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Wykaz skrotow

Skrét Rozwinigcie
ATCC Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych (ang. American Type Culture Collection)
BHI Bulion z wyciggiem mdzgowo-sercowym (ang. Brain Heart Infusion Broth)

BSA Albumina surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)
BSL-2 Poziom bezpieczenstwa biologicznego 2 (ang. Biosafety Level 2)
CCDA Agar z weglem aktywnym, cefoperazonem i deoksycholanem (ang. Charcoal Cefoperazone

Deoxycholate Agar)

ccv Wakuola zawierajgca Campylobacter (ang. Campylobacter-containing vacuole)
CDT Toksyna cytolityczno-rozprezajaca (ang. Cytolethal Distending Toxin)

CFU Jednostka tworzaca kolonie (ang. Colony Forming Unit)

cl Campylobacter jejuni

DNA Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic Acid)

DO Rozpuszczony tlen (ang. Dissolved Oxygen)

EFSA Europejski Urzad ds. Bezpieczerstwa Zywnosci (ang. European Food Safety Authority)
ELISA Test immunoenzymatyczny ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EPS Egzopolisacharyd

FCA Kompletny adiuwant Freunda (ang. Freund's Complete Adjuvant)

FIA Niekompletny adiuwant Freunda (ang. Freund's Incomplete Adjuvant)

GBS Zespot Guillaina-Barrégo (ang. Guillain-Barré syndrome)

IL Interleukina (ang. Interleukin)

IM Domiesniowo (ang. Intramuscular)

SO Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ang. International Organization for

Standardization)
IgA Immunoglobulina A (ang. Immunoglobulin A)

IgG

Immunoglobulina G (ang. Immunoglobulin G)



Immunoglobulina Y (ang. Immunoglobulin Y)

IgY
KN Kontrola negatywna
KP Kontrola pozytywna
LOS Lipooligosacharyd (ang. Lipooligosaccharide)
MH Bulion Mueller-Hinton
MWCO Punkt odciecia masy czasteczkowe] (ang. Molecular weight cut-off)
McF Jednostka MacFarlanda (ang. MacFarland unit)
OMP Biatko btonowe (ang. Outer membrane protein)
OPD Dichlorowodorek o-fenylenodiaminy
PBS Bufor fosforanowy (ang. Phosphate-Buffered Saline)
PCR tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
PEG Glikol polietylenowy (ang. Polyethylene Glycol)
PES Polieterosulfon
SD Odchylenie standardowe (ang. Standard deviation)
SDS-PAGE Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z SDS (ang. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis)
STEC Eshcerichia coli produkujgca toksyne Shiga (ang. Shiga-toxin producing Escherichia coli)
TEMED N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina
UE Unia Europejska
uv Promieniowanie ultrafioletowe
VBNC Zywe, lecz nie dajace sie hodowaé (ang. Viable But Not Culturable)

WSF Frakcja rozpuszczalna w wodzie (ang. Water-Soluble Fraction)




1 Streszczenie i Abstract

1.1 Streszczenie

Kampylobakterioza jest jedng z najczesciej diagnozowanych odzwierzecych choréb bakteryjnych na swiecie,
stanowigc istotny problem zaréwno w zdrowiu publicznym, jak i w produkcji zwierzecej. Bakterie
Campylobacter jejuni sg gtdwnym czynnikiem etiologicznym choroby, a dréb, w szczegdlnosci kurczeta
brojleréow, stanowi ich najwazniejszy rezerwuar i zrodto zakazen u ludzi. Wobec ograniczen w stosowaniu
antybiotykéw oraz braku skutecznych szczepionek dla drobiu, poszukiwane s3 alternatywne strategie
ograniczania kolonizacji ptakéw, w tym wykorzystanie przeciwciat IgY pozyskiwanych z zéttek jaj kur
immunizowanych.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie oddziatywan pomiedzy C. jejuni, przeciwciatami IgY oraz elementami
odpowiedzi immunologicznej, a takie ocena skutecznosci preparatéw zawierajgcych inaktywowane
antygeny oraz IgY w ograniczaniu kolonizacji ptakéw przez ten patogen. W badaniach wykorzystano izolaty
terenowe C. jejuni, ktore scharakteryzowano fenotypowo (testy biochemiczne) oraz genotypowo (analiza
obecnosci genow wirulencji). Na podstawie wynikéw potwierdzono zgodnos$é cech badanych izolatow
z danymi literaturowymi, co wskazuje, ze sg one reprezentatywne dla szczepdw C. jejuni typowo
wystepujacych w systemach produkcji drobiarskie;j.

Opracowano i zoptymalizowano metody izolacji oraz oczyszczania przeciwciat IgY z zéttek jaj kur
immunizowanych mieszaning antygenéw bakteryjnych. Poréwnano skuteczno$é¢ rdézinych metod
oczyszczania (precypitacja PEG, chlorkiem sodu, siarczanem amonu, chromatografia powinowactwa) oraz
przeprowadzono kontrole jakosci preparatéow, w tym ocene ich aktywnosci biologicznej w testach in vitro.
Wykazano, ze metoda oczyszczania wptywa na poziom zachowanej aktywnosci IgY, a najwyzsze stezenia
przeciwciat oznaczono w frakcjach pochodzacych z posrednich etapdw izolacji (WSF), co wskazuje
na mozliwe straty w pdzniejszych etapach oczyszczania.

Badania in vitro obejmowaty testy aglutynacji, ELISA oraz ocene zdolnosci IgY do hamowania wzrostu
C. jejuni. Wszystkie badane preparaty wykazywaty aktywnos$¢ wobec patogenu, przy czym najwyzsza
odnotowana skuteczno$¢ wynosita 6 log, a dla poréwnania najstabszy uzyskany wynik odpowiadat redukc;ji
liczby bakterii o 3 log, co oznacza zahamowanie wzrostu na poziomie ok. 99,9%.

W badaniach in vivo przeprowadzonych na modelu drobiu oceniono skuteczno$¢ réznych drég podania
preparatéw zawierajgcych inaktywowane antygeny oraz IgY (doustna i iniekcyjna) oraz ich wptyw
na odpowiedz immunologiczng i poziom kolonizacji jelit C. jejuni. Stwierdzono istotne rdznice pomiedzy
grupami, w tym wyzszy poziom przeciwciat 1gY (w surowicy) i IgA (w jelicie) w grupach otrzymujgcych
preparaty iniekcyjnie.

Wyniki uzyskane w pracy wskazujg, ze przeciwciata IgY pozyskiwane wobec mieszaniny antygenéw C. jejuni
mogq stanowi¢ skuteczne narzedzie w ograniczaniu kampylobakteriozy drobiu. Dalsze badania powinny
obejmowaé zaréwno optymalizacje metod izolacji i oczyszczania przeciwciat, opracowanie stabilnych
formulacji do zastosowan w produkcji drobiarskiej, jak i rozszerzone badania in vivo w warunkach zblizonych
do $rodowiska hodowlanego.



1.2 Abstract

Campylobacteriosis is one of the most frequently diagnosed bacterial zoonoses worldwide, representing
a significant concern in both public health and poultry production. Campylobacter jejuni is the primary
etiological agent of the disease, with poultry, particularly broiler chickens, serving as the major reservoir
and source of human infections. Given the restrictions on antibiotic use and the lack of effective poultry
vaccines, alternative strategies to limit intestinal colonization are being explored, including the application
of immunoglobulin Y (IgY) antibodies derived from the egg yolks of immunized hens.

The aim of this study was to investigate the interactions between C. jejuni, I1gY antibodies, and components
of the immune response, as well as to evaluate the efficacy of inactivated antigens and IgY preparations
in reducing colonization of poultry by this pathogen. Field isolates of C. jejuni were characterized
phenotypically (biochemical tests) and genotypically (virulence gene profiling). The results confirmed
consistency with literature data, supporting that the isolates examined are representative of C. jejuni
typically found in poultry production systems.

IgY antibodies were isolated from egg yolks of hens immunized with a mixture of bacterial antigens, and
purification methods were developed and optimized. The performance of different purification approaches
(PEG precipitation, sodium chloride, ammonium sulfate, and affinity chromatography) was compared, and
the quality of preparations was assessed, including their biological activity in vitro. The purification method
influenced the preservation of IgY activity, with the highest antibody concentrations detected in water-
soluble fractions (WSF) from intermediate stages of isolation, suggesting potential losses during subsequent
purification steps.

In vitro assays included agglutination, ELISA, and growth inhibition tests. All IgY preparations demonstrated
activity against the pathogen, with the highest observed efficacy corresponding to a 6-log reduction
in bacterial counts. Even the weakest effect recorded, a 3-log reduction, represented approximately 99.9%
growth inhibition.

In vivo studies using a poultry model evaluated the efficacy of different routes of inactivated antigens and
IgY administration (oral and intramuscular) and their impact on the immune response and intestinal
colonization by C. jejuni. Significant differences between groups were observed, including higher levels
of serum IgY and intestinal IgA in birds receiving intramuscular preparations.

The findings indicate that IgY antibodies raised against a mixture of C. jejuni antigens may provide
an effective tool for controlling campylobacteriosis in poultry. Further research should focus on optimizing
antibody isolation and purification methods, developing stable formulations suitable for poultry
production, and conducting extended in vivo trials under farm-like conditions.



2 Wstep

2.1 Campylobacter jejuni — charakterystyka

2.1.1  Warunki wzrostu i przezywalnos¢

Bakterie z rodzaju Campylobacter to Gram-ujemne, mikroaerofilne pateczki bedace czynnikiem
etiologicznym odzwierzecej choroby zakaznej — kampylobakteriozy (Ryc. 1). Sg jednymi z najmniejszych
znanych bakterii patogennych — charakteryzujg sie spiralnym ksztattem oraz rozmiarami: dtugosé 0,5-5 pum,
$rednica 0,2-0,8 um?. Komdrki te sg bardzo ruchliwe — poruszajg sie dzieki pojedynczej lub biegunowo
zlokalizowanej wici2.

Rycina 1. Obraz uzyskany metodg skaningowej mikroskopii elektronowej przedstawiajagcy Campylobacter jejuni
subsp. jejuni. Widoczne charakterystyczne ksztatty komaorek oraz obecnos¢ rzesek [Ingrid Hansson (BVF, SLU),
Tapio Nikkila (BVF, SLU) & Leif Ljung (UU), licencja: Creative Commons Uznanie autorstwa 2.5 Szwecjal.

Optymalne warunki wzrostu dla pateczek Campylobacter jejuni obejmujg temperature okoto 42 °C oraz
atmosfere mikroaerofilng, zawierajacg 5% 0,, 10% CO, i 85% N,3. Warunki te odzwierciedlaja temperature
ciata drobiu, ktory stanowi gtéwny rezerwuar tego patogenu. Bakterie C. jejuni rosng w zakresie temperatur
od 37 °C do 42 °C, przy czym optymalna wynosi okoto 41,5 °C. Bakterie nie sg w stanie przezyé
w temperaturze powyzej 55 °C, dlatego klasyfikowane sg jako termotolerancyjne, a nie termofilne. Ponizej
30°C nie dochodzi u nich do namnazania. C. jejuni moze jednak przetrwaé w srodowisku wilgotnym i przy
obnizonej zawartosci tlenu nawet 2—4 tygodnie w temperaturze 4 °C. Bakterie te wykazujg réwniez zdolnos¢
przezycia w temperaturze —20 °C przez okres 2-5 miesiecy, natomiast w temperaturze pokojowej
przezywaja jedynie kilka dni. W warunkach chtodniczych, szczegélnie w przypadku prézniowo pakowanych
produktédw spozywczych, moga utrzymywad sie przez 1-3 tygodnie, choé w takich warunkach nie dochodzi
juz do ich namnazania. Wzrost jest ograniczony w warunkach tlenowych, a takze przy zbyt niskim lub zbyt
wysokim pH — optimum przypada na zakres 6,5—7,5%°.

C. jejuni cechuje sie stosunkowo dtuga fazg adaptacyjng (lag), w ktérej czas generacji komoérek wynosi okoto
2-3 godziny’. W warunkach laboratoryjnych faza ta moze trwaé nawet do 15 godzin, po czym bakterie

6 |




wchodza w faze wzrostu wyktadniczego, gdzie czas generacji skraca sie do ponizej 1,5 godziny®°. Szybkoé¢
wzrostu zalezy od warunkow Srodowiskowych i cech szczepu — szczepy wywotujgce u ludzi biegunke
wodnistg szybciej namnazaja sie w 37 °C, podczas gdy szczepy zwigzane z biegunka zapalng preferuja 42 °C2.
Bakteria moze wykorzystywaé alternatywne akceptory elektrondéw przy ograniczonej dostepnosci tlenu,
co umozliwia zwiekszenie tempa wzrostu i gestosci komoérek — jednak warunki beztlenowe catkowicie
hamujg jej namnazanie®®.

Pod wzgledem klasyfikacji taksonomicznej Campylobacter jejuni nalezy do typu Campylobacterota, klasy
Campylobacteria, rzedu Campylobacterales i rodziny Campylobacteraceae. Taksonomia ta zostata ustalona
na podstawie filogenetycznych analiz genomowych, ktére wykazaty odrebnos$¢ tej grupy bakterii
od wczesniejszych klasyfikacji opartych wytgcznie na cechach fenotypowych?®l. Obecnie opisano 32 gatunki
wraz z 9 podgatunkami nalezgcymi do rodzaju Campylobacter, z czego C. jejuni oraz C. coli stanowia
najczestsze przyczyny zakazern przewodu pokarmowego u ludzit?'3. Bakterie te sg szeroko
rozpowszechnione w Srodowisku — stanowig element mikrobioty przewodu pokarmowego zwierzat
gospodarskich (drob, bydto, owce, swinie), domowych, a takze dziko zyjgcych. Dane epidemiologiczne
wskazujg, ze Campylobacter jest obecnie najczestszg przyczyng bakteryjnych zatrué¢ pokarmowych u ludzi
w Europie — przewyzszajac pod wzgledem liczby przypadkédw m.in. Salmonella spp. i Yersinia spp**4.

Oprocz specyficznych wymagan srodowiskowych, kluczowe dla przezywalnosci i patogenezy C. jejuni
sg takze jej struktury powierzchniowe, ktdre petnig wiele funkcji zwigzanych z adhezjg, ruchem
i oddziatywaniem z uktadem odpornosciowym gospodarza.

2.1.2 Struktury powierzchniowe

Struktury powierzchniowe Campylobacter jejuni odgrywaja kluczowa role w procesach kolonizacji, inwazji
oraz unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Do najwazniejszych nalezg wici (ang. flagella),
otoczki polisacharydowe, lipooligosacharydy (LOS) oraz biatka btony zewnetrznej (OMP — outer membrane
protein)*'>. Struktury przedstawiono schematycznie na Ryc. 2.

Lipooligosacharydy (LOS)

Biofilm

- /‘ ;"‘ Glikozylacja

Flagelina
(FlaA/FlaB)

CadF PEB1

blonowe {OMP) | |

Biatka bfonowe (OMP)
wigzgee fibronektyne

Inne biatka

Rycina 2. Struktury powierzchniowe Campylobacter jejuni: biofilm, wici (FlaA/FlaB), lipooligosacharydy (LOS) oraz
biatka btonowe (OMP, m.in. CadF, PEB1). Zaznaczono przyktadowe modyfikacje powierzchniowe, w tym
glikozylacje [opracowanie wtasne przy uzyciu BioRender.com].

Wici warunkujg ruchliwos$é bakterii, umozliwiajagc dotarcie do miejsca kolonizacji w przewodzie
pokarmowym. Ich gtéwnym komponentem s3 biatka flagelinowe (FlaA, FlaB), ktére podlegaja glikozylacji
wplywajgcej na ich wifasciwoéci immunogenne i adhezyjne. Otoczka i LOS moduluja odpowied?



immunologiczng gospodarza, m.in. poprzez mimikre molekularng. Zmiennos¢ struktur LOS moze prowadzic¢
do reakcji autoimmunologicznych i jest powigzana z wystepowaniem powiktan neurologicznych, takich
jak zespét Guillain-Barrégo'”-18,

Biatka btony zewnetrznej, takie jak CadF czy PEB1, posredniczg w adhezji do komdrek nabtonkowych?®.
Cze$¢ z nich moze rowniez uczestniczy¢ w procesie inwazji lub tworzeniu biofilmu, przyczyniajgc
sie do dtugotrwatego przetrwania bakterii w organizmie gospodarza®?°. Powierzchniowe biatka C. jejuni,
podobnie jak flagelina, podlegaja glikozylacji, co réwniez wptywa na ich rozpoznawalno$é przez ukfad
odpornosciowy. Zmiennos¢ glikozylacji oraz ekspresja réznych wariantéw powierzchniowych antygendéw
umozliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Ten mechanizm tzw. zmiennosci
antygenowej jest jednym z gtéwnych wyzwan w opracowywaniu skutecznych szczepionek i testow
diagnostycznych?!.

Wiele z opisanych struktur jest kodowanych przez wyspecjalizowane geny, ktérych ekspresja i regulacja
stanowig podstawe wirulencji C. jejuni.

2.1.3 Genom i czynniki wirulencji Campylobacter jejuni

W 2000 roku zsekwencjonowano genom referencyjnego szczepu Campylobacter jejuni NCTC 11168.
Zawiera on 1 641 481 par zasad, z czego 94,3% koduje 1654 biatka. Genom ten cechuje sie brakiem
sekwencji insercyjnych, brakiem elementéw fagowych oraz bardzo ograniczong liczbg powtdrzen
(wykazano jedynie cztery powtarzajgce sie sekwencje DNA). Charakteryzuje sie rowniez znaczng
zmiennoscig genetyczng, co utrudnia jednoznaczne ustalenie sekwencji referencyjnej — z tego wzgledu
okreslany bywa jako przypominajgcy quasi-gatunki. Autorzy sugerujg, ze tak wysoka zmienno$¢ moze
wynikaé z nielicznej obecnosci gendéw odpowiedzialnych za naprawe DNAZ2,

W genomie C. jejuni zidentyfikowano réwniez regiony hiperzmienne, obejmujgce m.in. geny zwigzane
z biosyntezg lipooligosacharydu (LOS), zewnatrzkomdrkowych polisacharydéw (EPS) oraz modyfikacjami
flageliny. Wysoka zmiennos¢ w obrebie tych struktur powierzchniowych moze petni¢ role mechanizmu
umozliwiajgcego unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza oraz zwieksza¢ przezywalnosé bakterii.
Genom C. jejuni wykazuje znaczgce podobienstwo do genomu Helicobacter pylori—az 55,4% biatek posiada
swoje ortologi u tego patogenu. Jednoczesnie jednak wiele gendw C. jejuni nie ma odpowiednikdéw
w zadnym znanym genomie bakteryjnym, co wskazuje na istnienie unikalnych mechanizméw zwigzanych
z jego biologig i patogeneza??.

