szczepy te cechowata o potowe nizsza produkcja mleczanéw (ok. 10 g/l). Produkowany przez
szczepy Lactobacillus kwas mlekowy prowadzi do destabilizacji Sciany komérkowej Campylobacter i jest
odpowiedzialny, przynajmniej cze$ciowo, za zahamowanie wzrostu patogena.

Zdolnos¢ bakterii LAB do adhezji do $luzu jelitowego warunkuje powodzenie kolonizacji, badz
przedtuzong obecno$¢ w przewodzie pokarmowym. Stad kolejnym eksperymentem byto badanie ich
wiasciwosci adhezyjnych in vitro. Przeprowadzona analiza zdolnosci szczepdéw Lactobacillus do
przylegania do polistyrenu (PS) stanowi duze uproszczenie sytuacji wystepujacej in vivo, ale pozwala na
wytypowanie bakterii o potencjalnie najwyzszych zdolnosciach adhezyjnych.

Przeprowadzona charakterystyka (badanie aktywnosci antagonistycznej in vitro i zdolnosci adhezyjnych)
pozwolita na wybér 11 szczepdw Lactobacillus, ktére analizowano pod katem ich przezywalnosci
w obecnosci soli zofciowych oraz w kwasnym srodowisku. Zdolnos¢ przezycia w warunkach
fizjologicznych organizmu jest jednym z podstawowych kryteridéw selekcji szczepow probiotycznych.
Probiotyki, aby mogty dotrze¢ do dolnych odcinkdw ukfadu pokarmowego gospodarza, powinny
charakteryzowac sie zdolnoscig przezycia podczas procesdw trawiennych w Zzotadku i jelicie cienkim.
Pierwszg barierg jest niskie pH zotgdka i dwunastnicy, zas drugg kwasy zdtciowe produkowane
w watrobie i wydzielane do dwunastnicy. Badano réwniez ich opornos¢ na stres osmotyczny oraz
okreslono profil fermentowanych przez nie weglowodandw. Ta czes¢ eksperymentéw zostata wykonana
we wspotpracy z grupg prof. J. Bardowskiego z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN. Ostatecznie, na
podstawie uzyskanych wynikow, wytypowano piec szczepdw Lactobacillus do eksperymentu badajgcego
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ich wptyw na poziom kolonizacji jelit slepych kurczat przez pateczki Campylobacter. Po podaniu szczepow
L. salivarius i L. crispatus nie zaobserwowano ograniczenia kolonizacji jelit ptakéw przez komérki
patogena. Wysoka aktywnos¢ antagonistyczna wobec patogena w warunkach in vitro nie ma prostego
przetozenia na warunki in vivo i wskazuje raczej na ztozone mechanizmy interakcji pomiedzy sktadnikami
mikrobiota. Obiecujagcymi nos$nikami antygendw Campylobacter wydajg sie przedstawiciele gatunku
L. plantarum (18A i 20A), ktére byly w stanie obnizy¢ poziom kolonizacji jelit kurczat przez szczep
C. jejuni. Aktualnie prowadzone sg eksperymenty, ktérych celem jest okreslenie czasu utrzymywania sie
tych bakterii w przewodzie pokarmowym kurczat, co umozliwi optymalizacje schematu immunizacji.

Podczas wykonywania wyzej opisanych eksperymentéw scisle wspétpracowatam z doktorantkg Patrycja
Kobiereckg, bedac jednoczesnie promotorem pomocniczym jej rozprawy doktorskiej.

Liposomy: Atrakcyjnymi no$nikami antygendw szczepionkowych sg liposomy. Ich przydatnos¢ do celéow
immunizacyjnych po raz pierwszy opisali Allison i Gregoriadis w 1974 roku (Watson et al., 2012). Zaleta
liposomow — dwuwarstwowych pecherzykdw ztozonych z amfipatycznych fosfolipidow, jest wydtuzenie
czasu uwalniania antygenu z ich wnetrza, ochrona antygenu przed nadmierng proteolizg i utatwienie
wchtaniania przez komorki prezentujgce antygen (APC — Antigen-Presenting Cells) (Watson et al., 2012;
Watarai et al., 2013), co prowadzi do stymulacji odpowiedzi immunologicznej nie tylko typu
humoralnego, lecz takie typu komodrkowego (Schwendener, 2014). Poza tym mogg by¢ one
produkowane na duzg skale, przechowywane przez stosunkowo dtugi czas i, co najwazniejsze, sg uznane
za bezpieczne i dobrze tolerowane przez organizm (Romero and Morilla, 2011; Watson et al., 2012). Jak
dotad przeprowadzone nieliczne badania wskazujg, ze liposomy moga by¢ z powodzeniem stosowane do
stymulacji uktadu odpornosciowego kurczat (Li et al., 2004; Chiou et al., 2009; Yaguchi et al., 2009).