Mimo ze Campylobacter jejuni stanowi jedng z najczestszych przyczyn zakazen przewodu pokarmowego
u ludzi, mechanizmy jego patogennosci nie zostaty do konca poznane. Bolton (2015) podsumowat
dotychczas zidentyfikowane geny zwigzane z wirulencjg i przezywalnoscig bakterii — zaréwno u ludzi,
jak i u drobiu. Chociaz ogélny przebieg kolonizacji jest podobny u obu gospodarzy, u ludzi zaobserwowano
wiekszg oporno$é na sole zétciowe oraz silniejszg ekspresje toksyny CDT?3. Geny wirulencji C. jejuni
obejmuja gtéwnie geny zwigzane z ruchliwoscig, adhezjg, inwazjg oraz toksycznoscia. W Tabeli 1.
zestawiono najwazniejsze z nich %24,

C ik G koduj
'zynnl . eny ko 'ujace Charakterystyka
wirulencji czynnik
flaA Gtéwne biatko flageliny (pod kontrolg czynnika o%8)
flaB Gtéwne biatko flageliny (pod kontrolg czynnika 6>*)
Ruchliwosé
fliF Biatka kotwiczgce kompleksu wiciowego

fliM, fliy Biatka motoryczne kompleksu wiciowego



cheA, cheB, cheR, Dwusktadnikowy system transdukcji sygnatu (zalezny od kinazy
cheV, cheW, cheZ histydynowej),

Chemotaksja
tlpl, tip4, tip10 Biatka chemotaktyczne (akceptory grup metylowych)
cadF Biatka btony zewnetrznej
capA Biatko adhezyny
Adhezja
pldA Fosfolipaza A
virB11 Element systemu sekrecji typu IV (T4SS)
flaC, ciaD Biatka inwazyjne transportowane przez wi¢ wyposazong w system
. T3SS
Inwazja
ciaB, ciaC, cial Biatka inwazyjne niezbedne do kolonizacji

Toksyna CDT — trzy podjednostki, dziatajgce na aktyne i blokujgce
cykl komoérkowy w fazie G2

Tabela 1. Czynniki wirulencji Campylobacter jejuni. Zestawienie gendw i funkcji biatek zwigzanych z ruchliwoscia,
chemotaksjg, adhezjg, inwazjg oraz produkcja toksyny CDT. [opracowanie wtasne na podstawie: Bolton, 2015;
Veronese iin., 2024]

Produkcja toksyn cdtA, cdtB, cdtC

Zmienno$¢ genetyczna i wystepowanie mechanizméw rekombinacji wewnatrzgenomowej dodatkowo
komplikuja obraz wirulencji tego patogenu. W trakcie cyklu zycia bakterie s3 narazone na dziatanie wielu
czynnikéw stresowych, w tym stresu oksydacyjnego i zéfci, dlatego w ich genomie obecne sg rowniez liczne
geny kodujgce mechanizmy obronne, m.in. glutation, katalaze, dysmutaze ponadtlenkowa oraz reduktaze
nadtlenkowa?.

Jednymi z najlepiej poznanych mechanizmoéw wirulencji, scisle powigzanymi zaréwno ze struktura wici, jak
i regulacja gendw, sg ruchliwosé oraz zdolnos¢ tworzenia biofilmu odgrywajgce kluczowa role w kolonizacji,
inwazji oraz przetrwaniu w organizmie gospodarza.

2.1.4 Ruchliwos¢ jako czynnik wirulencji

Ruchliwos$¢ Campylobacter jejuni, napedzana przez wici umieszczone na biegunach komorki, jest scisle
powigzana z jego zdolnoscig do kolonizacji, inwazji oraz wywotywania choroby. Liczne badania wykazaty,
ze szczepy o wyzszej ruchliwosci wykazujg réwniez wiekszg wirulencje. Ruch umozliwia przemieszczanie
sie bakterii przez warstwe sluzu w jelicie, co jest niezbedne do dotarcia do komdrek nabtonka i skutecznego
zasiedlenia gospodarza. Wici petnig jednak wiecej funkcji niz tylko lokomotoryczne — uczestniczg takze
w wydzielaniu czynnikéw wirulencji, adhezji do komérek gospodarza, inwazji oraz procesie autoaglutynacji,
ktéory moze wptywaé na tworzenie mikrokolonii i ochrone przed uktadem odpornosciowym. Geny
odpowiedzialne za ruchliwo$é, takie jak flaA czy flhA, sg czesto wspdtregulowane z innymi genami
wirulencji. Ich zaburzenie prowadzi nie tylko do zmniejszenia ruchliwosci, ale réwniez do ostabienia
zdolnosci kolonizacyjnych i inwazyjnych bakterii>?4. Zwiekszona ekspresja biatek flageliny i enzyméw
zwigzanych z biosyntezg btony komodrkowej obserwowana jest u szczepow o wyzszej ruchliwosci,
co koreluje z wiekszg zdolnosciag do przylegania do komérek i ich inwazji. Mutanty o zredukowanej
ruchliwosci wykazuja istotnie nizszg zdolnos¢ do penetracji nabtonka jelitowego i tworzenia mikrokolonii,
co przektada sie na obnizong patogenno$é®.

W badaniach z wykorzystaniem modeli zwierzecych, takich jak prosieta gnotobiotyczne, stwierdzono
wyrazny zwigzek miedzy stopniem ruchliwosci a czestoscig zakazen. Najbardziej ruchliwe szczepy osiggaty
najwyzszy odsetek infekcji, podczas gdy szczepy o niskiej ruchliwosci rzadko prowadzity do skutecznego
zakazenia®®. Duze badania mutagenezy potwierdzity, ze ruchliwo$¢ stanowi jeden z gtéwnych czynnikéw
wirulencji, a wiele gendw niezbednych do poruszania sie jest takze kluczowych dla skutecznej infekcji?’.



Podsumowujac, ruchliwos¢ C. jejuni, realizowana gtdwnie przez struktury wiciowe, odgrywa istotng role
w patogenezie i stanowi jeden z najlepiej scharakteryzowanych czynnikéw wirulencji tego gatunku.

2.1.5 Mechanizmy przetrwania: biofilm i wewngtrzkomoérkowa adaptacja

Jednym z istotnych mechanizméw przetrwania i kolonizacji C. jejuni jest zdolno$¢ do tworzenia biofilmu —
wielokomodrkowej struktury adhezyjnej osadzajacej sie na powierzchniach biologicznych i abiotycznych.
Biofilm petni funkcje ochronng wobec bakterii, zabezpieczajagc je przed niekorzystnymi czynnikami
Srodowiskowymi, takimi jak obecnos¢ tlenu, dziatanie antybiotykdw czy zmienne pH. Struktura ta sprzyja
dtugotrwatemu utrzymywaniu sie bakterii zarébwno w organizmie gospodarza, jak i poza nim -
np. na powierzchniach sprzetu w zaktadach przetwérstwa spozywczego. Biofilm zwieksza réwniez zdolnos¢
bakterii do adhezji do komdrek nabtonka jelit, a w warunkach srodowiskowych moze miec charakter
polimikrobiologiczny, zawierajac np. bakterie z rodzaju Pseudomonas?®.

Tworzeniu biofilmu sprzyja ekspozycja na tlen atmosferyczny, obecnos¢ struktur flagellarnych i zwigzanych
z nimi biatek (np. rodziny biatek Cia), a takze witasciwa motoryka i spiralny ksztatt komdrki. Wykazano
rowniez, ze systemy sekrecyjne typu Il (T3SS) i typu VI (T6SS) odgrywajg istotng role w procesie kolonizacji
i biofilmogenezy?.

Obok biofilmu, istotnym mechanizmem przetrwania C. jejuni w organizmie gospodarza jest zdolnosé
do funkcjonowania jako fakultatywny patogen wewnatrzkomoérkowy. Bakteria ta moze przetrwac
w komérkach nabtonka jelitowego dzieki formowaniu wyspecjalizowanych struktur
wewnatrzkomaorkowych, tzw. Campylobacter-containing vacuoles (CCV). Po penetracji komérki gospodarza,
wokot bakterii formowana jest wakuola, ktérej fuzja z lizosomami zostaje zablokowana dzieki obecnosci
biatka Cial?®>. Mechanizm ten umozliwia bakteriom unikniecie degradacji i dtugotrwate utrzymywanie sie
w komérkach, co moze sprzyjac przewlektemu przebiegowi infekcji oraz nawrotom choroby.

2.1.6  Metabolizm

Skuteczna kolonizacja gospodarza przez Campylobacter jejuni wymaga przystosowania nie tylko
strukturalnego, ale réwniez metabolicznego. Gatunek ten charakteryzuje sie nietypowym i wysoce
wyspecjalizowanym metabolizmem, ktéry odrdznia go od wiekszosci bakterii jelitowych, a w diagnostyce
mikrobiologicznej identyfikowany jest m.in. na podstawie dodatniego wyniku testéw oksydazowego
i katalazowego oraz zdolnosci hydrolizy hipuranu (hippurate hydrolysis), co odrdznia go od innych gatunkéw
z rodzaju Campylobacter®.

Campylobacter jejuni nie fermentuje ani nie utlenia klasycznych cukréw, takich jak glukoza, a jego
podstawowym Zrodtem energii s3 aminokwasy oraz wybrane metabolity cyklu kwasu cytrynowego331,
Bakteria ta preferuje warunki mikroaerofilne i posiada ztozony tancuch oddechowy, ktéry pozwala
jej wykorzystywac alternatywne donory i akceptory elektrondw — w tym fumaran — w warunkach
ograniczonej dostepnosci tlenu3?>34  Réinice metaboliczne miedzy szczepami mogg wptywaé
na ich zdolno$¢ do kolonizacji okreslonych nisz — niektére izolaty wykorzystujg dodatkowe substraty, takie
jak glutamin czy asparagina. W kontekscie regulacji metabolizmu istotng role odgrywajg biatka
regulatorowe, takie jak CsrA i LuxS, wptywajace nie tylko na szlaki metaboliczne, ale takze na odpowiedz
na stres3>3¢,

W s$rodowisku wewnatrzkomérkowym bakteria potrafi przeprogramowacé swoje szlaki energetyczne,
ograniczajgc ogdlng aktywnosé metaboliczng i aktywujgc m.in. oddychanie fumarowe. Adaptacja ta moze
wspieraé jej przetrwanie w komdrkach gospodarza i utrudnia¢ eliminacje patogenu®®.

2.2 Kampylobakteriozy

2.2.1 Charakterystyka ogdlna
Zakazenia pateczkami z rodzaju Campylobacter, okreslane zbiorczo jako kampylobakteriozy, naleig
do najczestszych bakteryjnych choréb przewodu pokarmowego na swiecie. Do infekcji dochodzi najczesciej



drogg pokarmowg — gtéwnie po spozyciu niedogotowanego lub niedopieczonego miesa drobiowego,
rzadziej poprzez skazong wode lub kontakt z nosicielami (Ryc. 3).
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Rycina 3. Drogi transmisji bakterii Campylobacter jejuni oraz gtéwne objawy kliniczne u ludzi [opracowanie
wtasne za pomocga BioRender.com].
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Dominujaca postacia kliniczng kampylobakteriozy jest ostre zapalenie jelit lub Zotgdka i jelit. Objawy zwykle
obejmuja biegunke (czesto z domieszka krwi lub $luzu), nudnosci, wymioty, béle brzucha zlokalizowane
w okolicy pepka oraz goraczke. Dawka zakazna dla Campylobacter jejuni jest relatywnie niska i wynosi
jedynie 500—10 000 komérek bakteryjnych. Objawy rozwijajg sie zazwyczaj w ciggu 1-7 dni od zakazenia
i najczesciej ustepuja samoistnie w ciggu 2—7 dni. U czesci pacjentow (okoto 30%) wystepuja jedynie objawy
grypopodobne, co moze prowadzi¢ do niedodiagnozowania zakazenia?*3C. Leczenie ogranicza
sie najczesciej do terapii objawowej — nawadniania i uzupetniania elektrolitéw. W przypadkach ciezkiego
przebiegu choroby, przewlektych objawdw lub u oséb z obnizong odpornoscia konieczne moze by¢
zastosowanie antybiotykoterapii. W grupie podwyzszonego ryzyka znajdujg sie dzieci, kobiety w cigzy oraz
osoby starsze. Najczesciej stosowanymi antybiotykami sg makrolidy, takie jak erytromycyna
i azytromycynal’37,

W ostatnich latach rosngcym problemem klinicznym staje sie narastajgca opornos$é¢ szczepdw
Campylobacter jejuni na antybiotyki stosowane w leczeniu ludzi. Szczegdlnie niepokojgce sg wysokie
poziomy opornosci na fluorochinolony (np. cyprofloksacyne) oraz, w niektdrych regionach, rowniez
na makrolidy — podstawowe leki stosowane w ciezkich przypadkach zakazen3®. Zjawisko to wigze sie m.in.
z niekontrolowanym stosowaniem antybiotykdéw w produkcji zwierzecej oraz selekcjg opornych szczepdéw
w Srodowisku drobiarskim. Antybiotykoopornos¢ C. jejuni stanowi istotne wyzwanie dla zdrowia
publicznego i wzmacnia potrzebe opracowywania alternatywnych strategii prewencji oraz ograniczania
kolonizacji u zwierzat gospodarskich3%4°,

Pomimo zazwyczaj tagodnego przebiegu, kampylobakterioza moze prowadzi¢ do powaznych powiktan.
Opisywano przypadki krwotocznych zapalen jelit, zapalenia trzustki, pecherzyka zétciowego, otrzewnej,
a takze poronien. Szczegdlng uwage zwraca sie na neurologiczne powiktania po zakazeniu, takie jak zespét
Guillain-Barrégo (GBS) oraz zesp6t Millera-Fishera (MFS). S3 to rzadkie, ale ciezkie schorzenia
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autoimmunologiczne, prowadzgce do ostrego, demielinizacyjnego zapalenia nerwéw obwodowych,
a w konsekwencji do porazen miesniowych. GBS wystepuje u okoto 1-2 oséb na 100 000 rocznie, a przebyta
kampylobakterioza odpowiada za okoto 30% wszystkich przypadkéw tego zespotu®?.

W przeciwienistwie do ludzi, u drobiu — bedacego gtéwnym rezerwuarem pateczek Campylobacter —
zakazenie przebiega najczesciej bezobjawowo. Ptaki, zwtaszcza kurczeta brojlerdw, sg naturalnymi
nosicielami tych bakterii?®*2. Campylobacter jejuni kolonizuje gtéwnie koricowe odcinki przewodu
pokarmowego, zwtaszcza jelito slepe, nie wywotujgc przy tym zadnych zmian klinicznych ani patologicznych
w obrebie nabtonka. Utrzymywanie sie wysokiego poziomu bakterii w tresci jelitowej nie wptywa na stan
zdrowia ptakdéw, a brak objawow utrudnia wykrycie zakazenia w stadzie przed ubojem. Ta cecha sprawia,
ze dréb stanowi trudny do kontrolowania, lecz istotny epidemiologicznie rezerwuar Campylobacter, ktory
moze przenosic sie na ludzi drogg pokarmowg?443,

2.2.2 Epidemiologia — kampylobakterioza u ludzi

Kampylobakterioza pozostaje najczesciej zgtaszang zoonozg w Unii Europejskiej od 2005 roku, kiedy po raz
pierwszy liczba przypadkéw kampylobakterioz byta wieksza od liczby przypadkéw salmonelloz®. W 2023
roku potwierdzono 148 181 przypadkdéw zachorowan u ludzi, co odpowiada wskaznikowi 45,7 przypadkow
na 100 000 mieszkaricow. Dla pordwnania, druga najczesciej zgtaszana zoonoza — salmonelloza — miata
wskaznik 20,0/100 000, a trzecia — vyersinioza — jedynie 2,9/100000. Tym samym, w 2023 r,,
kampylobakteriozy stanowity ponad potowe wszystkich zgtoszonych przypadkéw zoonoz w UE4.

Ryc. 4. przedstawia liczbe zgtoszen pieciu najczesciej raportowanych zoonoz w krajach Unii Europejskiej
w 2023 roku, wedtug liczby potwierdzonych przypadkéw u ludzi. Kampylobakterioza pozostaje
zdecydowanie dominujaca jednostka, odpowiadajgcg za ponad potowe wszystkich notyfikacji choréb
odzwierzecych. Dla poréwnania uwzgledniono takze salmonelloze, yersinioze, infekcje STEC (Shiga toxin-
producing E. coli) oraz listerioze.

Liczba zgtoszen zakazen zoonotycznych w EU w 2023 r.
Listeria monocytogenes
STEC (E. coli)
Yersinia spp.

Salmonella spp.

Patogen zoonotyczny
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Liczba przypadkéw

Rycina 4. Liczba zgtoszonych przypadkdéw wybranych zoonoz w krajach Unii Europejskiej w 2023 roku.
[opracowanie wtasne na podstawie danych z: EFSA Journal, 2024].

Najwyzsze wskazniki zachorowan w 2023 roku odnotowano w Luksemburgu (129,4/100 000), Czechach
(125,2/100 000), Stowacji (104,4/100 000) i na Malcie (89,5/100 000). Polska znajduje sie wsrdd krajow
z najnizszg liczba zgtoszonych przypadkéw (< 6,1/100 000), podobnie jak Butgaria, Grecja i Rumunia. Nalezy
jednak zaznaczyé, ze w Polsce brak jest obowigzku rutynowego raportowania i diagnozowania



kampylobakteriozy przez stacje sanitarno-epidemiologiczne, co moze prowadzi¢ do niedoszacowania
faktycznej liczby zakaze!4.

2.2.3 Epidemiologia — wystepowanie Campylobacter u zwierzat i w zywnosci pochodzenia
zwierzecego

Drob hodowlany, w szczegdlnosci kurczeta rzeine (brojlery), pozostaje gtdwnym rezerwuarem
Campylobacter i istotnym Zrédtem zakazen u ludzi. Bakterie te kolonizuja jelita ptakéw bez wywotywania
objawéw chorobowych, a ich koncentracja w kryptach jelitowych moze siegaé nawet 10® CFU/g tresci
jelitowej*. Podczas uboju bakterie moga przenosi¢ sie z jelit na inne czesci tuszek, a proces chtodzenia
miesa do okoto 4 °C sprzyja ich rozprzestrzenianiu w postaci aerozoli*®. W warunkach przechowywania przy
niskim pH bakterie moga przechodzi¢ w stan VBNC (ang. viable but not culturable), co czyni
je niewykrywalnymi metodami hodowlanymi —w takich przypadkach mozliwa jest jedynie detekcja metoda
PCR2.

Zgodnie z raportem EFSA za 2023 rok, Campylobacter wykrywano w szerokim zakresie produktéw
pochodzenia zwierzecego, w szczegdlnosci w miesie brojlerow (21,6% probek) i indykéw (19,4%).
Dla poréwnania, w miesie wieprzowym odsetek probek dodatnich wynidst 0,37%, a w miesie wotowym
0,11%. Co istotne, w mleku i produktach mlecznych nie odnotowano dodatnich prébek. W zakresie
monitorowania zakazen u zwierzat gospodarskich, dane z 2023 roku wskazujg na bardzo wysoka czestos¢
wykrycia Campylobacter u Swin — az 72,3% prébek byto dodatnich, gtéwnie dla C. coli. W prébkach od bydta
(gtownie <1 roku) wykryto C. jejuni w 6,8% przypadkéw. U brojleréw dodatnich byto 4,6% prébek,
a u drobnych przezuwaczy — 7,2%. Dla poréwnania, u kotow i psow bakterie wykryto tylko w 1,4% probek!®.