Wyniki wielu badan wskazujg na silniejszg odpowiedZz immunologiczng w przypadku liposoméw,
w ktdérych antygeny zostaty wyeksponowane na ich powierzchni. Biatka posiadajace wyraznie
wyodrebnione domeny hydrofobowe mogg by¢ z powodzeniem inkorporowane do bton liposomoéw przez
wymieszanie liposoméw jednowarstwowych otrzymanych metodg ekstruzji z roztworem biatka. Ta
metoda zostata zastosowana w przypadku biatka rCjaAD [publikacja 3, (Kobierecka et al., 2016b)].
Liposomy przygotowane zostaty we wspotpracy z dr. hab. Jerzym Gubernatorem z Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Droga podania antygenu: Droga podania preparatu szczepionkowego to jeden z czynnikdw
determinujgcych poziom odpowiedzi immunologicznej i skutecznosé immunizacji. Opracowana w latach
90. XX wieku technologia in ovo polega na podaniu antygenéw do ptynu owodniowego lub bezposrednio
do rozwijajgcego sie zarodka. Immunizacja kurczat in ovo od dawna jest szeroko stosowana przez
przemyst drobiarski w zapobieganiu chorobom wirusowym (Negash et al., 2004). Ten sposéb aplikacji
wykorzystano m. in. w przypadku szczepionki przeciwko chorobie Mareka, nowotworowej chorobie
ptakdw wywotywanej przez wirusy z rodziny Herpesviridae. Okazato sie, ze po podaniu szczepionki in ovo
znacznie szybciej dochodzi do wytworzenia odpowiedzi immunologicznej chronigcej ptaki przed
zakazeniem (Peebles, 2018).

Proces rearanzacji gendw immunoglobulin u ptakéw wystepuje tylko raz podczas rozwoju embrionalnego
i jest znany jako somatyczna konwersja gendéw. U kurczat prekursory limfocytow B wytwarzajgcych
przeciwciata (Prebursal Stem Cells) sg syntetyzowane miedzy 8 a 14 dniem embriogenezy, a nastepnie
zasiedlajg torebke Fabrycjusza, gdzie s3 poddawane rdznicowaniu i klonowaniu. Dlatego podawanie
szczepionki in ovo w czasie, gdy nastepuje rozwdj komodrek prekursorowych limfocytow ma swoje
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uzasadnienie. Dodatkowe zalety tej drogi immunizacji to zmniejszenie stresu w pordwnaniu
z tradycyjnym szczepieniem oraz mozliwos¢é automatyzacji procesu szczepienia (Toro et al., 2007).

Prototypy szczepionek zostaty wstrzykniete do ptynu owodniowego jaj zawierajgcych osiemnastodniowe
kurze embriony [publikacja nr 3, (Kobierecka et al., 2016b)]. Immunizacja kurczat in ovo przy
zastosowaniu liposomoéw niosgcych rekombinowane biatko rCjaAD doprowadzita do redukcji kolonizacji
jelit przez pateczki Campylobacter. Odnotowano $rednie obnizenie o 2 rzedy wielkosci w stosunku do
grupy kontrolnej. Zwraca jednak uwage fakt, ze w jelitach potowy kurczat kolonizacja byt na poziomie
niewykrywalnym zastosowang metodg, czyli ponizej 1000 cfu/ gram zawartosci jelita.

W roli nosnikdow antygendw testowano takze czastki GEM (Gram-positive Enhancer Matrix) uzyskane
z komoérek L. lactis. Struktury te zawierajg wzorce molekularne zwigzane z patogenami (PAMP -
Pathogen Associated Molecular Patterns), przez co zdolne sg do indukowania proceséw prozapalnych,
a wiec mogg wzmocni¢ dziatanie immunoterapeutyczne (Bosma et al., 2006; Audouy et al., 2007). Czastki
GEM zawierajgce na swojej powierzchni antygeny rCjaA i rCjaD podane in ovo nie wykazywaty jednak
dziatania ochronnego. Podanie podskdrne i doustne czgstek GEM réwniez nie prowadzito do obnizenia
kolonizacji jelit kurczat.

Wyizszy poziom protekcji warunkowany przez liposomy moze sugerowac lepszg ochrone antygenu przed
degradacjg, jak rowniez wiekszg wydajnos¢ pobierania przez komérki prezentujgce antygen.
Jednoczesnie zwraca uwage na pozytywny efekt wczesnej modulacji systemu immunologicznego, co ma
szczegblne znaczenie w przypadku brojleréw, ktérych dtugosc zycia nie przekracza 8 tygodni.

Cze$¢ eksperymentdw na modelu zwierzecym przeprowadzona zostata we wspotpracy z dr. Maciejem
Kuczkowskim z Wroctawskiego Uniwersytetu Przyrodniczego.

Przedstawione badania finansowane byty z grantu MNiSW 2011/03/B/NZ/0059.

Giowne osiqgniecia poznawcze

1. konstrukcja hybrydowego biatka Campylobacter rCjaAD (biatko CjaA wyrazajace na powierzchni
epitopy biatka CjaD);

2. opracowanie sposobu klonowania genéw Campylobacter w komérkach bakterii LAB, tak aby ich
produkty byty biatkami zakotwiczonymi w ostonach komdrkowych;

3. charakterystyka funkcjonalna ponad 60 szczepdw rodzaju Lactobacillus izolowanych z przewodu
pokarmowego kurczat, co pozwolito na wytypowanie szczepu nosnikowego do konstrukcji szczepionki;

4. ocena skutecznosci dziatania opracowanej szczepionki w zaleznosci od drogi podania.
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PODSUMOWANIE

Rdznorodnosé genetyczna szczepdw Campylobacter nie tylko znajduje odzwierciedlenie w patobiologii
zakazenia u kurczat, ale tez hamuje rozwdj skutecznej szczepionki. Wymagania skutecznej immunizacji
moga spetni¢ jedynie schematy szczepien uwzgledniajgce te réznorodnosé i ztozonosé antygenows.
Mozna to osiggnac¢ albo poprzez wieloantygenowy skfad szczepionki, albo przez zastosowanie réznych
antygenow w kolejnych immunizacjach. Tak wiec niezbedna jest identyfikacja nowych antygendw —
biatek konserwowanych w obrebie wielu serotypéw, wystepujagcych w komodrce w duzej ilosci
i indukujgcych silng odpowiedZz immunologiczng. Jednoczesnie konieczne sg strategie majace na celu
wzmochienie/modulacje odpowiedzi immunologicznej kurczat.

Proponowany przeze mnie schemat immunizacji powstaty w oparciu o przeprowadzone, opisane
powyzej, eksperymenty obejmowatby dwa gtdwne etapy: podanie in ovo liposoméw niosgcych
rekombinowane hybrydowe biatka zawierajace epitopy kilku antygendw Campylobacter jako dawki
podstawowej, a nastepnie podanie kurczetom, juz po wykluciu, dawki przypominajgcej w postaci zywej
szczepionki (zywe szczepy L. plantarum produkujgce rekombinowane, hybrydowe biatka). Dodatkowo
mozna rozwazy¢ zastosowanie odpowiedniego adiuwanta, co bedzie kolejnym etapem planowanych
przeze mnie badan.

Badania te niewatpliwie posiadajg aspekt zardwno poznawczy jak i aplikacyjny. Ich wynikami jest
zainteresowana francuska weterynaryjna firma farmaceutyczna CEVA — jedna z 10 najwiekszych tego
typu firm na Swiecie. Po spotkaniu, ktére odbyto sie w marcu 2019 roku w Bordeaux (Francja) firma ta
wyrazita che¢ nawigzania wspodtpracy i finansowania dalszych badan nad szczepionkami dla kurczat.

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach planuje realizacje projektéw naukowych zwigzanych z nastepujgcymi
zagadnieniami:

- Analiza immunogennych biatek Campylobacter i oznaczenie ich epitopéw: Badania te pozwolg na
uzyskanie nowych biatek hybrydowych taczacych w sobie epitopy kilku antygendw, ktére sg zdolne do
indukcji przeciwciat rozpoznajacych natywne antygeny. Ich jednoczesna aplikacja pozwoli na indukcje
silniejszej, w poréwnaniu z podaniem pojedynczego antygenu, odpowiedzi immunologicznej
w organizmach kurczat. Zrédtem epitopéw beda biatka, ktére zidentyfikowatam jako silnie reagujace
z kurzymi matczynymi przeciwciatami.