Te dane potwierdzajg, ze produkty drobiowe — zaréwno na etapie hodowli, jak i uboju — pozostajg gtéwnym
ogniwem w taiicuchu transmisji Campylobacter do ludzi. Rdwnoczesnie wysoka wykrywalnos¢ tych bakterii
u Swin i bydfa wskazuje na potencjalne ryzyko ze strony innych Zrédet zywnosci, choé ich udziat
w zakazeniach ludzi jest mniejszy.

2.3 Strategie zwalczania C. jejuni i obnizania liczby zachorowan

Ze wzgledu na powszechnosé¢ kampylobakterioz oraz ich powigzanie z drobiem jako gtéwnym rezerwuarem,
strategie zwalczania Campylobacter jejuni koncentrujg sie zaréwno na ograniczaniu kolonizacji u zwierzat,
jak i na zapobieganiu zakazeniom u ludzi. Leczenie cztowieka zazwyczaj opiera sie na postepowaniu
objawowym — nawadnianiu i uzupetnianiu elektrolitéw. Antybiotyki, takie jak makrolidy
czy fluorochinolony, stosuje sie jedynie w ciezkich przypadkach lub u oséb z grup ryzyka, jednak rosnaca
oporno$¢ — zwtaszcza na fluorochinolony — ogranicza skuteczno$¢ takiej terapii®”#’.

W produkcji drobiarskiej kluczowe znaczenie majg dziatania prewencyjne, takie jak Scista bioasekuracja,
stosowanie probiotykéw (np. bakterii kwasu mlekowego), terapia fagowa czy préby szczepieA*®>0. Choé
niektére z tych metod pozostajg na etapie eksperymentalnym, ich skuteczno$¢ w ograniczaniu kolonizacji
jelit przez Campylobacter potwierdzono w licznych badaniach. Ograniczenie stosowania antybiotykdéw
u zwierzat hodowlanych, wynikajace z obaw o rozwdj opornosci, zwiekszyto zainteresowanie
alternatywnymi strategiami biologicznymi, takimi jak bakteriofagi czy bakteriocyny®°.

Dodatkowo, coraz wiekszy nacisk ktadzie sie na poprawe higieny podczas uboju i przetwérstwa —
stosowanie technologii takich jak dekontaminacja chemiczna, zimna plazma czy swiatto UV moze istotnie
ograniczy¢ liczbe bakterii na tuszkach drobiowych. Zintegrowane podejscie, taczace kilka metod
jednoczesnie, uwazane jest obecnie za najbardziej obiecujgce rozwigzanie w ograniczaniu liczby zakazen
C. jejuni zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat 452,

2.3.1 Rola warunkow higienicznych w ograniczaniu skazenia miesa drobiowego

Do zakazenia cztowieka C. jejuni dochodzi najczesciej poprzez spoiycie niedogotowanego miesa
drobiowego, w ktérym bakterie przetrwaty proces uboju i przetwdrstwa. Tuszki brojleréw mogg zostaé
zanieczyszczone zawartoscig jelit juz na etapie wypatroszenia, a nastepnie bakterie mogg przemieszczaé
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sie na inne powierzchnie, w tym mieso przeznaczone do sprzedazy. Stosowanie nowoczesnych metod
dekontaminacji — takich jak kapiele w kwasie octowym, $wiatto UV czy zimna plazma — moze znaczgco
obnizy¢ liczbe zywych bakterii na powierzchni tuszki®>>3 . Jednak zadne z tych rozwigzan nie eliminuje ryzyka
catkowicie. Kluczowe znaczenie ma takze kontrola temperatury i wilgotnosci w chtodniach oraz ograniczanie
tworzenia biofilmu w urzadzeniach linii produkcyjnej. Zgodnie z zasadg HACCP, tylko odpowiednia kontrola
krytycznych punktéw procesu moze zmniejszy¢ ryzyko przeniesienia patogenu do zywno$ci®*>.

2.3.2 Postepy w rozwoju immunoprofilaktyki przeciwko Campylobacter jejuni

W produkcji zwierzecej celem nie jest leczenie zakazeh wywotanych przez C. jejuni, lecz ograniczanie
kolonizacji przewodu pokarmowego zwierzat — zwtaszcza drobiu, ktéry stanowi gtéwny rezerwuar tego
patogenu. Jednym z bardziej obiecujgcych kierunkdw badan pozostaje immunizacja kur niosek
inaktywowanymi szczepami C. jejuni lub oczyszczonymi antygenami powierzchniowymi, takimi jak flagelina,
biatka btony zewnetrznej (OMP), kapsularne wielocukry czy lipooligosacharydy (LOS). Badania
przedkliniczne wykazaty, ze odpowiednio przygotowane preparaty moga ogranicza¢ kolonizacje jelit i tym
samym zmniejsza¢ ryzyko transmisji bakterii do ludzi. Mimo Ze wyzwaniem pozostaje standaryzacja
i poprawa immunogennosci takich preparatéw, kierunek ten uznawany jest za jeden z kluczowych
w rozwoju skutecznych metod prewencji kampylobakteriozy u ludzi*>°6:57,

Z kolei w przypadku zakazen ludzi podstawg leczenia pozostaje terapia objawowa. Antybiotyki — gtéwnie
makrolidy — stosuje sie jedynie w ciezszych przypadkach lub u oséb z obnizong odpornoscig. Narastajacy
problem opornosci, zwtaszcza na fluorochinolony, budzi niepokdj, jednak jak dotad nie opracowano
skutecznej i szeroko stosowanej szczepionki dla ludzi®®. Pomimo podejmowanych préb, wysoka zmienno$é
antygenowa oraz brak wyraZznego zapotrzebowania epidemiologicznego ograniczajg tempo prac w tym
obszarze. Podkresla to jeszcze mocniej znaczenie strategii ograniczania kolonizacji u kur — jako najbardziej
realnego i efektywnego sposobu na ograniczenie liczby zachorowan u ludzi®>8-50,

2.4 Kurze przeciwciata IgY

2.4.1 Budowa
IgY to gtéwna klasa immunoglobulin obecnych w osoczu ptakdéw, petnigca role funkcjonalnego
odpowiednika IgG u ssakow. Gtéwne rdznice w budowie przedstawiono na Ryc. 5.

Przeciwciato IgY - kurze Przeciwciato 1gG - ssacze

Fab o )
Fab f’ Fy

Brak regionu "'\ .
Zawiasowego F CHZ . Re_glon
(cragniczona c za\-_\.'lasawy'
elastycznosc) CH3 (zwigkszona

elastycznosd)

Rycina 5. Poréwnanie budowy przeciwciat: IgY (kurze) i IgG (ssacze). taricuchy ciezkie zaznaczono na niebiesko,
tancuchy lekkie — na zielono (lgY) oraz fioletowo (IgG). Fab — fragment wigzacy antygen (ang. Fragment antigen
binding), Fc — fragment krystalizujacy (ang. Fragment crystallizable), Fv — fragment zmienny (ang. Variable
fragment) [opracowanie witasne przy uzyciu BioRender.com].

Struktura IgY obejmuje dwa tancuchy lekkie oraz dwa tancuchy ciezkie z czterema domenami statymi,
co nadaje czasteczce wiekszg mase (ok. 180 kDa) i sztywnos$¢ w pordownaniu do IgG. Brak regionu
zawiasowego ogranicza elastyczno$é, ale jednoczeénie zwieksza odpornoéé na proteolize. Zéttko jednego
jaja zawiera przecietnie okoto 100 mg IgY, z czego 2-10% stanowig przeciwciata swoiste wzgledem



zastosowanego antygenu®l. W pordéwnaniu z immunoglobulinami klasy 1gG, IgY wykazuje szereg
korzystnych witasciwosci — jest bardziej hydrofobowa oraz odporna na proteolize, zachowujgc okoto 40%
aktywnosci po 8 godzinach inkubacji z chymotrypsyng. Przeciwciata IgY sg stabilne w szerokim zakresie
pH (od 4 do 9) oraz w temperaturach do 65 °C w $rodowisku wodnym®2-54,

IgY nie aktywuje klasycznej drogi uktadu dopetniacza i nie wigze sie z receptorami Fcy, co zmniejsza ryzyko
niespecyficznych reakcji oraz interferencji w badaniach immunologicznych i diagnostyce®:%2, Wykazano,
ze IgY moze neutralizowac¢ toksyny, hamowaé aktywnosé enzyméw bakteryjnych oraz blokowaé adhezje
patogenéw do komérek gospodarza, co czyni je potencjalnie uzytecznymi w profilaktyce zakazen drég
oddechowych i przewodu pokarmowego. Dzieki tym witasciwosciom immunizacja bierna z uzyciem IgY —
w formie dodatku do paszy lub wody — stanowi prostg do wdrozenia alternatywe dla stosowania
antybiotykéw w produkcji zwierzecej5%%3,

2.4.2  Mechanizmy transferu IgY do zéttka i ich rola w odpornosci biernej pisklat

Synteza IgY zachodzi w $ledzionie oraz szpiku kostnym kur, a nastepnie przeciwciata transportowane
sg z osocza do z6ttka jaja za posrednictwem receptora FCRY®. Proces ten pozwala na skuteczny transfer
odpornosci biernej do rozwijajgcego sie zarodka. Wysoka zawartos¢ przeciwciat w zéttku sprawia,
ze pozyskanie znacznych ilosci przeciwciat jest mozliwa bez koniecznosci uboju zwierzat. Wydajnos¢
produkcji siega nawet 40 g IgY rocznie na jedng kure®l. Ta forma pozyskiwania przeciwciat jest zgodna
z zasada 3R, co czyni jg etyczng i atrakcyjna alternatywa dla wykorzystania przeciwciat ssaczych.

Literatura wskazuje, ze stezenie IgY w surowicy pisklecia zaczyna spadac juz od 3.-5. dnia zycia. Poziom
przeciwciat odmatczynych znaczaco obniza sie do 10.—14. dnia, a w wielu badaniach catkowity zanik
obserwuje sie ok. 2. tygodnia zycia. Wykazano, ze przeciwciata IgY skierowane przeciwko bakteriom
(np. Salmonella spp., Campylobacter jejuni) sg szybciej degradowane niz IgY przeciwwirusowe — te drugie
moga utrzymywac sie do okoto 21. dnia zycia pisklecia. Réznica ta moze wynika¢ zaréwno z réznej awidnosci
przeciwciat, jak i tempa ich metabolizmu. Krétki czas ochrony biernej wskazuje na konieczno$é wczesnej
aktywnej immunizacji lub zastosowania doustnej suplementacji IgY w celu przedtuzenia ochrony przed
infekcjami 6466,

2.4.3 Metody izolacji IgY z z6ttek jaj

Izolacja IgY z z6ttek jaj kurzych moze byé realizowana przy uzyciu réznych technik, ktérych wybér zalezy
od planowanego zastosowania przeciwciat oraz wymaganej skali i czystosci produktu koricowego.
Najczesciej stosowane podejscia obejmujg metody chemiczne oparte na precypitacji solami (chlorek sodu,
siarczan amonu) lub glikolem polietylenowym (PEG 6000), a takze metody chromatograficzne
(np. chromatografia powinowactwa, jonowymienna, czy na ztozach tiofilnych). Techniki te rdézinig
sie stopniem skomplikowania, kosztami, wydajnoscig oraz uzyskiwang czystoscia przeciwciat®’.

W celu ograniczenia ilosci odczynnikdw oraz zwiekszenia powtarzalnosci izolacji w warunkach
laboratoryjnych, coraz czesciej stosuje sie tzw. metode wodng, polegajacg na wstepnym oddzieleniu frakgji
rozpuszczalnej w wodzie (WSF, ang. water soluble fraction), z ktérej nastepnie w procesie precypitacji
wytrgcane sg przeciwciata IgY. Cho¢ WSF moze zawiera¢ znaczne ilosci IgY, frakcje te bywajg metne,
zawierajg inne biatka i czasteczki lipidowe, a ich wtasciwosci funkcjonalne mogg by¢ trudne
do jednoznacznej oceny bez dalszego oczyszczania®®.

W analizach poréwnawczych metod izolacji zwraca sie uwage nie tylko na stezenie i czystosé otrzymanego
preparatu (np. ocena absorbancji, SDS-PAGE), ale réwniez na jego funkcjonalnos¢, w tym zdolnosc
do wigzania antygenu i wywotywania reakcji aglutynacyjnych. Dla  zastosowan takich
jak immunoprofilaktyka doustna lub badania przesiewowe w diagnostyce, najistotniejsze s3 metody
zapewniajgce akceptowalng czystos¢ przy zachowaniu wysokiej aktywnosci przeciwciat, niskich kosztéw
i prostoty wdrozenia®*.
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2.4.4 Dziatanie IgY w immunoprofilaktyce zakazen przewodu pokarmowego

Kurze przeciwciata IgY wykazujg skuteczno$¢ w immunizacji biernej — szczegdlnie w zastosowaniach
doustnych i miejscowych. Ze wzgledu na brak wchtaniania z przewodu pokarmowego, dziatajg one lokalnie,
neutralizujgc toksyny, blokujac adhezje patogendw i wspomagajac naturalne mechanizmy obronne.
Z powodzeniem wykorzystywano je w badaniach przeciwko patogenom takim jak Helicobacter pylori,
Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium difficile, rotawirusy czy Campylobacter jejuni®*%°-72,
W kontekscie C. jejuni wykazano, ze IgY moze ograniczac kolonizacje jelit oraz zmniejszac liczbe wydalanych
bakterii, co jest istotne zaréwno w prewencji zakazen, jak i w ograniczaniu transmisji w srodowisku
drobiarskim.

2.4.5 Zalety iograniczenia

IgY taczy w sobie szereg cech korzystnych z punktu widzenia diagnostyki i immunoprofilaktyki. Zalicza sie
do nich wysokg wydajnos¢ produkcji, stabilnos¢ w zmiennych warunkach srodowiskowych, brak
reaktywnosci krzyzowej z biatkami ssakdédw oraz zgodnos¢ z zasadami dobrostanu zwierzat. Jednoczesnie,
ograniczeniem pozostaje wrazliwo$¢ 1gY na kwasne pH i enzymy trawienne — co moze wymagac
zastosowania enkapsulacji lub specjalnych formulacji w preparatach doustnych. Konieczna jest rowniez
dalsza standaryzacja metod oczyszczania i produkcji, zwtaszcza w kontek$cie wykorzystania IgY
w produktach terapeutycznych dopuszczanych do obrotu®467,

2.5 Przeciwciata IgY jako element strategii ograniczania kampylobakterioz —
zatozenia pracy

2.5.1 Znaczenie badan nad alternatywnymi strategiami immunizacji u zwierzat

Wzrost antybiotykoopornosci u bakterii z rodzaju Campylobacter, zwtaszcza C. jejuni, stanowi istotne
zagrozenie zarowno dla zdrowia ludzi, jak i bezpieczenstwa produkcji zwierzecej. Z uwagi na ograniczong
skutecznos$¢ klasycznych metod terapii i brak dostepnych szczepionek dopuszczonych do stosowania
w produkcji drobiu, konieczne jest opracowanie alternatywnych strategii prewencyjnych, mozliwych
do wdrozenia na poziomie hodowli384°,

Szczegblng uwage zwraca sie na rozwigzania biologiczne — takie jak probiotyki, fagoterapia czy wtasnie
immunizacja bierna — ktére mogg ograniczad kolonizacje jelit przez patogeny bez ryzyka rozwoju opornosci
krzyzowej. Immunoprofilaktyka bierna wykorzystujgca przeciwciata IgY uzyskiwane od kur
immunizowanych wybranymi antygenami C. jejuni moze stanowic¢ realng alternatywe dla antybiotykéw —
zwilaszcza w pierwszych tygodniach zycia pisklgt, gdy uktad odpornosciowy jest jeszcze niedojrzaty,
a przeciwciata matczyne ulegajg degradacji °%63.%6,

Badania nad skutecznoscig tego podejscia nabieraja szczegdlnego znaczenia w kontekscie potrzeby
ograniczenia nosicielstwa jelitowego u drobiu — jako kluczowego Zrédta zakazen ludzi — oraz w Swietle
obowigzujgcych przepiséw ograniczajgcych stosowanie antybiotykdw w chowie zwierzat.

2.5.2 Potencjat zastosowania IgY w zwalczaniu C. jejuni

W ramach niniejszej pracy skupiono sie na analizie interakcji pomiedzy uktadem odpornosciowym brojleréw
a bakteriami Campylobacter jejuni, ich antygenami oraz swoistymi przeciwciatami IgY. Gtéwnym celem byto
lepsze zrozumienie mechanizmow kolonizacji przewodu pokarmowego i odpowiedzi immunologicznej kur
w réznych warunkach ekspozycji na patogen — zaréwno w kontekscie obecnosci zywych bakterii,
jak i podania inaktywowanych antygendw lub przeciwciat.

Badania objety ocene odpowiedzi humoralnej (IgY i IgA), dynamiki kolonizacji oraz cytokin zwigzanych
z odpowiedzig immunologiczng. Uwzgledniono takie poréwnanie réinych dréog podania (doustna
vs. iniekcyjna) i form zastosowanych preparatow. Cho¢ jednym z elementédw pracy byta ocena
potencjalnego dziatania ograniczajgcego kolonizacje jelit przez C. jejuni, gtéwny nacisk potozono
na poznawcze aspekty tych interakcji oraz ich znaczenie dla modelu zakazenia drobiu.



Istotnym elementem badan byto rdwniez opracowanie praktycznej metody pozyskiwania swoistych
przeciwciat IgY. Zastosowano zoptymalizowany schemat immunizacji niosek oraz prostg i powtarzalng
metode izolacji przeciwciat z zéttek jaj, opartg na wykorzystaniu tanich i tatwo dostepnych odczynnikéw
(np. chlorku sodu, PEG). Metody te dostosowano do realiow produkcyjnych z uwzglednieniem
efektywnosci, powtarzalnosci oraz zgodnosci z wymaganiami jakosciowymi i etycznymi. W rezultacie
opracowano sposéb uzyskiwania IgY, ktdry moze znalezé zastosowanie w dalszych badaniach aplikacyjnych
oraz jako narzedzie w opracowywaniu produktéw immunoprofilaktycznych.

2.5.3  Wymiar wdrozeniowy pracy

Niniejsza praca zostata zrealizowana w ramach doktoratu wdrozeniowego i od samego poczatku zaktadata
potaczenie badan podstawowych z praktycznym celem technologicznym, zgodnie z zatozeniami koncepcji
One Health, ktéra zaktada $ciste powigzanie zdrowia ludzi, zwierzat i $rodowiska’. Przyjeta perspektywa
obejmuje zaréwno ochrone zdrowia ludzi, jak i poprawe zdrowia oraz warunkdéw utrzymania zwierzat
gospodarskich, co w przypadku patogendw zoonotycznych, takich jak Campylobacter jejuni, ma kluczowe
znaczenie dla bezpieczenstwa zywnosci i zdrowia publicznego.