- Analiza gendw i biatek biorgcych udziat w adhezji bakterii Lactobacillus spp.: Jak dotad procesy adhezji
szczepdw rodzaju Lactobacillus nie zostaly w petni wyjasnione, podobnie jak skomplikowane
mechanizmy oddziatywan tych mikroorganizméw z gospodarzem. Planowane badania nie tylko pozwolg
na wybor szczepu najskuteczniejszego z punktu widzenia konstrukcji szczepionki, ale umozliwig poznanie
genetycznych aspektoéw réznorodnosci proceséw adhezji. Znajomosc gendw, ktérych produkty uwiktane
sg w proces adhezji, moze umozliwi¢ manipulowanie potencjatem probiotycznym szczepow.

Wiedza zdobyta dzieki realizacji tych projektéw moze utatwic¢ opracowanie szczepionek przeciwko innym
patogenom drobiu.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA
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strain expressing C. jejuni cjaA gene elicits specific humoral immune responses associated with protection against challenge
with wild-type Campylobacter. Vaccine 22: 1379-89.

Raczko A., Wyszynska A., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2004. Antigenicity of the C. coli CjaA protein produced by E. coli. Pol. J.
Microbiol. 53: 61-4.

Prace naukowa w Zaktadzie Genetyki Bakterii UW rozpoczetam od oceny przydatnosci immunogennych
biatek Campylobacter w konstrukcji szczepionki.

Przy konstrukcji szczepionki znaczenie majg nie tylko wtasciwosci immunogenne antygendw (Wyszyriska
et al., 2003; Raczko et al., 2004). Réwnie istotne jest rozpowszechnienie wybranego antygenu wsrod
klinicznych izolatéw danego gatunku bakterii. W przypadku szczepéw C. jejuni wyrézniono ponad 100
serotypdw (klasyfikacja w oparciu o cieptochwiejny antygen wg Lior), jednak zdecydowana wiekszosé
izolowanych na danym obszarze szczepdw (75%) nalezy tylko do kilku z nich.

Analizowatam rozprzestrzenienie gendw cjaA, cjaC oraz cjaD w genomach 31 szczepdédw rodzaju
Campylobacter nalezgcych do najczesciej wystepujacych serotypdw. Stosujac technike PCR oraz metode
hybrydyzacji DNA-DNA (dot-blot) potwierdzitam, ze geny te wystepuja w genomach wszystkich
przebadanych szczepéw (Pawelec et al., 2000).

Doustne szczepienie kurczat atenuowanym szczepem Salmonella enterica sv. Typhimurium %3987
z mutacjami AcrpAcya indukuje silng odpowiedZ immunologiczng, zaréwno typu komdrkowego jak
i humoralnego, chronigca ptaki przed kolonizacjg ich przewodu pokarmowego przez wirulentne szczepy
S. enterica. Szczep ten od 1999 roku jest licencjonowang szczepionka dla kurczat anty-Salmonella w USA
(Megan Health Inc., St. Louis, MO, USA). Zostat on wykorzystany do przeniesienia wytypowanego
antygenu Campylobacter (CjaA) do organizmu kurczat (Wyszynska et al., 2004). Za zniesienie jego
wirulencji odpowiadajg mutacje AcrpAcya, natomiast mutacja w genie asd komplementowana przez
dzikg kopie tego genu umieszczong na plazmidzie umozliwita klonowanie heterologicznych gendéw bez
stosowania antybiotykéw jako markerdw selekcyjnych. Zaktadano, ze preparat tego rodzaju uniemozliwi
lub przynajmniej ograniczy zasiedlenie jelita ptakow przez oba rodzaje enteropatogendw, co przyczyni sie
do obnizenia poziomu ludzkich infekgc;ji.

Oceniono poziom specyficznej odpowiedzi immunologicznej indukowanej doustnym podaniem
kurczetom szczepu Salmonella enterica sv. Typhimurium niosacego gen cjaA oraz efekt ochronny
badanego prototypu szczepionki. Eksperyment protekcyjny, w ktdorym poddane immunizacji kurczeta
infekowano dzikim szczepem Campylobacter wykazat skuteczno$¢ opracowanego prototypu
w warunkach laboratoryjnych. Jedynie u trzech z dwudziestu szczepionych kurczat stwierdzono obecnos¢
Campylobacter powyzej poziomu detekcji czyli 1 x 10° CFU/g zawartosci jelita. W odrdznieniu od
szczepionych kurczat poziom kolonizacji u wszystkich nieimmunizowanych zwierzat byt bardzo wysoki —
okoto 1 x 10° /g zawartosci jelita.
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OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Charakterystyka antygenéw Campylobacter i analiza ich potranslacyjnych modyfikacji:
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Woyszyniska A., Pawlowski M., Bujnicki J., Pawelec D., van Putten J.P.M., Brzuszkiewicz E., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2006. Genetic
characterization of the cjaAB operon of Campylobacter coli. Pol. J. Microbiol. 55: 85-94.

Wyszynska A., Tomczyk K., Jagusztyn Krynicka E.K. 2007. Comparison of the localization and post-translational modification of
the Campylobacter coli CjaC and its homolog from Campylobacter jejuni (Cj0734c/His)). Acta Bioch. Pol. 54(1): 143-50.

Wyszynska A., Zycka J., Godlewska R., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2008. The Campylobacter jejuni/coli cjaA (cj0982c) gene encodes
an N-glycosylated lipoprotein localized in the inner membrane. Curr. Microbiol. 57(3): 181-8.

tasica A., Wyszynska A., Szymanek K., Majewski P., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2010. Campylobacter protein oxidation influences
epithelial cell invasion or intracellular survival as well as intestinal tract colonization in chickens. J. Appl. Genet. 51: 383-93.

Grabowska A., Wandel M., tasica A., Nesteruk M., Roszczenko P., Wyszynska A., Godlewska R., Jagusztyn-Krynicka E.K. 2011.
Campylobacter jejuni dsb gene expression is regulated by iron concentration in a Fur-dependent manner and by a
translational coupling mechanism. BMC Microbiol. 11: 166.

Kolejnym etapem byta charakterystyka antygendw Campylobacter, a w szczegdlnosci analiza ich
potranslacyjnych modyfikacji.

Analiza z wykorzystaniem genu reporterowego wykazata, ze gen cjaA tworzy razem z wystepujgca
ponizej otwartg ramka odczytu operon, cho¢ kodujg one rézne pod wzgledem funkcjonalnym biatka.
Metodg RACE okreslono natomiast potozenie miejsca startu transkrypcji operonu cjaAB 46 bp powyzej
punktu poczatkowego translacji (Wyszyniska et al., 2006).

W sekwencji aminokwasowej biatek CjaA i CjaC, jak réwniez Dsbl, odnaleziono potencjalne miejsca
glikozylacji, zaréwno typu O jak i N. Doswiadczenia z wykorzystaniem komadrek E. coli niosgcych geny pg/
Campylobacter, oraz przeprowadzenie mutagenezy specyficznej do miejsca potwierdzity, ze biatka te
podlegajg N-glikozylacji (Wyszynska et al., 2007, Wyszynska et al., 2008, Grabowska et al., 2011).
Campylobacter jest jedyna, jak dotad, opisang bakteriag z dobrze scharakteryzowanym systemem
N-glikozylacji. Aktulanie tego rodzaju modyfikacje wykazano dla 65 biatek C. jejuni, cho¢ przewiduje sie,
ze glikozylacji ulega ponad 150 biatek proteomu tego patogena. Pojawianie sie nowych w petni
zsekwencjonowanych genomoéw Campylobacter wykazato, ze geny systemu pgl/ odpowiedzialne za
wprowadzanie powyzszej modyfikacji obecne sg we wszystkich gatunkach Campylobacter.

Znaczenie procesu glikozylacji w komédrkach mikroorganizméw nie zostato jak dotad doktadnie
wyjasnione. Jednak, podobnie jak w przypadku organizmoéw eukariotycznych, oligosacharydowe grupy
wywierajg istotny wptyw na strukture i funkcje biatka modyfikowanego przez ich dotaczenie. Pozwalaja
one m. in. na utrzymanie witasciwej konformacji tancuchéw polipeptydowych, czy tez chronig biatko
przed rozpadem proteolitycznym. Wyniki wielu badan wskazujg, ze mogg mie¢ one znaczenie w interakgji
z komérkami gospodarza lub otaczajgcym sSrodowiskiem - petnig one role determinant antygenowych
i uczestniczg w zjawiskach biologicznego rozpoznawania i adhez;ji.