Kluczowym aspektem projektu byta nie tylko analiza oddziatywan miedzy przeciwciatami IgY, antygenami
i bakteriami C. jejuni, ale réwniez opracowanie metod umozliwiajacych efektywnga i ekonomiczna produkcje
swoistych przeciwciat IgY, mozliwg do wdrozenia w warunkach przemystowych. Wypracowana strategia
immunizacji kur niosek oraz zoptymalizowany schemat izolacji i oczyszczania przeciwciat IgY byty
analizowane z myslg o ich zastosowaniu w skali produkcyjnej — przy zachowaniu zgodnosci z wymogami
norm jakosci (1ISO 9001 oraz ISO 13485) oraz zasadami dobrostanu zwierzat.

Zastosowane rozwigzania umozliwiaja ekonomiczne pozyskiwanie duzych ilosci przeciwciat IgY o wysokiej
swoistoéci, z potencjatem do wykorzystania zaréwno w produktach immunoprofilaktycznych,
jak i w diagnostyce mikrobiologicznej. Praca wnosi zatem nie tylko nowga wiedze o biologii zakazen C. jejuni
i odpowiedzi immunologicznej drobiu, ale stanowi takze podstawe do dalszych dziatan wdrozeniowych,
w tym opracowania produktow oraz walidacji technologii w warunkach przemystowych, z bezposrednim
przetozeniem na poprawe zdrowia publicznego w mysl zasady ,,zdrowie zwierzat to zdrowie ludzi”.



3 Cele pracy

Punktem wyjscia dla niniejszej rozprawy byfa hipoteza, Ze swoiste przeciwciata IgY, otrzymane
po immunizacji kur inaktywowanymi antygenami Campylobacter jejuni, wchodzg w istotne interakcje
z bakteriami i uktadem odpornosciowym brojleréw, wptywajgc na dynamike zakazenia oraz mogace
potencjalnie ograniczaé kolonizacje jelit przez C. jejuni. Zatozono ponadto, ze proces ich produkcji moze
zostac¢ zoptymalizowany w sposéb umozliwiajgcy praktyczne wykorzystanie.

W zwigzku z tym sformutowano cztery gtdwne cele pracy:

1. Charakterystyka izolatow terenowych bakterii Campylobacter jejuni — obejmujgca analize
genetyczng, biochemiczng i fenotypowa.

2. Opracowanie i optymalizacja metody izolacji specyficznych przeciwciat 1gY, umozliwiajgcej
ich ekonomiczne pozyskiwanie w warunkach mozliwych do wdrozenia w skali przemystowej.

3. Ocena wptywu swoistych przeciwciat IgY na wzrost i przezywalnos$¢ bakterii C. jejuni w warunkach
in vitro.

4. Analiza odpowiedzi immunologicznej brojleréw na kontakt z bakteriami C. jejuni (inaktywowanymi
i zywymi) oraz przeciwciatami IgY w modelu in vivo, z uwzglednieniem poréwnania dwdch
schematow podania preparatu (doustnego oraz tgczonego: doustnego i iniekcyjnego).



4 Materiaty

Jedli nie zaznaczono inaczej, wszystkie tabele i ryciny zawarte w niniejszej rozprawie zostaty opracowane
samodzielnie na podstawie uzyskanych wynikow.

4.1 Szczepy bakteryjne

Szczep Opis
ATCC 33560 Szczep wzorcowy
ATCC 29428 Szczep wzorcowy
CJ5 Izolat terenowy
Cl6 Izolat terenowy
CJ8 Izolat terenowy
CJ9 Izolat terenowy
CcJ10 Izolat terenowy

Tabela 2. Szczepy Campylobacter jejuni wykorzystane w badaniu. Zestawienie szczepow referencyjnych oraz
izolatow terenowych.

4.2 Podtoza hodowlane
4.2.1 Podtoze transportowe Amiesa z wymazowka, Deltalab

4.2.2 Brain Heart Infusion Broth, Biomaxima
Przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta, sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min).

4.2.3 Blood Free Campylobacter CCDA LAB AGAR, Biomaxima

Blood Free Campylobacter CCDA LAB Agar (Biomaxima) przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta.
Pozywke sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min), nastepnie chtodzono do 50 °C, dodawano
Campylobacter CCDA Selective Supplement (Biomaxima) i rozlewano na ptytki.

4.2.4  Brillance CampyCount, Oxoid

4.2.5 Columbia LAB-AGAR™ + 5% SB, Biomaxima
Podtoze agarowe Columbia z dodatkiem 5 % odwtdéknionej krwi baranie;j.

4.2.6 Mueller Hinton Broth, Biomaxima
Przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta, sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min).

4.2.7 Mueller Hinton LAB-AGAR, Biomaxima
Przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta, sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min) i rozlewano
na ptytki.

4.2.8 Trypticasein Soy Broth, Biomaxima
Przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta, sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min).

4.2.9 Trypticasein Soy LAB-AGAR, Biomaxima
Przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta, sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min) i rozlewano
na ptytki.
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4.2.10 CHROMagar Campylobacter, CHROMagar

CHROMagar Campylobacter (CHROMagar) przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta. Pozywke
sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min), nastepnie chtodzono do 50°C, dodawano suplement zawarty
w zestawie i rozlewano na ptytki.

4.2.11 Podtoze do mrozenia
Podtoze do mrozenia przygotowywano samodzielnie na bazie Mueller Hinton Broth (Biomaxima)
z dodatkiem 15% glicerolu (Alchem, cz.d.a.). Mieszanine sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min).

4.2.12 Enrichment Broth, Biomaxima
Przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta, sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min).

4.3 Roztwory i bufory

4.3.1 Bufor do liofilizacji

Trypticasein Soy Broth (TSB, Biomaxima) z dodatkiem 10% trehalozy (Alchem) i 5% albuminy surowicy
bydlecej (Bovine Serum Albumin, BSA; VWR). Pozywke z trehalozg sterylizowano w autoklawie (121 °C,
15 min), a po schtodzeniu dodawano przefiltrowany przez filtr o $rednicy poréw 0,22 um roztwér BSA,
do koricowego stezenia 5%.

4.3.2 Woda do PCR, A&A Biotechnology
4.3.3 Formaldehyd (formalina buforowana r-r 10% formaliny), Chempur

4.3.4 Roztwor soli fizjologicznej
Roztwér soli fizjologicznej (0,85% NaCl; Chempur) przygotowywano w wodzie dejonizowanej
i sterylizowano w autoklawie (121 °C, 15 min).

4.3.5 Roztwor soli fizjologicznej z formaldehydem

Roztwdr soli fizjologicznej (0,85% NaCl) z dodatkiem 10% buforowanej formaliny (Chempur)
przygotowywano w wodzie dejonizowane;j i sterylizowano przez filtracje przez membrane PES o Srednicy
porow 0,22 um.

4.3.6 Bufor fosforanowo-solny (PBS)

Bufor PBS przygotowywano w postaci 10x stezonego roztworu ze sktadnikéw w jakosci cz.d.a (NaCl, KCl,
Na,HPO,, KH,PO4; Chempur) w wodzie dejonizowanej. Sktad koricowy buforu 10x: 1,37 M NacCl, 27 mM KCl,
100 mM NayHPO,4, 18 mM KH,PO4. Roztwér sterylizowano przez filtracje przez membrane celulozowg
o $rednicy poréw 0,22 um, a nastepnie przechowywano w warunkach chtodniczych. Przed uzyciem
rozcienczano do stezenia roboczego (1x), pH 7,4.

4.3.7 Tiomersal
Roztwor tiomersalu (1%) przygotowywano z odczynnika w proszku (Pol-Aura) w wodzie dejonizowane;j.
Gotowy roztwor sterylizowano przez filtracje przez membrane celulozowg o $rednicy poréw 0,22 um.

4.3.8 Bufor saponinowy

Bufor saponinowy przygotowywano bezposrednio przed uzyciem w buforze PBS (4.3.6), z dodatkiem 2%
saponiny (Pol-Aura), 0,1% albuminy surowicy bydlecej (Bovine Serum Albumin, BSA; VWR) oraz inhibitora
proteaz (1x PIC, Sigma-Aldrich). Roztwér sterylizowano przez filtracje przez membrane PES o s$rednicy
poréw 0,22 um.



4.4 Gotowe zestawy odczynnikéw

441 APl Campy (bioMérieux)

4.4.2 Genomic Mini AX Bacteria Kit (A&A Biotechnology)
4.4.3 PCR Mix Plus Green 2x (A&A Biotechnology)

4.4.4 Chicken IL-1B ELISA Kit (Genorise)

4.4.5 Chicken IL-10 ELISA Kit (Genorise)

4.4.6 Chicken IL-8 ELISA Kit (Genorise)

4.5 Adjuwanty do immunizacji
4.5.1 Imject Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) (Thermo Scientific)
4.5.2 Imject Freund’s Complete Adjuvant (FCA) (Thermo Scientific)
4.5.3 Montanide ISA 71 VG (Seppic)

4.6 Odczynniki i materiaty do izolacji przeciwciat IgY z zottek jaj kurzych
4.6.1 Wegiel aktywny (Chempur)

4.6.2 Bibuta filtracyjna (Whatman)

4.6.3 Chlorek sodu cz.d.a. (Chempur)

4.6.4 Siarczan amonu cz.d.a. (Chempur)

4.6.5 Filtry strzykawkowe 0,22 um (Puradisc, Whatman)

4.6.6 PEG 6000 (Pol-Aura)

4.6.7 Rury dializacyjne Membra-Cel (Viskase, MWCO 14 000 Da)

4.6.8 Filtry strzykawkowe PES 0,45 um (Puradisc, Whatman)

4.6.9 Ztoze tiofilowe — kolumna HiTrap IgY Purification HP (Cytiva)

4.6.10 Bufor wigzacy

Bufor wigzacy przygotowywano bezposrednio przed uzyciem w wodzie dejonizowanej. Zawierat 0,5 M
siarczanu amonu (Chempur) i 20 mM Tris-HCI (Chempur), pH 7,5. Roztwér sterylizowano przez filtracje przez
membrane PES o srednicy poréow 0,22 um.

4.6.11 Bufor elucyjny
Bufor elucyjny przygotowywano bezposrednio przed uzyciem w wodzie dejonizowanej, zawierat 20 mM
Tris-HCl (Chempur), pH 7,5. Sterylizowano przez filtracje przez membrane PES o $rednicy porow 0,22 um.

4.6.12 Roztwdér do regeneracji kolumny

Roztwér do regeneracji kolumny przygotowywano bezposrednio przed uzyciem jako 0,1 M roztwér NaOH
(Chempur) w wodzie dejonizowanej. Sterylizowano przez filtracje przez membrane PES o srednicy poréw
0,22 um.

4.7 0Odczynniki do SDS-PAGE

4.7.1 Zel poliakrylamidowy 12%
Zele rozdzielajgce (12%) oraz zageszczajgce (4%) przygotowywano kazdorazowo bezposrednio przed
elektroforezg, bez przechowywania. Sktadniki wykorzystywane do przygotowania zeli obejmowaty:

= 30% roztwér akrylamidu/bisakrylamidu (29:1) — Pol-Aura
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= Tris-HCI, pH 8,8 i pH 6,8 — roztwory przygotowywano samodzielnie z odczynnika (Chempur),
doprowadzajac do pozadanego pH (4.9.11, 4.9.12), sterylizowano przez filtracje przez membrane
celulozowa (0,22 pum)

= SDS 10% — roztwor przygotowywano samodzielnie z odczynnika (Pol-Aura), sterylizowano przez
filtracje przez membrane celulozowsg (0,22 um)

= APS 10% (ang. ammonium persulfate) — przygotowywano z siarczanu amonu (Chempur),
sterylizowano przez filtracje przez membrane celulozowa (0,22 pm), przechowywano w alikwotach
w -20 °C i rozmrazano bezposrednio przed uzyciem

=  TEMED — Thermo Scientific
= Woda dejonizowana

4.7.2 Bufor elektroforetyczny (Tris—Glicyna—SDS)

Bufor do elektroforezy biatek przygotowywano w stezeniu 10x ze sktadnikdéw w jakosci cz.d.a (Tris, glicyna;
Chempur, SDS; Pol-Aura) w wodzie dejonizowanej. Sktad koricowy buforu 10x: 250 mM Tris, 1,92 M glicyna,
1% SDS. Przed uzyciem rozcieficzano do stezenia roboczego (1x).

4.7.3 Bufor obcigzajgcy Laemmli (Sigma-Aldrich)
4.7.4 Marker masowy Protein Ladder EXtended 5—-245 kDa (Geneon)
4.7.5 Wzorzec IgY Gallus 20 mg/ml (Gallus Immunotech)

4.8 Odczynniki do testow ELISA

4.8.1 Roztwor opfaszczajgcy

Roztwér buforu weglanowego (pH 9,6) przygotowywano bezposrednio przed uzyciem. W tym celu tagczono
wczesniej przygotowane i przefiltrowane przez membrane celulozowg (0,22 pum) roztwory: 0,05 M weglanu
sodu (Na,COs; Chempur) i 0,05 M wodoroweglanu sodu (NaHCOs; Chempur), w proporcji 16 ml do 34 ml
na kazde 50 ml kornicowego buforu. pH roztworu kontrolowano (4.9.11) i w razie potrzeby korygowano
do wartosci 9,6. Roztwér przechowywano w temperaturze pokojowej do momentu uzycia.

4.8.2 Roztwdér ptuczacy
Roztwor ptuczacy przygotowywano przez rozcienczenie buforu PBS 10x (4.3.6) do stezenia roboczego (1x),
a nastepnie dodanie Tween-20 (Sigma-Aldrich) do koricowego stezenia 0,05%.

4.8.3 Roztwor blokujgcy

Bufor blokujgcy przygotowywano przez rozpuszczenie 5% odttuszczonego mleka spozywczego w roztworze
PBST (1x PBS z 0,1% Tween-20). Uzywano mleka w proszku ogdlnodostepnego (marka spozywcza),
sprawdzonego do tego typu zastosowan laboratoryjnych.

4.8.4 Koniugat
Koniugat przeciwciat anty-IgY sprzezonych z peroksydazg chrzanowg (HRP) (Jackson ImmunoResearch)
przygotowywano zgodnie z zaleceniami producenta, rozcienczajgc w buforze blokujgcym (5% mleko, 0,1%
Tween-20 w PBS).

4.8.5 Roztwdr wywotujgcy
Do detekcji uzywano tabletek OPD (Sigma-Aldrich), przygotowywanych zgodnie z protokotem producenta
bezposrednio przed uzyciem.

4.8.6 Roztwdr hamujgcy
Roztwér 3 M kwasu siarkowego przygotowywano bezposrednio przed uzyciem poprzez rozcienczenie
stezonego kwasu siarkowego (295%, Chempur) wodg dejonizowana.



4.9 Urzadzenia

49.1
49.2
49.3
49.4
49.5
4.9.6
4.9.7
49.8

Komora z laminarnym przeptywem powietrza (SafeFast Premium 215, SafeFast)
Inkubator CO,/N, (MCO-170MUV, PHCbi)

Mieszadto typu kotyska (DRS-12, Elmi)

Mikroskop z kontrastem fazowym (Primo Star, Zeiss)

Densytometr (DEN-1B, Biosan)

Liofilizator (Alpha 1-2 LDplus, Martin Christ)

Termocykler (Labcycler, Sensoquest)

Bioreaktor szklany 2L z kontrolerem parametrow EzControl (Applikon Bio)

Wyposazony w sonde pH, sonde rozpuszczonego tlenu (DO), kontrole gazéow (CO, i N,) oraz system
automatycznej regulacji temperatury i mieszania.

4.9.9

4.9.10
4.9.11
4.9.12
4.9.13

49.14
4.9.15
4.9.16
4.9.17
4.9.18
4.9.19
4.9.20
4.9.21
4.9.22
4.9.23
4.9.24
4.9.25

Wirdwka (model 6-16KS, Sigma)

Vortex (ZX3, Fisherbrand)

pH-metr (Edge, Hanna Instruments)
Mieszadfo magnetyczne (C-MAG MS 4, IKA)

System ultrafiltracji z kasetg PES 100 kDa (Sartoflow Advanced, Sartorius Stedim
Systems GmbH)

Mieszadto rolkowe (Roller Mixer, Thermo Fisher)

System chromatograficzny (BioLogic LP z kolektorem frakcji Model 2110, Bio-Rad)
Aparat do elektroforezy pionowej (Biokom)

Termomikser (Thermomixer, Eppendorf)

Automatyczny aparat do posiewdéw powierzchniowych (EasySpiral Pro, Interscience)
Licznik kolonii (Scan500, Interscience)

Automatyczna ptuczka do ptytek 96-dotkowych (LT-3500 Microplate Washer, Labtech)
Spektrofotometr z czytnikiem mikroptytek (Multiskan SkyHigh, Thermo Fisher)
Wirdwka (Rotina 380R, Hettich)

Zamrazarka niskotemperaturowa do -80 °C (Innova U101, New Brunswick)
Mikrowiréwka (MIKRO 185, Hettich)

Homogenizator Ultra-Turrax T25 z koricowkg S25N-18G (IKA)
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5 Metody

5.1 Metody prac ze szczepami C. jejuni

5.1.1 Warunki hodowli

Hodowle bakterii Campylobacter jejuni prowadzono w warunkach mikroaerofilnych, z zastosowaniem
standardowych procedur zgodnych z zaleceniami ISO 10272-1:2017, obejmujacych uzycie wybidrczych
podtozy (CCDA, CHROMagar) oraz inkubacje w 42 °C przez 48 h74,

Wszystkie posiewy szczepdw Campylobacter jejuni oraz proby srodowiskowe potencjalnie zawierajace
te bakterie wykonywano w komorze z laminarnym przeptywem powietrza (Btagd! Nie mozna odnalei¢
Zrodta odwotania.) oraz inkubowano w tréjgazowym inkubatorze (4.9.1) zapewniajgcym warunki
mikroaerofilne, tj. 85% N, 10% CO,, 5% 0O,. Posiewy inkubowano przez 48 h+2 hw 42 °C £ 0,5 °C, a
dodatkowo posiewy w podtozach ptynnych umieszczano na mieszadle typu kotyska (4.9.2) umieszczonym
w inkubatorze w celu statego mieszania hodowli.

Jesli nie zaznaczono inaczej, okreslenie ,inkubowano” oznacza warunki opisane w niniejszym akapicie.

5.1.2 lzolacja bakterii C. jejuni z préb srodowiskowych

Izolacje szczepdw Campylobacter jejuni prowadzono przy uzyciu standardowych procedur hodowli
mikroaerofilnej na podtozach wybidrczych, zgodnie z zaleceniami zawartymi w metaanalizie poréwnujgcej
metody izolacji C. jejuni w probkach pochodzacych od kurczat” 7>,

Szczepy terenowe oznaczone jako CJ5, CJ6, CJ8, CJ9 oraz CJ10 wyizolowano z materiatu pobranego
na fermach drobiu zlokalizowanych w okolicach Kepna (CJ5), Ostrzeszowa (CJ6 i CJ8), Szczecina (CJ10 —
od kur z objawami biegunki) oraz z partii brojleréw importowanych z Niemiec (CJ9).Pobrano tacznie
87 wymazow z kloaki za pomoca jatowych wymazéwek. Kazda wymazéwke umieszczono w podiozu
transportowym Amiesa (4.2.1) i przetransportowano do laboratorium w temp. 2-8 °C. Nie pdzniej niz 5 h
od pobrania wymazdéwki z materiatem zostaty umieszczone w pozywce BHI (4.2.2) i inkubowane.
Z uzyskanych hodowli wykonano posiew redukcyjny na podtoze rdznicujgce CCDA (4.2.3) i ponownie
inkubowano. Pojedyncze kolonie przesiewano na podtoze Brillance Campy (4.2.4) i chromAGAR
Campylobacter (4.2.10) w celach diagnostycznych oraz na CCDA (4.2.3) w celu wytworzenia odpowiedniej
ilosci masy bakteryjnej do dalszych analiz i inkubowano.

5.1.3 Obserwacje mikroskopowe

W celu potwierdzenia morfologii materiat bakteryjny z podtdéz statych oraz ptynnych obserwowano
w mikroskopie $wietlnym z kontrastem fazowym (4.9.4). Obserwacje prowadzono w powiekszeniu 1000x
oraz z uzyciem przestony kontrastu fazowego. Kontrolowano wizualnie kazda prowadzong hodowle ptynng
bakterii C. jejuni. Obserwacje prowadzono zgodnie z zaleceniami dla podstawowej mikroskopii fazowo-
kontrastowej w diagnostyce mikrobiologicznej.

5.1.4 Przechowywanie szczepow

Przechowywanie prdobek odbywato sie zgodnie z rutynowga praktyka diagnostyczng oraz wewnetrznymi
procedurami obowigzujgcymi w laboratorium firmy Immunolab. Procedury te sg powszechnie stosowane
w mikrobiologii klinicznej i badaniach nad drobnoustrojami chorobotwérczymi, w szczegdlnosci
w odniesieniu do patogendw klasy BSL-2, takich jak Campylobacter jejuni’e.

Szczepy C. jejuni przechowywano w formie zamrozonej w -80 °C oraz zliofilizowanej w 2-8 °C. Materiat
zbierano z powierzchni ptytki CCDA za pomoca jatowej wymazdéwki i zawieszano odpowiednio w podtozu
do mrozenia zawierajgcym glicerol (4.2.11) lub buforze do liofilizacji (4.3.1) do uzyskania gestosci
6 McFarlanda mierzonej za pomocg densytometru (4.9.5). Przygotowang zawiesine porcjowano
odpowiednio do krioprobéwek i mrozono w -80 °C, lub do naczyn do liofilizacji i liofilizowano (4.9.6),
naczynia zamykano prézniowo po zakoriczeniu procesu.



5.1.5 Analiza serologiczna
Metoda aglutynacji lateksowej jest powszechnie stosowana jako rutynowe narzedzie diagnostyczne
do potwierdzania obecnosci bakterii z rodzaju Campylobacter, w tym C. jejuni”’.

Badanie przeprowadzono zestawem komercyjnym (Microgen Campylobacter) zawierajagcym test lateksowy
do identyfikacji bakterii z rodzaju Campylobacter. Test wykonano zgodnie z instrukcjg producenta zestawu,
zawierajgcego zarowno test kontrolny negatywny, jak i pozytywny. Kazidy szczep badano w dwoch
powtdrzeniach biologicznych.

5.1.6 Analiza genetyczna — reakcje PCR z wykazem starteréw

Do identyfikacji molekularnej szczepéw zastosowano reakcje PCR, wykorzystujac zestawy starteréw
i warunki reakcji opisane w literaturze, zalecane w rutynowej diagnostyce i badaniach mikrobiologicznych
(odnosniki w Tabeli 3.)

DNA izolowano za pomocg zestawu komercyjnego (4.4.2), zgodnie z instrukcjg producenta wykorzystujac
zawiesine namnozong w bulionie MH (4.2.6) w warunkach mikroaerofilnych przez 24h. Mieszanine
reakcyjng przygotowano przy uzyciu komercyjnie dostepnej mieszaniny (4.4.3), zawierajacej polimeraze
Tag (0,1 U/ul), MgCl, (4 mM), dNTP (0,5 mM kazdy), niebieski i z6tty barwnik oraz bufor obcigzajacy.
Do reakcji dodawano 0,4 uM starteréw sensownych (forward) i antysensownych (reverse), 0,1 ug
wyizolowanego DNA oraz uzupetniano do objetosci 25 ul sterylng woda do PCR (4.3.2). Reakcje PCR
przeprowadzano w aparacie do reakcji PCR (4.9.7) zgodnie z warunkami przedstawionymi w Tabeli 3.

Sekwencja 5’-3’ Wielkos¢ Liczba

G
en (F-forward, R—reverse) amplikonu cykli

Denaturacja Przytaczanie Elongacja

Lit.

F: ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC

16S rRNA 857 bp 35 305,95°C 1m30s,59°C 1m,72°C
R: GGACGGTAACTAGTTTAGTATT

F: GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC

flaA 1728 bp 35 30s,92°C I1m30s 2m30s,72°C
R: CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG

F: CTTCAGGGATGGCGATAGCAGATA

flaA/flaB 533 bp 40 1m,94°C 1m, 60°C 2m,72°C
R: TTGATCTCTTCAGCCAAAGCTCCAAGT

F: TAATACGACTCACTATAGGGAT

GATGATCTCTGATGCAACTATGA

flaC 712 bp 35 30s,95°C 1m,50°C 1m,72°C

R: AAAGCAGCAGCATTTTCTTTTAGAT
F: CCTTGTGATGCAAGCAATC

cdtA 370 bp 30 1m,94°C 1m,49°C 1m,72°C
R: ACACTCCATTTGCTTTCTG

F: CAGAAAGCAAATGGAGTGTT

cdtB 620 bp 30 1m,94°C 1m,51°C 1m,72°C
R: AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT

F: CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA

cdtc 182 bp 30 1m, 94 °C 1m, 47 °C 1m,72°C
R: TTGGCATTATAGAAAATACAGTT

F: TTGAAGGTAATTTAGATATG

cadF 400 bp 35 30s,95°C 1m,45°C 1m,72°C
R: CTAATACCTAAAGTTGAAAC

F: TTTCCAAATTTAGATGATGC

ciaB 1165 bp 35 305,95 °C 1m,45°C 1m,72°C
R: GTTCTTTAAATTTTTCATAATGC

F: GAGCGTTTAGAATGGGTGTG

flgR 390 bp 35 305,94 °C 30,60 °C 305, 68 °C
R: GCCAGGAATTGATGGCATAG

39

81

81

Tabela 3. Sekwencje starteréw, produkty PCR oraz warunki reakcji dla wybranych genéw Campylobacter jejuni.

5.1.7 Analiza biochemiczna

Materiat bakteryjny poddano analizie za pomocg zestawu komercyjnego (4.4.1). Test przeprowadzono
zgodnie z instrukcjg producenta. Przeprowadzono dwa powtdrzenia biologiczne dla kazdego badanego
szczepu.



5.1.8 Testy ruchliwosci

Do oceny ruchliwosci szczepow C. jejuni wybrano test z uzyciem potptynnego agaru, ktory pozwala
na réznicowanie szczepdw na podstawie ich aktywnosci ruchowej i jest szeroko stosowany w mikrobiologii
eksperymentalnej®.

Ruchliwo$¢ szczepédw C. jejuni oceniano na podtozu MH o zredukowanym stezeniu agaru (0,8%)
umozliwiajgcym ruch. Inokulacji dokonywano punktowo poprzez naniesienie zawiesiny z hodowli ptynnej
na $rodek powierzchni ptytki. Ptytki inkubowano przez 48 h w 42 °C, w warunkach mikroaerofilnych.
Dla kazdego szczepu przeprowadzono trzy powtdrzenia techniczne.

Po inkubacji oceniano zdolno$¢ migracji bakterii na powierzchni pétstatego agaru. Ocene prowadzono
wizualnie, w sposdb potilosciowy, przypisujac jeden z czterech stopni ruchliwosci:

= brak” —brak widocznej migracji bakterii poza miejsce inokulacji,

= +” —niska ruchliwo$¢ (wzrost obejmujacy do 1/3 powierzchni ptytki),
= ++” —umiarkowana ruchliwo$¢ (od 1/3 do 2/3 $rednicy ptytki),

= +++” —wysoka ruchliwosé (wzrost obejmujacy ponad 2/3 ptytki).

5.1.9 Okreslenie krzywej wzorcowej i miareczkowanie (zaleznos¢ McF/CFU)

W celu okreslenia liczby zywych komodrek bakteryjnych w przeliczeniu na jednostki McFarlanda,
zastosowano podejscie oparte na posiewach ilosciowych i analizie wzrostu kolonii, zgodnie z zaleceniami
dotyczacymi standaryzacji inokulum?®®. Metode zmodyfikowano poprzez zastosowanie spiralnych posiewdéw
przy uzyciu urzadzenia EasySpiral Pro (4.9.18), co pozwolito na precyzyjne nanoszenie prébki i uzyskanie
danych ilosciowych przy mniejszym nakfadzie pracy®®.

Zamrozony materiat bakteryjny wysiewano na podtoze CCDA i inkubowano w warunkach mikroaerofilnych.
Po inkubacji materiat z powierzchni agaru zbierano przy uzyciu sterylnej wymazowki i zawieszano w 600 ml
bulionu MH (4.2.6), po czym hodowle dalej inkubowano.

Pomiary zmetnienia prowadzono po 4, 8, 24, 30 oraz 48 h inkubacji. Z kazdej hodowli pobierano 2 ml
zawiesiny (po uprzednim doktadnym wymieszaniu) i dokonywano pomiaru jednostek McFarlanda przy
uzyciu densytometru (pkt 4.9.5).

Dodatkowo, po 24, 30 oraz 48 h hodowli, pobierano po 40 ml zawiesiny w celu oznaczenia liczby jednostek
tworzacych kolonie (CFU). Prébki odwirowywano (5200 x g, 15 min, temp. pokojowa) w wirdwce
laboratoryjnej (pkt 4.9.9). Uzyskany osad wazono, a nastepnie zawieszano w 0,85% roztworze NaCl
w stosunku 1:9 w celu uzyskania rozciericzenia 10™". Prowadzano dalsze seryjne rozciericzenia, 200 pl kazdej
zawiesiny przenoszono do 1,8 ml 0,85% NaCl, po czym kazda probke doktadnie mieszano za pomoca
mieszadta wstrzgsowego typu vortex (4.9.10). Proces powtarzano do uzyskania rozcieficzenia 107,

Z rozcienczen 107® do 107'° wykonywano posiewy po 100 ul w trzech powtdrzeniach technicznych
na podtoze chromogenne dedykowane Campylobacter (4.2.10). Posiewy wykonywano metoda
rozprowadzenia zawiesiny po catej powierzchni podtoza przy uzyciu urzadzenia do posiewu spiralnego
(4.9.18). Ptytki inkubowano w warunkach mikroaerofilnych, a nastepnie liczono kolonie przy uzyciu
automatycznego licznika kolonii Scan 500 (4.9.19).

5.1.10 Przygotowanie antygenow oraz preparatow do immunizacji kur

Schemat doswiadczenia in vivo opracowano we wspotpracy z jednostkg prowadzacg badania doswiadczalne
na drobiu, w oparciu o dostepne dane literaturowe oraz wczesdniejsze doswiadczenia w pracy
z Campylobacter jejuni‘>%7:88,

Zamrozony szczep C. jejuni CJ5 oraz CJ6 wysiewano na podtoze CCDA i inkubowano. Materiat zbierano
z powierzchni plytek za pomoca sterylnej wymazéwki i zawieszono w bulionie MH (4.2.6). Bioreaktor
szklany (4.9.8) wypetniony bulionem MH zaszczepiano zawiesing w stosunku 1:100 i hodowano przez 24 h
w 42 °C, przy 250 obr/min w warunkach mikroaerofilnych. Bakterie inaktywowano za pomoca



buforowanego formaldehydu (4.3.3) o pH 8,0 w koncowym stezeniu 0,5%. Zawiesiny przenoszono
do sterylnych kolb, dodawano formaldehyd, a nastepnie kolby szczelnie zamykano gumowymi korkami
i inkubowano przez 24 h w 37 °C przy 150 obr/min. Bakterie odzyskiwano przez odwirowanie w wiréwce
(4.9.9) przez 20 min, 5000 x g, po czym uzyskany osad zawieszano w sterylnym roztworze zawierajgcym
chlorek sodu oraz formaldehyd (4.3.5). Skutecznos¢ inaktywacji potwierdzano poprzez posiew zawiesiny
do bulionu wzbogaconego (4.2.12) oraz TSB (4.2.8), a nastepnie inkubacje przez 14 dni w 37 °C. Liczbe
bakterii okreslano na podstawie pomiaru metnosci przy uzyciu densytometru (4.9.5). Przeliczenia metnosci
(wg skali McFarlanda) na liczbe CFU dokonano na podstawie eksperymentalnie wyznaczonej krzywej
wzrostu (5.1.9).

Pierwszg dawke immunizacyjng przygotowywano poprzez zmieszanie 3 x 1079 CFU mieszaniny antygendw
CJ51i CJ6 (1:1) z adjuwantem kompletnym Freunda (FCA; 4.5.1), natomiast kolejne dawki — z adjuwantem
niekompletnym Freunda (FIA; 4.5.2) wilosci 6 x 1029 CFU. Objetos$¢ wszystkich dawek wynosita 1 ml, w razie
potrzeby objetos¢ uzupetniano roztworem soli fizjologicznej (4.2.4). Emulsyfikacje prowadzono w komorze
laminarnej (4.9.1), zgodnie z wytycznymi producenta adjuwantu, z wykorzystaniem zalecanych strzykawek
i igiet o odpowiedniej srednicy. Gotowe preparaty poddano testom sterylnosci poprzez posiew zawiesiny
do bulionu wzbogaconego (4.2.12) oraz TSB (4.2.8), a nastepnie inkubacje przez 14 dni w 37 °C.

5.1.11 Immunizacja kur

Procedure immunizacji kur przeprowadzono zgodnie z rutynowo stosowanymi schematami opracowanymi
na potrzeby pozyskiwania przeciwciat IgY o wysokim mianie. Protokét bazowat na wielokrotnych iniekcjach
antygenu zawieszonego w adjuwancie, z zastosowaniem iniekcji domiesniowych w odstepach
dwutygodniowych, typowych dla procedur immunizacji ptakow®48%%°,

25 kur rasy Leghorn (w wieku 4—6 tygodni) immunizowano mieszaning inaktywowanych antygendw
bakteryjnych szczepow CJ5 oraz CJ6 (stosunek mieszaniny 1:1). Immunizacje prowadzono drogg iniekcji
domiesniowej w odstepach dwutygodniowych. Podano cztery dawki po 1 ml kazda: pierwsza dawka
zawierata 3 x 10° CFU wraz z adiuwantem kompletnym Freunda (4.5.1), natomiast kolejne trzy dawki
zawieraty 6 x 10° CFU z adiuwantem niekompletnym Freunda (4.5.2). Jaja zbierano codziennie przez sze$é
tygodni po podaniu ostatniej dawki i przechowywano w temperaturze 4 °C do momentu izolacji przeciwciat.
Izolacje prowadzono nie pdzniej niz 2 tygodnie po zebraniu partii jaj.

Stan zdrowia wszystkich kur monitorowano przez caty okres trwania eksperymentu oraz po zakonczeniu
zbioru jaj. Kury, ktére nie zostaly poddane eutanazji po zakoriczeniu badan, przekazano do lokalnego
gospodarstwa w celu dalszej hodowli. Eksperymenty zostaty zatwierdzone przez Lokalng Komisje Etyczng
ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie na mocy uchwaty nr 38/2021 z dnia 19 maja 2021 roku.
Wszystkie procedury byty zgodne z obowigzujgcymi wytycznymi i regulacjami etycznymi.

5.1.12 Przygotowanie szczepu do zakazenia w badaniu in vivo

Dawke inokulum dobrano na podstawie danych literaturowych oraz wczesniejszych doswiadczen jednostki
wykonujacej badanie in vivo. Zatozono ilo$¢ 108 CFU na ptaka, co miesci sie w zakresie stosowanym
w podobnych modelach zakazenia Campylobacter jejunit*>%%2,

Do przygotowania materiatu zakaznego wykorzystano szczep Campylobacter jejuni CJ10. Wykonano posiew
na murawe wykorzystujgc 15 ptytek z podtozem selektywnym CCDA (4.2.3). Piytki umieszczono
w inkubatorze (4.9.2) i hodowano przez 48 h w 42 °C. Po zakonczonej inkubacji materiat bakteryjny zebrano
za pomoca jatowych wymazowek. Zebrany materiat zawieszono w 10 ml buforu do liofilizacji (4.3.1).
Zawiesine rozdzielono po 1 ml do jatowych buteleczek przeznaczonych do liofilizacji. Prébki poddano
zamrozeniu w temperaturze —80 °C (4.9.24) przez 20 min, a nastepnie liofilizowano zgodnie z ustalonym
programem (4.9.6). Po zakonczeniu procesu probowki zamknieto proiniowo i przechowywano
w temperaturze chtodniczej, do momentu uzycia.



W celu weryfikacji przezywalnosci i jakosci przygotowanego inokulum, z dwéch buteleczek wykonano test
ilosciowy. Kazdy liofilizat zawieszono w 1 ml jatowej wody, a nastepnie wykonano dziesieciokrotne seryjne
rozcieniczenia w roztworze soli fizjologicznej (4.3.4). Z kazdego rozciericzenia posiewano po 0,1 ml zawiesiny
na ptytki CCDA w trzech powtdrzeniach technicznych, wykorzystujac urzadzenie do posiewu spiralnego
(4.9.18). Ptytki inkubowano przez 48 h w warunkach mikroaerofilnych (42 °C), a nastepnie zliczano kolonie
za pomocg automatycznego licznika kolonii (4.9.19).

Liofilizowane bakterie zostaty uwodnione bezposrednio przed podaniem zwierzetom, a nastepnie
rozcienczone do odpowiedniego stezenia zakazajgcego na podstawie uzyskanych wynikéw przezywalnosci
po liofilizacji.

5.2 Metody zwigzane z izolacjg przeciwciat IgY z zottek jaj
Zestawienie gtéwnych etapdw metod izolacji przeciwciat IgY zastosowanych w badaniu przedstawiono
na Ryc. 6.

DELIPIDACJA DELIPIDACJA
PEG 6000 WODA

| PRECYPITACJA DELIPIDACJA
PEG 6000 WEGLEM AKTYWNYM

Il PRECYPITACJA ZAGESZCZENIE
PEG 6000 (ULTRAFILTRACJA)

OIACIER PRECYPITACJA | PRECYPITACJA
CHLORKIEM SODU SIARCZANEM AMONU

FILTRACJA | Il PRECYPITACJA
STERYLIZACJA SIARCZANEM AMONU

DIALIZA

400

FILTRACJA |
STERYLIZACJA

Rycina 6. Schemat ogdlny izolacji przeciwciat IgY z z6ttek jaj immunizowanych kur.