W komodrkach organizméw prokariotycznych lipoproteiny petnig m. in. funkcje strukturalne,
enzymatyczne oraz biorg udziat w procesach adhezji i transportu. Ponadto, bakteryjne lipoproteiny, jako
tzw. molekularne wzorce zwigzane z patogenami (PAMP — Patogen Associated Molecular Patterns)
poprzez oddziatywanie na komérki odpowiedzi nieswoistej majg zdolnos¢ modulowania reakcji uktadu
odpornosciowego.

Analiza sekwencji aminokwasowej biatek CjaA oraz CjaC wykazata na ich N-koncach obecnos¢ sekwencji
sygnalnej, ktéra moze by¢ procesowana zaréwno przez sygnatowa peptydaze | jak i peptydaze Il. Stosujac
znakowany kwas palmitynowy udowodniono, ze biatka te w komdrkach E. coli sg lipoproteinami.
Przeprowadzono réwniez doswiadczenie polegajgce na zastgpieniu cysteiny lipoboxu biatka CjaA oraz
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biatka CjaC prostym aminokwasem o fadunku obojetnym, jakim jest alanina. Cysteina, bedaca
ostatecznie pierwszym aminokwasem dojrzatej czasteczki lipoprotein, we wstepnym etapie jest
modyfikowana przez przytaczenie do jej sulfhydrylowe] grupy reszty glicerolu podstawionego dwoma
tancuchami kwasdéw ttuszczowych. Czes¢ lipidowa modyfikujgca cysteine umozliwia zakotwiczenie
lipoprotein w ostonach komdrkowych. Zaktadano, ze brak tego aminokwasu wptynie na umiejscowienie
biatek w komdrkach Campylobacter.

Biatko CjaA (C20A), zgodnie z przewidywaniami, w odrdznieniu do jego dzikiej kopii odnajdywanej
w btonie wewnetrznej, lokuje sie w przestrzeni peryplazmatycznej. Tak wiec potwierdzono role cysteiny
tetrapeptydu rozpoznawanego przez peptydaze Il w procesowaniu badanej proteiny i jej lokalizacji
w komérkach naturalnego gospodarza (Wyszynska et al., 2008). Analogiczne wyniki uzyskano dla biatka
CjaC. Pomimo, ze aminokwasem kierunkowym jest w tym przypadku glutamina, w komdrkach
Campylobacter badana lipoproteina lokuje sie w btonie wewnetrznej, za$ w E. coli — w btonie
wewnetrznej i peryplazmie. Niezgodna z regutami opracowanymi dla E. coli lokalizacja CjaA oraz CjaC
w komodrkach Campylobacter moze by¢ wynikiem odmiennego mechanizmu odpowiadajgcego za
transport/sortowanie lipoprotein w komodrkach tego rodzaju gramujemnych mikroorganizméw
(Wyszynska et al., 2007).

Analizowano réwniez wptyw biatek systemu Dsb na zdolno$¢ szczepow rodzaju Campylobacter do
kolonizacji jelita kurczat. Biatka Dsb s3 odpowiedzialne za proces wprowadzania mostkéw
dwusiarczkowych pomiedzy grupami -SH reszt cysteinowych. Mostki dwusiarczkowe wprowadzane sg do
wielu biatek pozacytoplazmatycznych i biorg udziat w prawidtowym ich zwijaniu, co warunkuje ich
stabilnos$¢, aktywnos$¢ oraz opornos¢ na proteazy. Poniewaz wiele czynnikdéw wirulencji to biatka
pozacytoplazmatyczne, uszkodzenie systemu Dsb ma wptyw na patogennos¢ drobnoustrojow.
Wykazano, ze jednoczesna inaktywacja gendw dsbB oraz dsbl znaczaco zmniejsza zdolnos$é¢ szczepu
Campylobacter do kolonizacji jelit kurczat. Ponadto, szczep C. jejuni 81-176 ze zmutowanymi genami
dsbB lub dsbl wykazywat réwniez zmniejszong zdolno$¢ do inwazji/ przezycia wewnatrzkomarkowego.

Ocena réznych sposobow dostarczania antygendw szczepionkowych do immunizowanych organizméw
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protective effect of in ovo delivered Campylobacter jejuni OMVs. Appl. Microbiol. Biotechnol. 100 (20), 8855-64.