5.2.1 Metoda wodna z precypitacjg chlorkiem sodu lub siarczanem amonu

Przeciwciata IgY izolowano z zdttek jaj przy uzyciu zmodyfikowanej metody rozcieficzania wodg
z precypitacjg chlorkiem sodu®”®8°3 |ub siarczanem amonu opracowanym na podstawie danych
literaturowych®%.

Z6ttka jaj rozcierczano (1:10) woda destylowana, nastepnie dostosowywano pH do wartosci 5,0 za pomoca
pH-metru (4.9.11) i przechowywano przez noc w 4 °C na mieszadle magnetycznym (4.9.12). Po odwirowaniu
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na wiréwce (4.9.9), 11 000 x g przez 30 min w 4 °C, pobierano frakcje WSF a osad odrzucano. WSF mieszano
z weglem aktywnym (4.6.1) do uzyskania korncowego stezenia 0,01%, inkubowano przez 30 min w temp.
pokojowej, a nastepnie wirowano (11 000 x g, 30 min, 4 °C). WSF filtrowano przez bibute filtracyjng (4.6.2)
a osad odrzucono. Frakcje WSF zageszczano przy uzyciu automatycznego systemu ultrafiltracji (4.9.13)
wyposazonego w dedykowang kasete o porowatosci 100 kDa.

W celu precypitacji przeciwciat IgY do uzyskanej frakcji dodawano: chlorek sodu (4.6.3) lub siarczan amonu
(4.6.4) do uzyskania koricowego stezenia odpowiednio 1,5M (dla NaCl) lub 35% (w/v) dla (NH4)2(SO)a.
Zawiesine inkubowano przez 2 h w temp. pokojowej z mieszaniem na mieszadle magnetycznym. Mieszanine
odwirowywano (14 000 x g, 20 min, 4 °C), a nastepnie osad zawieszano w soli fizjologicznej (4.3.4)
w potowie wyjsciowej objetosci z6ttka, z ktérego prowadzono izolacje.

Preparaty przeciwciat, uzyskane w wyniku precypitacji siarccanem amonu, poddawano dializie wobec
roztworu soli fizjologicznej (0,85% NaCl) z wykorzystaniem membrany o progu odciecia 14 kDa (4.6.7),
po czym korygowano pH do wartosci 7,4. Uzyskane 2x stezone wzgledem zéttka przeciwciata IgY filtrowano
dwukrotnie przez filtry strzykawkowe (4.6.5) o wielkosci poréw 0,22 um, dodawano tiomersal (4.3.7)
do uzyskania koricowego stezenia 0,01% i przechowywano w 4 °C.

5.2.2 Metoda z glikolem polietylenowym PEG 6000

Izolacje przeciwciat IgY z wykorzystaniem estrakcji glikolem polietylenowym przeprowadzono wedtug
metody opublikowanej przez Polson i wsp. (1985), z modyfikacjami zgodnymi z podzniejszymi
opracowaniami®3°6-98,

Z6ttko jaja rozcieficzano w stosunku 1:2 w buforze PBS (4.3.6), a nastepnie dodawano sproszkowany PEG
6000 (4.6.6) do koricowego stezenia 3,5% (w/v). Po mieszaniu 20 min w temp. pokojowe] z uzyciu mieszadta
obrotowo-rolkowego (4.9.14) probki poddawano wirowaniu (13 000 x g, 20 min, 4 °C). Uzyskang frakcje
rozpuszczalng w wodzie zbierano i filtrowano przy uzyciu bibuty filtracyjnej (4.6.2) a osad odrzucano.
Do frakcji WSF dodawano PEG 6000 do uzyskania koricowego stezenia 12% (w/v), a nastepnie prowadzono
inkubacje z mieszaniem 20 min w temp. pokojowej. Strgcony osad oddzielano poprzez wirowanie
(10 000 x g, 20 min, 4 °C), a nastepnie zawieszano w buforze PBS w objetosci odpowiadajgcej poczgtkowej
objetosci zéttka. Dla lepszej czystosci i koncentracji precypitacje powtdérzono dwukrotnie. Uzyskany osad
zawieszano w soli fizjologicznej (4.3.4). Oczyszczone przeciwciata poddawano dializie wobec 0,85% NaCl
przy uzyciu membrany o porowatosci 14 kDa (4.6.7), a nastepnie dostosowywano pH do wartosci 7,4.
Uzyskane przeciwciata IgY filtrowano dwukrotnie przez filtry strzykawkowe (4.6.5) o wielkosci porow
0,22 pm, dodawano tiomersal (4.3.7) do uzyskania koricowego stezenia 0,01% i przechowywano w 4 °C.

5.2.3 Oczyszczanie chromatograficzne (Tgel)

Oczyszczanie immunoglobulin IgY przeprowadzono z wykorzystaniem kolumny HiTrap IgY Purification HP
(4.6.9), opierajac sie na procedurze opracowanej przez producenta z zastosowaniem zywicy selektywnie
wigzacej frakcje Igy®°.

Oczyszczanie chromatograficzne prowadzono dla czesci préb dla ktérych przeprowadzono delipidacje
metoda wodng z uzyciem wegla aktywnego (5.2.1) do momentu precypitacji. Do przeprowadzenia metody
uzywano chromatografu (4.9.15), a wilasciwg separacje IgY przeprowadzano na kolumnie
chromatograficznej ze ztozem tiofilowym (4.6.9). Ztoze kondycjonowano przez przeptukanie piecioma
objetosciami buforu wigzgcego (4.6.10) z przeptywem 4 ml/min. Nastepnie nanoszono prébke (2 ml/min)
i przemywano kolumne ponownie piecioma objetosciami buforu wigzgcego. IgY eluowano za pomocay
buforu elucyjnego (4.6.11), przy czym objetos¢ frakcji eluatu odpowiadata pierwotnej objetosci zottka.
Po zakonczeniu procedury kolumne regenerowano odpowiednim roztworem (4.6.12).

Oczyszczone przeciwciata poddawano dializie wobec 0,85% NaCl przy uzyciu membrany o porowatosci
14 kDa (4.6.7), a nastepnie dostosowywano pH do wartosci 7,4. Uzyskane przeciwciata IgY filtrowano



dwukrotnie przez filtry strzykawkowe (4.6.5) o wielkosci poréw 0,22 um, dodawano tiomersal (4.3.7)
do uzyskania koricowego stezenia 0,01% i przechowywano w 4 °C.

5.3 Metody analizy izolowanych przeciwciat

5.3.1 SDS-PAGE

Rozdziat biatek metodg SDS-PAGE przeprowadzano zgodnie z powszechnie stosowang procedurg
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem sodu (SDS-PAGE), szeroko wykorzystywana
do analizy biatek, w tym immunoglobulin 1gY°°,

Oczyszczone przeciwciata IgY analizowano metodg elektroforezy w 12% zelu poliakryloamidowym (4.7.1)
w warunkach redukujgcych za pomocg zestawu z zasilaczem (4.9.16). Elektroforeze przeprowadzano
dwuetapowo w buforze (4.7.2): w pierwszym etapie napiecie wynosito 100 V przez 20 min, a nastepnie
zwiekszano je do 160 V i prowadzono elektroforeze przez kolejne 60 min. Przed elektroforeza prébki
rozcienczano w buforze obcigzajagcym (4.7.3) i ogrzewano w termomikserze (4.9.17) w 100 °C przez 5 min.
Nastepnie do studzienek zelu nanoszono po 25 pl prébki oraz 5 pl markera mas czasteczkowych (4.7.4).
Jako pozytywna kontrole stosowano oczyszczony metodg chromatograficzng standard przeciwciat
IgY kurzych (4.7.5) o stezeniu 20 mg/ml.

5.3.2 Aglutynacja probowkowa

Aglutynacje probéwkowa przeprowadzono zgodnie z wewnetrzng procedurg stosowang przez Immunolab
od ponad 25 lat. Metoda ta opiera sie na ugruntowanych zasadach klasycznej aglutynacji ptynnej i znajduje
zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, gdzie aglutynacja probédwkowa przedstawiana jest jako
jedna z podstawowych technik serologicznych stosowanych w laboratorium klinicznym?°?,

Analize wykonywano w celu okreslenia miana izolowanych przeciwciat i prowadzono w probdéwkach
szklanych z zaokraglonym dnem. Izolowane IgY poddawano dwukrotnym rozciericzeniom seryjnym (od 1:10
do 1:1280), a nastepnie mieszano je z inaktywowanym antygenem (mieszanina CJ5 i CJ6 w stosunku 1:1)
w kornicowym stezeniu odpowiadajgcym gestosci optycznej 2 w skali McFarlanda, okreslonym za pomoca
densytometru (4.9.5). Mieszaniny po zamieszaniu inkubowano przez noc w 37 °C. Miano przeciwciat
definiowano jako najwieksze rozciericzenie, przy ktérym obserwowano widoczng gotym okiem aglutynacje.
Aglutynacje okreslano w 6 stopniowej skali (0-5), ktéra uwzglednia zaréwno przejrzystosé supernatantu, jak
i charakter osadu po wstrzasnieciu prébki — od catkowitego braku aglutynacji (0) po silne reakcje
z wyraznym, grudkowatym osadem unoszgcym sie w klarownym supernatancie (5).

5.3.3 Pomiar stezenia przeciwciat IgY metodg spektrofotometryczna.

Stezenie przeciwciat IgY oznaczano spektrofotometrycznie przy diugosci fali 280 nm, zgodnie z metoda
powszechnie stosowang do szacowania stezenia biatek osocza, w tym immunoglobulin, opisang
w literaturze®,

Stezenie IgY okreslano na podstawie pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 280 nm, z wykorzystaniem
czytnika spektrofotometrycznego (4.9.21). Obliczen dokonano przy zatozeniu wspodtczynnika ekstynkcji
rownego 1,33 ml/mg-cm, charakterystycznego dla Ig¥Y. W przypadku uprzedniego rozciericzenia probki,
wartos¢ stezenia korygowano zgodnie z zastosowanym wspoétczynnikiem rozcieniczenia. Kazdg prébke
analizowano w trzech powtérzeniach technicznych w celu oceny precyzji oznaczenia.

5.3.4 Test immunoenzymatyczny ELISA

Oznaczenie jakosciowe przeciwciat IgY specyficznych wobec antygendw bakteryjnych przeprowadzono
z wykorzystaniem testu ELISA z bezposrednim adsorbowaniem antygenu na powierzchni studzienek,
zgodnie z podejsciem opisanym w literaturze®,

Za pomocy testu oznaczono swoistos¢ izolowanych przeciwciat IgY wobec mieszaniny antygenéw
Campylobacter jejuni (szczepy CJ5 i CJ6, stosunek 1:1). Oznaczenia przeprowadzono w uktadzie ptytkowym



96-dotkowym, wykonujgc trzy powtdrzenia techniczne dla kazdej probki oraz kontroli. Procedure
przeprowadzono zgodnie z krokami opisanymi w Tabeli 4.

Etap Opis

150 pl/dotek mieszaniny inaktywowanych antygendw CJ5 i CJ6 (stosunek mieszania 1:1),

" .
Optaszczanie 2 McF, w buforze weglanowym (4.8.1); 4 °C, noc. KN1: 6 dotkéw optaszczonych

antygenem antygenem, KN2: 6 dotkdw optaszczonych buforem weglanowym.

Ptukanie | Bufor ptuczacy (4.8.2), 300 pl/dotek, ptuczka automatyczna (4.9.20)
Blokowanie Bufor blokujacy (4.8.3), 1,5 h, 37 °C

Ptukanie Il Jak wyzej
Dodaniellgy. 100 pl/dotek przeciwciat IgY izolowanych réznymi metodami w buforze blokujgcym;

rozcienczenia 1:1000, 1:2000, 1:4000; 1 h, 37 °C
a) KP: antygen + IgY anty-CJ 1:100;

Kontrole IgY b) KN1: antygen + bufor;

¢) KN2: bufor + bufor

Ptukanie IlI Jak wyzej
Dodanie koniugatu 100 pl/dotek, koniugat (4.8.4) w rozc. 1:30 000; 1 h, 37 °C
Ptukanie IV Jak wyzej
Reakcja barwna 200 pl substratu (4.8.4), 20 min, temp. pokojowa, ciemnos¢
Zatrzymanie reakcji 50 pl roztworu hamujacego (4.8.4)

Odczyt 492 nm, niezwtocznie po zatrzymaniu reakcji, za pomocg czytnika (4.9.21)

Tabela 4. Etapy testu ELISA wykorzystywanego w celu oznaczenia swoistosci izolowanych przeciwciat IgY. KP —
kontrola pozytywna, KN1 — kontrola negatywna 1, KN2 — kontrola negatywna 2.

5.3.5 Przechowywanie

Po zakonczeniu kazdej z procedur izolacji lub oczyszczania, przeciwciata IgY przechowywano w roztworze
0,85% NaCl, z dodatkiem 1% tiomersalu jako $rodka konserwujgcego. Wszystkie prébki byly uprzednio
filtrowane przez membrany PES o porowatosci 0,22 um, a nastepnie przechowywane w warunkach
chtodniczych (4 °C) do czasu dalszych analiz®>. Kazda seria preparatdéw zostata poddana testowi jatowosci
poprzez posiew do bulionu wzbogaconego (4.2.12; inkubacja przez 7 dni w 37 °C) oraz TSB (4.2.8; inkubacja
przez 7 dni w temp. pokojowej), w celu potwierdzenia braku obecnosci drobnoustrojow.

5.4 Badania in vitro

5.4.1 Badanie wptywu przeciwciat IgY na przezywalnosé¢ bakterii C. jejuni

Badanie efektu dziatania przeciwciat IgY na wzrost bakteryjny w warunkach in vitro przeprowadzono
na podstawie opiséw dostepnych w literaturze, z modyfikacjami dostosowanymi do charakterystyki
szczepdw C. jejuni®®104105,

Bakterie nanoszono na podtoze CCDA (4.2.3) i inkubowano przez 48 h w 42 °C w warunkach
mikroaerofilnych. Nastepnie materiat bakteryjny zbierano z powierzchni agaru i zawieszano w bulionie MH
(4.2.6). Otrzymana zawiesine przenoszono do kolb, i dodawano bulion MH do uzyskania 10% CFU/ml.
Do zawiesin dodawano pojedynczg dawke przeciwciat IgY w celu uzyskania koncowych stezen odpowiednio:
0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml lub 0,05 mg/ml, przy czym IgY dodawano w czasie 0, 8 lub 24 h po inokulacji. Kolby
inkubowano przez 48 h w 42 °C w warunkach mikroaerofilnych, umieszczone na kotysce (4.9.3). Liczbe
komorek bakteryjnych (CFU — colony forming units) okreslano poprzez posiewy seryjnych rozcienczen



na podtoze CCDA przy uzyciu automatycznego urzadzenia do posiewow spiralnych (4.9.18) wykonujac trzy
powtdrzenia dla kazdego rozcienczenia. Ptytki inkubowano w tych samych warunkach (42 °C, 48 h),
a nastepnie kolonie liczono za pomocg automatycznego licznika kolonii (4.9.19).

5.5 Badania in vivo

5.5.1 Protokdt postepowania

Schemat badania in vivo opracowano na podstawie dostepnych danych literaturowych oraz konsultacji
z jednostka doswiadczong w prowadzeniu eksperymentalnych badan na drobiu, w tym z zastosowaniem
C. jejuni®®196107  QOstateczny protokét stanowit autorskg koncepcje badawcza dostosowang do zatozen
projektu.

Doswiadczenie przeprowadzono na 210 jednodniowych piskletach rasy Leghorn, ktére podzielono losowo
na sze$¢ grup po 35 osobnikéw kazda. Badanie miato na celu ocene odpowiedzi immunologicznej kur
na podanie antygendw Campylobacter jejuni réinymi drogami oraz opracowanie wdrozeniowych
wariantéw preparatu immunizacyjnego. Niniejsza praca przedstawia wyniki dotyczace czterech grup: B, D,
KAB oraz KCD. Dwie pozostate grupy (oznaczone jako A i C), obejmujace warianty zawierajagce podanie
mieszaniny antygendw oraz izolowanych przeciwciat IgY, zostaty wytgczone z przedstawionej analizy. Dane
te maja charakter wewnetrzny i zostaty objete ochrong przedsiebiorstwa realizujgcego projekt, zgodnie
z zatozeniami wdrozeniowymi rozprawy doktorskiej. W analizie uwzgledniono zatem 140 osobnikdw.
Szczegdty dotyczace przebiegu czasowego przedstawiono na Ryc. 7., a sktad dawek oraz drogi podania
w Tabeli 5.

Dzieribadania 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 2021 2223 2425 26 27 28 29 30 31 32 33
Szczepienie | 1
Zakazenie X

Obserwacja ogdlna

Kontrola ilosci pobranej paszy
waierie [ N N N 0

Pobranie krwi (koagulant)

Pobranie krwi (antykoagulant)

Wymaz

Pobranie wycinkéw

3435 36 37 38 39

Rycina 7. Graficzny schemat czasowy badania in vivo.

Piskleta badano w 3 dniu zycia na obecnos¢ bakterii Campylobacter spp., Salmonella Enteritidis i Salmonella
Typhimurium — wyniki byty ujemne (badanie wykonane przez zewnetrzne laboratorium diagnostyczne
na zlecenie jednostki prowadzacej badanie). Immunizacje prowadzono w dniach 7 i 14, a zakazenie zywym
szczepem C. jejuni CJ10 w dawce 10° CFU (5.1.13) przeprowadzono w dniu 24. W dniu 39 wszystkie
zwierzeta poddano eutanazji i pobrano prébki oraz wycinki jelit do dalszych analiz.

W trakcie badania:

prowadzono obserwacje kliniczng i kontrole pobierania paszy,

wazono zwierzeta w dniach: 1, 7, 14, 21, 28, 35, 39,

pobierano wymazy (na podtoze transportowe Amiesa) w dniach: 24-31, 33, 36, 39,

pobierano prébki krwi do probéwki z koagulantem w dniach: 1, 7, 14, 19, 24, 27, 31, 39

pobierano prébki krwi do probdéwki z antykoagulantem: 4 h, 8 h, 20 h, 74 h, 116 h oraz 163 h
od przeprowadzenia zakazenia

f. wdniach 1i7, ze wzgledu na matg mase ciata, po jednym zwierzeciu z kazdej grupy byto poddane
eutanazji w celu uzyskania petnej prébki krwi,

P oo oW

g. po eutanazji wszystkich zwierzat w dniu 39 pobierano wymazy z przewodu pokarmowego
i narzgdéw migzszowych oraz wycinki jelit.

Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z Uchwatg nr 49/2020 z dnia 23.09.2020 r. Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie.



Nazwa grupy Numer dawki Dzien podania Sktad preparatu Droga podania Wielkos¢ grupy

5x108 CFU
| 7 35
; (1:1 CJ5 i CJ6) S
1] 14 AP ER er os 35
(1:1 CJ5 i CJ6) .
I 7 0,85% NaCl per os 35
KAB
1] 14 0,85% NacCl per os 35
5x10% CFU
| 7 er os 35
o (1:1 CJ5 i CJ6) &
1x10° CFU, 70% Montanide
] 14 IM 35
(1:1 CJ5 i CJ6)
I 7 0,85% NaCl per os 35
KCD
Il 14 0,85% NaCl, 70% Montanide IM 35

Tabela 5. Szczegdty badania in vivo - oznaczenia, wielkosSci grup oraz sktad preparatéw i dawkowanie (per os —
doustnie, IM — domiesniowo).

5.5.2 Przygotowanie preparatow do badan in vivo

Preparaty podawane per os przygotowywano poprzez zmieszanie jatowych mieszanin antygendéw szczepow
C. jejuni CJ5iCJ6 (stosunek 1:1), w dawkach odpowiednio 5x10”8 CFU (pierwsza dawka, objetos¢ 1 ml) oraz
1x1079 CFU (druga dawka, objetos¢ 2 ml). Objetos¢ dopetniano jatowa solg fizjologiczng (4.3.4). Jatowosé
sktadowych potwierdzano przed uzyciem poprzez posiew do bulionu wzbogaconego (4.2.12; inkubacja
przez 7 dni w 37 °C) oraz TSB (4.2.8; inkubacja przez 7 dni w temp. pokojowej), w celu potwierdzenia braku
obecnosci drobnoustrojéw.

W przypadku grup, w ktérych druga dawka byta podawana domiesniowo (IM, intra musculum), mieszanine
antygenow (lub roztwoér 0,85% NaCl dla grupy kontrolnej) taczono z adjuwantem (4.5.3), jatowionym przez
filtracje (0,22 um, membrana PES) zgodnie z wytycznymi producenta. Proces emulsyfikacji prowadzono
zgodnie z protokotem producenta adjuwantu, z uzyciem homogenizatora (4.9.25). Faze wodng dodawano
do adjuwantu podczas mieszania przy 7000 rpm, a nastepnie prowadzono etap wysokich obrotéw przez
3 min przy 15600 rpm.

5.5.3 Przygotowanie prob do analiz serologicznych i cytokinowych

W trakcie trwania doswiadczenia in vivo pobierano prébki krwi w dwdch wariantach: do probdéwek
zawierajgcych koagulant (dla uzyskania surowicy) oraz do probowek z antykoagulantem (dla uzyskania
osocza), zgodnie z harmonogramem czasowym analiz. Prébki krwi do oznaczen poziomu IgY oraz IgA
pozyskiwano od 10-15 osobnikéw z kazdej grupy. W przypadku grup, w ktérych pobierano wiekszg liczbe
probek, cze$¢ analiz wykonano na prébkach pulowanych. Z uwagi na obcigzenie organizmu czestymi
pobraniami oraz wazeniami, wiekszos¢ upadkéw w czasie trwania badania (19 z 22 — 86,4%) dotyczyta
wiasnie tych osobnikéw, co finalnie wptyneto na liczebnos¢ analizowanych préb w poszczegdlnych punktach
czasowych.

a) Probki z koagulantem (dni pobran: 1, 7, 14, 19, 24, 27, 31, 39) - po pobraniu krew pozostawiano
do petnej koagulacji, a nastepnie oddzielano surowice od skrzepu. Surowice przenoszono
do jatowych probdwek typu Eppendorf i poddawano dodatkowo odwirowaniu (4.9.25) przez 5 min,
2000 x g w celu usuniecia resztek komodrek. Supernatanty przeniesiono do nowych probowek,
a uzyskane proébki przechowywano w —20 °C do czasu przeprowadzenia oznaczen przeciwciat IgY
metodg ELISA (sekcja 5.5.5).

Zgodnie z literaturg, surowica uzyskana z krwi pobranej na koagulant stanowi materiat zalecany
do analizy poziomu przeciwciat metodg ELISA, m.in. ze wzgledu na brak obecnosci czynnikow
krzepniecia mogacych interferowaé z oznaczeniem?08,



b) Prébkiz antykoagulantem (godziny pobran: 4 h, 8 h, 20 h, 74 h, 116 h, 163 h) - po pobraniu, probki

krwi poddawano dwukrotnemu wirowaniu przez 10 min, 1000 x g, (4.9.25), kazdorazowo
przenoszac osocze do czystych probdéwek. Uzyskane prébki osocza przechowywano w —20 °C
do czasu analiz poziomu cytokin (5.5.6).
Osocze uzyskane z krwi pobranej na antykoagulant wykorzystywane jest rutynowo w analizach
poziomu cytokin, zaréwno w testach ELISA, jak i w metodach wieloparametrowych. Dobor osocza
jako materiatu do oznaczen poziomu cytokin oparto na zaleceniach producenta zastosowanych
zestawdw ELISA (4.4.4-4.4.6), ktéry rekomenduje uzycie probek izolowanych na antykoagulancie.

5.5.4 Przygotowanie prébek z wycinkdw jelit do analiz mikrobiologicznych
i immunologicznych

Woycinki jelit (ok. 4 cm dtugosci), pobrane w dniu eutanazji od zwierzat uczestniczacych w badaniu in vivo,

rozmrazano bezposrednio przed dalszym przetwarzaniem. Z kazdego wycinka odcinano okoto 1 cm

fragment, ktéry rozdrabniano jatowymi nozyczkami i umieszczano w probdéwce z 3 ml bulionu MH (4.2.6).

Prébki te przeznaczone byty do dalszych analiz mikrobiologicznych (5.5.4).

Pozostata czes$¢ wycinka réwniez rozdrabniano i przenoszono do probéwki, do ktérej dodawano 1 ml buforu
saponinowego (4.3.8). Zawiesiny inkubowano przez okoto 24 h w 4 °C z tagodnym wytrzgsaniem.
W kolejnym etapie prébki wirowano dwukrotnie przy 8000 x g, 10 min (4.9.23), kazdorazowo przenoszac
supernatant do nowej probdéwki i odrzucajgc osad. Supernatanty przechowywano w —80 °C (4.9.24)
do czasu dalszych analiz.

Izolacje przeciwciat IgA z tkanek jelitowych przeprowadzono przy uzyciu buforu saponinowego, zgodnie
z uprzednio stosowana w badaniach metodg opisang w literaturze®.

5.5.5 Analizy mikrobiologiczne

W celu oznaczenia obecnosci bakterii z rodzaju Campylobacter, u zwierzat uczestniczgcych w badaniu in vivo
prowadzono analize proébek biologicznych pochodzacych z dwéch Zrédet: wymazéw z przewodu
pokarmowego oraz zawiesin przygotowanych z wycinkéw jelit. Analizy tych prébek przeprowadzono
metoda spiralnego posiewu ilosciowego, zgodnie z wczeéniej opisang metodyka®®.

a) Analiza wymazéw — wymazy z kloaki pobierano od zwierzat w dniach: 24-31, 33, 36 oraz 39. Prdébki
umieszczano w jatowych probdéwkach zawierajacych podtoze transportowe Amiesa. Czas od pobrania
do rozpoczecia badania mikrobiologicznego nie przekraczat 5 h (czas transportu). Po dostarczeniu prébek
do laboratorium, kazdg wymazéwke umieszczano w 1 ml roztworu soli fizjologicznej (4.3.4) na okoto 5 min,
kilkukrotnie mieszajgc w celu uwolnienia materiatu biologicznego.

b) Analiza wycinkow jelit — dodatkowo, od zwierzat poddanych eutanazji w 39 dniu zycia pobierano wycinki
jelit, ktore przetwarzano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 5.5.3.

c) Procedura posiewoéw i identyfikacji bakterii — z kazdej przygotowanej zawiesiny (zaréwno z wymazow, jak
i wycinkow jelit) nanoszono po 0,1 ml na dwa typy podtozy: selektywne — CCDA (4.2.3) oraz chromogeniczne
— chromAGAR™ Campylobacter (4.2.10), w dwdch powtdrzeniach technicznych. Posiewy wykonywano przy
uzyciu urzadzenia do posiewdw spiralnych (4.9.18), zapewniajgcego rownomierng dystrybucje materiatu
na powierzchni podtoza. Ptytkiinkubowano przez 48 h w temperaturze 42 °C w warunkach mikroaerofilnych
(4.9.2). Po zakonczonej inkubacji analizowano obecno$s¢ wzrostu kolonii charakterystycznych
dla Campylobacter spp. Kolonie poddawano dalszej identyfikacji z wykorzystaniem testéw lateksowych,
zgodnie z procedurg opisang w punkcie 5.1.5.

5.5.6 Test ELISA — poziom IgY i IgA

Za pomocg testu ELISA oznaczono obecnos$¢ oraz poziom przeciwciat IgY i IgA swoistych wzgledem
mieszaniny antygendéw Campylobacter jejuni (szczepy CJ5 i CJ6) w prébkach pobranych od zwierzat
uczestniczacych w badaniach in vivo. Oznaczenie jakosciowe przeprowadzono z wykorzystaniem testu ELISA
z bezposrednim adsorbowaniem antygenu na powierzchni studzienek, zgodnie z podejSciem opisanym



w literaturze'®. Analizy przeprowadzono w uktadzie 96-dotkowym, z zastosowaniem krzywej wzorcowej
dla oznaczen IgY (nie stosowanej przy analizie IgA), wykonujgc trzy powtdrzenia techniczne dla kazdej prébki
oraz kontroli. Szczegétowy przebieg procedury przedstawiono w Tabeli 6. Ze wzgledu na brak komercyjnie
dostepnych przeciwciat wzorcowych IgA pochodzenia kurzego, analiza ELISA poziomu IgA w prébkach
opierata sie na poréwnaniu wzglednych wartosci absorbancji pomiedzy grupami. Nie przeprowadzono
oznaczenia absolutnego stezenia przeciwciat.

Etap Opis

Przygotowanie krzywej Wykonanie seryjnych rozciefczen wzorcowych przeciwciat IgY Gallus (4.7.5) o znanym
Wzorcowej stez.: 2,1, 0,5, 0,25, 0,125 oraz 0,0625 ug/ml
100 pl/dotek standardu lub mieszaniny inaktywowanych antygendw CJ5 i CJ6 (stosunek

Opt i
praszczanie mieszania 1:1), 2 McF, w buforze weglanowym (4.8.1); 4 °C, noc. KN1: 3 dotki

t
antygenem optaszczone antygenem, KN2: 3 dotki optaszczone buforem weglanowym.
Ptukanie | Bufor ptuczacy (4.8.2), 300 ul/dotek, ptuczka automatyczna (4.9.20)
Blokowanie Bufor blokujacy (4.8.3), 1,5 h, 37 °C
Ptukanie Il Jak wyzej

100 pl/dotek, surowice rozcieficzone w buforze do blokowania w stosunku 1:10, dotki

Dodani .
odanie surowic ze standardem oraz KN1 i KN2 — dodanie buforu blokujgcego (4.8.3), 1 h, 37 °C

Ptukanie llI Jak wyzej
Dodanie koniugatu 100 pl/dotek, koniugat (4.8.4) w rozc. 1:30 000; 1 h, 37 °C
Ptukanie IV Jak wyzej
Reakcja barwna 200 pl substratu (4.8.4), 20 min, temp. pokojowa, ciemnos¢
Zatrzymanie reakcji 50 pl roztworu hamujacego (4.8.4)

Odczyt 492 nm, niezwtocznie po zatrzymaniu reakcji, za pomocg czytnika (4.9.21)

Tabela 6. Etapy metody ELISA uzywanej do testéw in vivo. KN1 — kontrola negatywna 1, KN2 — kontrola
negatywna 2.

5.5.7 Test ELISA —analiza obecnosci cytokin

Poziomy wybranych cytokin (IL-1B, IL-8 oraz IL-10) w prébkach osocza uzyskanych od zwierzat
uczestniczacych w doswiadczeniu in vivo oznaczano za pomocg komercyjnych zestawéw (4.4.4-4.4.6),
zgodnie z instrukcjg producenta. Analizy przeprowadzono w 96-dotkowym ukfadzie mikroptytkowym,
zgodnie z protokotem zawartym w dokumentacji zestawu. Odczytu absorbancji dokonano przy dtugosci fali
450 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek (4.9.21).

Prébki osocza do oznaczen cytokin pochodzity z krwi pobieranej na antykoagulant, a ich kolekcjonowanie
zaplanowano wzgledem momentu zakazenia — odpowiednio po 4, 8, 20, 74, 116 oraz 163 h od zakazenia
ptakdéw.

5.6 Analizy statystyczne

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania STATISTICA w wersji 13.3
(StatSoft, Inc., USA). Wszystkie dane liczbowe przedstawiono jako wartosci mediany wraz z zakresem
od wartosci minimalnej do maksymalnej. Przed przystgpieniem do analizy danych oceniano rozkfad
zmiennych za pomocg testu normalnosci Shapiro-Wilka oraz homogeniczno$¢é wariancji (test Levene’a).
Dla danych spetniajacych zatozenia normalnosci oraz jednorodnosci wariancji zastosowano parametryczne
testy analizy wariancji (ANOVA) oraz analize wariancji dla pomiaréw powtarzanych (repeated measures



ANOVA). W przypadku wykrycia istotnych réznic pomiedzy grupami przeprowadzono test Tukeya (Tukey’s
HSD) jako test post-hoc, celem identyfikacji roznic miedzy poszczegdlnymi parami grup.

Dane, ktdére nie spetniaty zatozern testéw parametrycznych, poddano analizom nieparametrycznym.
Do poréwnania wielu niezaleznych grup zastosowano test Kruskala-Wallisa wraz z testem Dunn’a z korektg
Bonferroniego majacg na celu kontrole ryzyka btedu typu |, jako test post-hoc. Natomiast do analizy
powtarzanych pomiaréw zastosowano test Friedmana z testem post-hoc (test Wilcoxona z korekta
Bonferroniego). Przy poréwnaniu dwdéch grup wykorzystywano w zaleznosci od charakteru danych test
Wilcoxona lub test Manna-Whitneya. Wszystkie testy przeprowadzono przy poziomie istotnosci
statystycznej p = 0,05.



6 Wyniki

6.1 Analiza poréwnawcza szczepow terenowych oraz wzorcowych szczepow
C. jejuni

6.1.1 lzolacjaiidentyfikacja szczepdw terenowych Campylobacter jejuni

Pierwszym etapem prowadzonych badan byta izolacja szczepdw bakteryjnych z préb srodowiskowych,
przeprowadzona zgodnie z opisem zawartym w czesci Metody 5.1.2. Przed rozpoczeciem analizy materiatu
terenowego, w celu optymalizacji warunkéw hodowli, doboru odpowiednich podtozy oraz sposobu
przechowywania, wykonano serie badan wstepnych z wykorzystaniem szczepéw wzorcowych C. jejuni ATCC
29428 oraz ATCC 33560 (5.1.1i5.1.4).

Z 87 probek pobranych od drobiu wykazujgcego objawy biegunki, pochodzacych z réznych regiondw Polski,
wyizolowano piec szczepdw o potwierdzonej przynaleznosci do gatunku C. jejuni. Identyfikacje prowadzono
z wykorzystaniem metod molekularnych (reakcje PCR, 5.1.6) oraz biochemicznych (5.1.5), poréwnujgc
uzyskane wyniki ze szczepami referencyjnymi ATCC 29428 i ATCC 33560. Wyizolowane szczepy oznaczono
symbolem CJ oraz numerami porzagdkowymi: CJ5, CJ6, CJ8, CJ9 i CJ10.

6.1.2 Wyniki oznaczen serologicznych

Wyniki oznaczen serologicznych przedstawiono w Tabeli 7. Badanie wykonywano dla dwdch kolonii kazdego
badanego szczepu. Dla wszystkich przeprowadzonych oznaczer wykonano prébe kontrolng dodatnig oraz
ujemna. Wszystkie badane szczepy wykazaty reakcje pozytywng z lateksem testowym oraz brak reakcji
z lateksem kontrolnym.

Szczep Kolonia Lateks testowy Lateks kontrolny

[EEY

ATCC33560

ATCC29428

CJ5

cle

cJ8

cJo

CJ10

NP NP NRERNRERNRNRN
+ + + + + + + + + + + + +
1

Préba pozytywna + -
Tabela 7. Wyniki oznaczen serologicznych wykonane testem lateksowym Microgen Campylobacter. + reakcja
dodatnia, - reakcja ujemna.

6.1.3  Wyniki oznaczen genetycznych

Wyniki testow PCR przedstawiono w Tabeli 8. Wszystkie badane izolaty terenowe oraz szczepy wzorcowe
poza CJ8 posiadaty kompletny zestaw analizowanych gendw zwigzanych z wirulencja. Szczep CJ8
nie posiadat genéw flaC, cdtA, cdtB, cdtC.

Gen ATCC33560 ATCC 29428 CJ5 cl6 CJ8 CJ9 CcJ10
165 rRNA + + + + + + +

flaA + + + + + + +
flaA/flaB + + + + + + +

fla€ + + + + F - ‘ + +

37



cdtA + a s a = s s
cdtB + + + + - + +
cdtC + + + + 1 = ‘ + +
cadF + + + + + + +
ciaB + + + + + + +
flgR + + + + + + +

Tabela 8. Obecnos¢ poszczegdlnych gendw oznaczonych reakcjg PCR.+ reakcja dodatnia (obecnos¢ genu), - brak
amplifikacji (brak genu).

6.1.4 Wyniki badan biochemicznych

Wyniki oznaczen biochemicznych przedstawiono w Tabeli 9. Analiza biochemiczna szczepdéw
przeprowadzona zostata przy uzyciu komercyjnego zestawu APl CAMPY (4.4.1), zgodnie z instrukcjg
producenta. Ocenie poddano aktywnosé enzymatyczng i zdolnos¢ metabolizmu wybranych substratéw,
ktore sg charakterystyczne dla rodzaju Campylobacter.

Zdecydowana wiekszos$¢ izolatéw terenowych oraz badane szczepy wzorcowe wykazywata zgodny, typowy
profil dla C. jejuni. Wszystkie szczepy byty dodatnie w testach na obecnos¢ katalazy (CAT) oraz hydrolize
hippuranu (HIP). Réwniez aktywnos¢ y-glutamylotransferazy (GGT), zdolnos$¢ do redukcji soli tetrazolowych
(TTC), wykorzystania L-mleczanu (MLT), fermentacji sacharozy (SUT), redukcji fumaranu z udziatem
cytochromu ¢ (CFZ), a takze dodatnie reakcje na cytrynian (CIT) oraz erytrytol (ERO) wystepowaty
powszechnie wséréd badanych szczepdw.

Zrdznicowanie wynikéw biochemicznych dotyczyto kilku parametréw:

= Szczep CJ8 jako jedyny nie wykazat aktywnosci oksydazy oraz esterazy (EST), co stanowi odstepstwo
od wzorca obserwowanego u wiekszosci analizowanych szczepdéw.

= Szczepy CJ6 i CJ8 wykazaty ujemny wynik testu redukcja soli tetralozowych (TTC), podczas gdy
pozostate szczepy daty reakcje dodatnia.

= ATCC 29428, CJ8 oraz CJ10 wykazaty ujemny wynik w tescie na aktywnos$¢ aryloamidazy
pirolidonylowej (PyrA).