Istniejg rézne sposoby dostarczania antygendw szczepionkowych do immunizowanego organizmu.
W prezentowanych wyzej publikacjach analizowano mozliwos$é wykorzystania atenuowanych szczepdéw
Salmonella, czagstek GEM (Gram-positive Enhancer Matrix) oraz OMV (Outer Membrane Vesicles).

W badaniach wykorzystano szczep Salmonella konstytutywnie atenuowany oraz szczep o opdznionej
atenuacji (taniewski et al., 2012; taniewski et al., 2014). Szczep S. Typhimurium nowej generacji,
charakteryzujacy sie opdiniong atenuacjg i opdiniong produkcjg antygendw, nie byt stosowany
w immunoprofilaktyce kurczat. Dlatego tez poréwnano wplyw szczepu nosnikowego (tj. szczepu
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konstytutywnie atenuowanego AcrpAcya i szczepu o opdzinionej atenuacji) na poziom odpowiedzi
immunologicznej i kolonizacji jelita przez pateczki C. jejuni. Jako antygen protekcyjny zastosowano biatko
CjaA. Immunizacja kurczat w obydwu przypadkach powodowata poréwnywalny efekt ochronny.
Zauwazono jednak wczesniejszg indukcje humoralnej odpowiedzi immunologicznej w przypadku szczepu
nowej generacji (kaniewski et al., 2014).

Jako platforma do prezentacji antygenu mogg stuzyé réwniez czastki GEM, a wiec komdrki szczepow
bakterii mlekowych traktowane 10% kwasem tréjchlorooctowym. W metodzie tej z powierzchni bakterii
usuwane sg gtownie kwasy lipotejchojowe, co zapewnia wigzanie wiekszej ilosci antygenu potfgczonego
z domenami LysM, ktére umozliwiajg niekowalencyjne wigzanie z peptydoglikanem. Mikroskopia
immunofluoroscencyjna wykazata wyzszg wydajnosé¢ wigzania biatek fuzyjnych do powierzchni czgstek
GEM niz do komaérek zywych oraz specyficznos$¢ tego wigzania (Kobierecka et al., 2015).

OMVs (Outer Membrane Vesicles) transportujg wiele biomolekut wykazujgcych zdolnosé do wywotania
przeciwko sobie odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Dlatego tez ich potencjat jako niereplikujgcych sie
szczepionek nowej generacji stat sie waznym aspektem badan immunoterapeutycznych. Campylobacter
jejuni, podobnie jak inne bakterie gramujemne, konstytutywnie uwalnia pecherzyki btony zewnetrzne;.
Przetestowano ich przydatnos¢ do doustnego (in ovo) szczepienia kurczat (Godlewska et al., 2016).
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Niektére enteropatogeny sg szeroko rozpowszechnione, wystepowanie innych ograniczone jest do
okreslonych obszardow geograficznych. W ostatnich latach specyfika ta ulega jednak zatarciu, a wynika to
gtéwnie z mozliwosci szybkiego i tatwego przemieszczania sie miedzy oddalonymi od siebie rejonami
Swiata. W dalszym ciggu jednak w nastepstwie okreslonych warunkéow klimatycznych oraz sytuacji
socjalnej i ekonomicznej (sposéb zywienia, tryb zycia, higiena) czesto$¢ niektorych zakazen jest na
pewnych obszarach zdecydowanie wyzsza.

Wobec ciggtego zagrozenia ze strony enteropatogendw i innych czynnikdbw zakaznych istnieje
konieczno$¢ udoskonalania szczepionek juz istniejgcych oraz opracowania zupetnie nowych, zwtaszcza ze
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immunizacja jest jedng z najtaiszych metod zapobiegania i kontrolowania chordb infekcyjnych. Jej
zastosowanie pozwala w wielu przypadkach na uniknigcie obcigzonej wieloma dziataniami ubocznymi
i coraz czesciej nieskutecznej antybiotykoterapii.

Powyisze prace to prace przegladowe, ktérych bytam wspoétautorky. Przedstawiajg one tendencje
w konstrukcji szczepionek podjednostkowych jak rowniez stan wiedzy zwigzany z patogenezg
Campylobacter, antybiotykoopornoscig oraz immunoprofilaktyka skierowang przeciwko Campylobacter -
enteropatogena, ktory jest obiektem moich badan.
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