= Szczep CJ9 uzyskat wynik ujemny w tescie aktywnosci fosfatazy alkalicznej (PAL), jako jedyny
sposréd analizowanych szczepdw.

Badana ATCC 33560 ATCC 29428 CJ5 clé cJ8 cJo cJ10
cecha Kol.1 Kol.2 Kol.1 Kol.2 Kol.1 Kol.2 Kol.1 Kol.2 Kol.1 Kol.2 Kol.1 Kol.2 Kol.1 Kol. 2
URE - - - - - - - - - - - - - -
NIT
EST
HIP
GGT
TTC
PyrA i
ArgA - - - - - - - - - - - - - -
AspA - - - - - - - - - - - - - -
PAL + + + + + + + + + + - e +
H2S - - - - - - - - - - - - - -
GLU - - - - - - - - - - - - - -
SUT + + + + + + + + + + + + + +
NAL - - - - - - - - - - - - - -
CFz + + + + + + + + + + + + + +
ACE - - - - - - - - - - - - - -
PROP = = = = = = = = = = = = = =

+ 4+ o+ o+
+ 4+ + o+

+ + + + + 4+
+ + + + + 4+
+ + + + + 4+
+ + + + + o+




MLT + + + + + + + + + + + + + +

CIT - - - - - - - - - - - - - -
ERO - - - - - - - - - - - - - -
CAT + + + + + + + + + + + + + +
Oksydaza + + + + + + + + - A + + +

Tabela 9. Wyniki oznaczen biochemicznych wykonanych testem APl Campy (BioMérieux). Kol. 1, Kol. 2 — kolonia
1, kolonia 2 badanego szczepu.

6.1.5 Wyniki testow ruchliwosci

Ruchliwo$¢ szczepdéw oceniano na podtozu MH z obnizong zawartoscig agaru (0,8%) po 48 h inkubacji
w warunkach mikroaerofilnych (peten opis w sekcji Metody 5.1.7). W celu zwiekszenia wiarygodnosci oceny
dla kazdego szczepu wykonano trzy powtdrzenia techniczne. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 10.
Szczepy CJ5 oraz CJ6 wykazaty najwyzszg i najbardziej powtarzalng ruchliwosé. CJ10 réowniez cechowat sie
znaczng ruchliwoscig, natomiast CJ9 wykazat nizszg zdolno$¢ do migracji. Dla poréwnania, oba szczepy
referencyjne (C. jejuni ATCC 29428 oraz ATCC 33560) wykazaty nizszg ruchliwos¢ w stosunku do szczepdéw
terenowych. Na szczegdlng uwage zastuguje szczep CJ8, ktory jako jedyny sposrdd szczepdw terenowych
wykazat bardzo niska ruchliwos$é i jednoczesnie w wiekszosci przeprowadzonych analiz odbiegat od wynikdéw
pozostatych szczepdw.

Powtdrzenie ATCC 33560 ATCC 29428 CJ5 Cl6 CJ8 CcJ9 CJ10
1 + + +++ ++ + ++ +++
2 ++ + +++ +++ Brak ++ ++
3 + Brak ++ +++ + ++ ++

Tabela 10. Wyniki testéw ruchliwosci (‘+’-wzrost na mniej niz 1/3 powierzchni ptytki; “++ — wzrost na 1/3-2/3
powierzchni ptytki; “+++ — wzrost na wiecej niz 2/3 powierzchni ptytki)

6.1.6 Podsumowanie analizy poréwnawczej szczepdw terenowych oraz wzorcowych C. jejuni
Wszystkie wyizolowane szczepy posiadaty komplet badanych gendw zwigzanych z wirulencja, z wyjatkiem
szczepu CJ8, ktéry wykazywat rdwniez odmienne cechy biochemiczne (m.in. brak obecnosci oksydazy) oraz
bardzo niska ruchliwosé — ze wzgledu na te rdznice zostat wykluczony z dalszych etapéw badan.

Analizy genetyczna i biochemiczna wykazaty wysoce jednorodne profile wsrédd wszystkich badanych
szczepdw — wiacznie z badanymi szczepami referencyjnymi — poza szczepem CJ8, ktéry byt mocno
odmienny. Najwieksze zréznicowanie zaobserwowano natomiast w testach ruchliwosci, ktére w literaturze
uznawane s3 za jeden z potencjalnych wskaznikéw wirulencji Campylobacter jejuni?411,

Na podstawie petnej analizy a szczegdlnie wynikdéw testéw ruchliwosci, do dalszych badan wytypowano:

= Szczepy CJ5 i CJ6 — do przygotowania mieszaniny inaktywowanych antygendw wykorzystywanych
w immunizacji kur w celu pozyskania swoistych przeciwciat IgY,

= Szczep CJ10 — jako materiat zakazny w badaniach in vivo.

6.2 Okreslenie wspodtczynnika konwersji McF-CFU dla C. jejuni (kalibracja
wzgledem skali McFarlanda w kontekscie przygotowania inokulum do badan
in vitro i in vivo)

W ramach przeprowadzonych badan (peten opis w sekcji Metody 5.1.9), okreslono dynamike wzrostu trzech

szczepdw terenowych Campylobacter jejuni (CJ5, CJ6 oraz CJ10) na podstawie pomiaru zmetnienia hodowli

w czasie w skali McFarlanda. Dla kazdego szczepu sporzadzono krzywg wzrostu, w oparciu o odczyty

zmetnienia wykonywane co kilka godzin inkubacji, obejmujgcy faze stacjonarng, wzrostu wyktadniczego

oraz spoczynku. Najwiekszg dynamike wzrostu obserwowano pomiedzy 24 a 30 h inkubacji. Krzywe

dla kazdego badanego szczepu przedstawiono na wykresach (Ryc. 8).
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Rycina 8. Krzywe wzrostu szczepéw C. jejuni CJ5 (panel A), CJ6 (panel B) oraz CJ10 (panel C) na podstawie
pomiaru zmetnienia hodowli w skali McFarlanda (McF) w kolejnych punktach czasowych (0—48 h). Wyniki
przedstawione jako $rednia warto$¢ pomiaru zmetnienia + SD.
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Réwnolegle z pomiarem zmetnienia prowadzono miareczkowanie liczby zywych komoérek (CFU/ml),
co umozliwito okreslenie zaleznosci miedzy wartosSciami McFarlanda a rzeczywistg liczbg bakterii w hodowli.
Zebrane dane dla wszystkich szczepdw i trzech punktéw czasowych (24 h, 30 h oraz 48 h) wykazaty wzgledna
spojnos$¢ wartosci McF oraz odpowiadajgcych im wartosci CFU/ml, co umozliwito ich poréwnanie
i opracowanie orientacyjnego przelicznika do dalszych badan. Wyniki dla trzech badanych szczepow
zbiorczo przedstawia wykres (Ryc. 9).
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Rycina 9. Liczba komérek (CFU/ml) szczepéw C. jejuni CJ5, CJ6 oraz CJ10 w rdznych
punktach czasowych inkubacji. Stupki przedstawiajg Srednig liczbe komérek (CFU/ml) £ SD.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wybrano 30-godzinng hodowle jako najbardziej stabilny i powtarzalny
punkt czasowy, reprezentujacy faze wyktadniczego wzrostu komérek. Dla zawiesiny o zmetnieniu
2 jednostek McFarlanda wyliczono orientacyjna liczbe bakterii wynoszgacg 9 x 10" CFU/ml. Przyjeta wartos¢
zostata zastosowana do dalszych etapdw pracy —zaréwno przy przygotowywaniu dawek do immunizacji kur
w celu wytworzenia przeciwciat IgY, jak i przy ustalaniu dawek doswiadczalnych w badaniach in vivo.

6.3 Oczyszczanie IgY metodg wodng z precypitacja NaCl najbardziej

ekonomiczng z poréwnywanych metod
W celu poréwnania efektywnosci réznych metod izolacji przeciwciat IgY przeanalizowano prébki uzyskane
za pomoca roznych podej$¢, obejmujacych precypitacje chlorkiem sodu, siarczanem amonu, glikolem
polietylenowym (PEG 6000), ultrafiltracje oraz oczyszczanie chromatograficzne na Tgel. Ocenie poddano:
efektywnosc izolacji (stezenie), czystosé preparatu (SDS-PAGE), aktywnos$¢ immunologiczng (test aglutynacji
probdéwkowej) oraz swoistos¢ (ELISA).

6.3.1 Stezenie przeciwciat

Stezenie przeciwciat IgY w badanych prébkach oceniano metodg spektrofotometryczng na podstawie
pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 280 nm. Do przeliczenia wartosci absorbancji na stezenie
zastosowano wspoétczynnik ekstynkcji 1,33 ml/mg-cm, wtasciwy dla immunoglobulin typu Y. W przypadku
rozcienczen probek, wartosci byly odpowiednio korygowane. Pomiarom poddano zaréwno preparaty
uzyskane w wyniku czterech gtéwnych metod izolacji (precypitacja chlorkiem sodu, siarczanem amonu,
PEG 6000, oczyszczanie chromatograficzne na Tgel), jak i frakcje wodno-rozpuszczalne, czyli supernatanty
z etapow posrednich izolacji.

Szczegdty wynikdw przedstawiono na Ryc. 10. Najwyisze stezenia IgY uzyskano metodg precypitacji
z zastosowaniem siarczanem amonu (~11,4 mg/ml) oraz chlorkiem sodu (~5,5 mg/ml) — w obu przypadkach
wartosci te przekraczaty poziom uzyskiwany przy uzyciu innych metod. Dla metody delipidacji i precypitacji
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glikolem polietylenowym (PEG 6000) oraz oczyszczania chromatograficznego na ztozu tiofilnym (Tgel)
uzyskano stezenia nieco nizsze (<5 mg/ml). Wysokie stezenia otrzymano rowniez dla probek WSF, ktore
pochodzity z posrednich etapdéw izolacji — to z nich prowadzono nastepnie precypitacje lub oczyszczanie
chromatograficzne. Warto zauwazy¢, ze poziomy IgY w probkach WSF byty wyisze niz w materiatach
po przeprowadzeniu precypitacji, co wskazuje na straty biatka w trakcie dalszych etapdw oczyszczania.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze frakcje WSF po delipidacji wodg oraz glikolem PEG 6000 byty wysoce metne
i zawieraty liczne zawiesiny biatkowe, co uniemozliwiato jednoznaczng ocene stezenia, nawet
po zastosowanym rozcienczeniu. Z tego wzgledu w tych prébach oznaczenia nalezy traktowaé jako
szacunkowe.
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Rycina 10. Stezenie przeciwciat IgY (mg/ml) uzyskanych réznymi metodami izolacji, obejmujgcymi precypitacje
(PEG 6000, (NH4),SO4, NaCl), oczyszczanie na zelu T-gel oraz frakcji wodno-rozpuszczalnych (WSF)
po zastosowaniu ultrafiltracji, delipidacji wodg lub PEG 6000. Stupki przedstawiajg Srednig wartosé stezenia
wyznaczonego w oparciu o krzywg wzorcowa = SD.

6.3.2 Czystos¢ preparatéow

Czystos¢ uzyskanych frakcji IgY oceniano metoda elektroforezy SDS-PAGE w warunkach redukujgcych.
Analizie poddano zaréwno frakcje koricowe uzyskane w wyniku czterech gtéwnych metod izolacji
(precypitacja NaCl, siarczanem amonu, PEG 6000 oraz chromatografia na Tgel), jak i frakcje supernatantow
powstatych na posrednich etapach procedur — WSF. Wyniki przedstawia Ryc. 11.

W preparatach uzyskanych metodami precypitacji glikolem polietylenowym, chlorkiem sodu, siarczanem
amonu ($ciezki 1-3) zaobserwowano bardzo wyrazne pasma biatkowe odpowiadajace taricuchowi ciezkiemu
(~67 kDa) i lekkiemu (~25 kDa) przeciwciat IgY. Ich intensywnos¢ oraz ograniczona obecnos¢ pasm
niespecyficznych wskazywaty na skuteczne wyizolowanie immunoglobulin z wzglednie wysoka czystoscia.
Preparat oczyszczony chromatograficznie (Sciezka 4) charakteryzowat sie najwyiszg czystoscig i stanowit
najblizszy odpowiednik komercyjnego wzorca IgY (20 mg/ml) analizowanego jako kontrola dodatnia.
W przeciwienstwie do tego, w probkach WSF (Sciezki 5-7), czyli frakcjach supernatantow w etapach
posrednich izolacji, obserwowano obecnos$¢ pasm charakterystycznych dla IgY, szczegdlnie dla taricucha
ciezkiego, co $wiadczy o tym, ze nie wszystkie przeciwciata zostaty wyizolowane w procesie oczyszczania.
Zjawisko to dotyczyto w roznym stopniu kazdej z metod, co sugeruje czesciowa strate IgY na etapie izolacji,
niezaleznie od zastosowanego protokotu.
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Rycina 11. Badanie czystosci przeciwciat IgY izolowanych réznymi metodami za pomoca elektroforezy SDS-PAGE.
(1 — IgY precypitowane PEG 6000; 2 — IgY precypitowane (NH4),SO4); 3 — IgY precypitowane NaCl; 4 — IgY
oczyszczane chromatograficznie na Tgel; 5 — WSF po ultrafiltracji; 6 — WSF po delipidacji wodg; 7 — WSF po
delipidacji PEG 6000; 8 — marker masowy; 9 — przeciwciata IgY wzorcowe)

6.3.3 Okreslenie miana — test aglutynacji probowkowe;j

W ramach systemu zarzadzania jakosScig zgodnego z normga ISO 13485, ocena aktywnosci funkcjonalnej
przeciwciat IgY byta prowadzona zgodnie z wewnetrzng procedurg firmy Immunolab, rutynowo stosowang
do oceny sity aglutynacji przeciwciat. W odrdéznieniu od iloSciowych metod immunoenzymatycznych
(np. ELISA), test aglutynacji probéwkowe]j okazat sie bardziej odpowiedni do oceny aktywnosci biologicznej
IgY, z uwagi na wyzszg powtarzalno$¢ w analizowanym modelu oraz lepszg korelacje z efektem biologicznym
(aglutynacja komorek bakteryjnych).

Aktywnos¢ funkcjonalna izolowanych przeciwciat IgY zostata oceniona za pomocy testu aglutynacji
probéwkowe]j z wykorzystaniem inaktywowanych antygendw Campylobacter jejuni. Site reakcji oceniano
potilosciowo na podstawie opracowanej szesciostopniowej skali aglutynacji (0-5), uwzgledniajacej
przejrzystos¢ supernatantu, obecnosé i strukture osadu oraz zachowanie zawiesiny po wstrzgsnieciu (5.3.2).
Miano probki okreslono jako najwyisze rozcienczenie, dla ktérego obserwowano widoczng gotym okiem
aglutynacje (ocena 5 lub 4 w przyjetej skali). Wyniki przedstawiono w Tabeli 11.

Najwyzszg aktywnos¢ do aglutynacji wykazata frakcja uzyskana po precypitacji chlorkiem sodu —
obserwowano silng aglutynacje (widoczng gotym okiem), a miano oceniono na 1/64. Nieco nizsze miano
wykazata metoda precypitacji siarczanem amonu oraz glikolem polietylenowym, gdzie miano oceniono
na 1/32 a aglutynacje odpowiednio na 5 oraz 4. Z kolei dla frakcji oczyszczonej chromatograficznie na ztozu
tiofilnym uzyskano najnizsze wyniki (ocena 4, miano 1/8).

W przypadku WSF z etapdw posrednich izolacji (po delipidacji i ultrafiltracji), aktywnos¢ do aglutynacji byta
rowniez obserwowana. Dla wszystkich préb odnotowano nizsze miano niz dla gtéwnych metod izolacji,
aglutynacje oceniano na 3-4, miano 1/16. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze frakcje WSF po delipidacji wodg oraz
glikolem PEG 6000 byty wysoce metne i zawieraly liczne zawiesiny biatkowe (w Tabeli oznaczono *),
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co uniemozliwiato jednoznaczng ocene sity aglutynacji bez wczesniejszego rozcienczenia. Z tego wzgledu
w tych prébach oznaczenia nalezy traktowac jako szacunkowe.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze gtéwne metody doprowadzity do izolacji oraz zachowania funkcjonalnosci
antygenowo specyficznych przeciwciat IgY. We frakcjach WSF wykazano obecno$é¢ znacznych ilosci
specyficznych antygenowo przeciwciat IgY, ktérych aktywnos¢ byta trudna do jednoznacznej oceny przez
wysokie zmetnienie préb.

Rozcienczenie probki

Oznaczenieprobki /4 178 116 1/32 1/6a 1/128 1/256  1/512

IgY (precypitacja
4 4 - - -
PEG 6000) > > > > 3
IgY (precypitacja
5 5 5 5 5 5 3 - -
(NH4)2S04)
IgY (precypitacja
5 5 5 5 5 5 4 3 3 =
NaCl)
IgY (oczyszczane 5 5 5 4 3 . ) } . .
na Tgel)
el pe 5 5 5 4 3 3 - - -
ultrafiltracji
WSF po delipidacji " " 5 4 3 3 ) } .
woda
WSF po delipidacji
PEG 6000 > 2 2 > i ] ] i

Tabela 11. Wyniki oznaczen testu aglutynacji probéwkowej dla przeciwciat IgY izolowanych réznymi metodami.
* —metnos¢ probki uniemozliwiajgca ocene aglutynacji.

Uwaga metodologiczna: test aglutynacji probéwkowej wykonano w celu poréwnania miana przeciwciat IgY
w prébkach uzyskanych réznymi metodami izolacji. Oznaczenia wykonano bez powtdérzen technicznych ani
biologicznych, poniewaz celem nie byta analiza statystyczna, lecz przeglagdowa ocena funkcjonalnosci
preparatéw. Kazda seria przeciwciat byta monitorowana przez okres dwdch lat pod katem stabilnosci,
adane te stanowig element wewnetrznych analiz trwatosci prowadzonych przez firme i nie zostaty
uwzglednione w niniejszej pracy.

6.3.4 Test immunoenzymatyczny ELISA

Swoistos¢ izolowanych przeciwciat IgY wobec antygendw Campylobacter jejuni oceniano za pomocg testu
immunoenzymatycznego ELISA, wykorzystujac mieszanine antygendw inaktywowanych szczepéw CJ5 i Cl6
jako czynnik optfaszczajacy. Analizie poddano frakcje przeciwciat uzyskane za pomoca gtéwnych metod
izolacji (precypitacja chlorkiem sodu, siarczanem amonu, glikolem PEG 6000 oraz oczyszczanie
chromatograficzne na Tgel), a takze frakcje wodno-rozpuszczalne pozostate po ultrafiltracji oraz delipidacji
woda i PEG 6000. Wyniki przedstawione zostaty na Ryc. 12.
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Rycina 12. Wyniki pomiaréw absorbancji w tescie ELISA dla réznych rozciericzen prébek izolowanych réznymi
metodami. K+ — kontrola pozytywna. Stupki przedstawiajg srednig wartosc absorbancji (Ass2) + SD.

Najwyzsze wartosci absorbancji, Swiadczace o silnym wigzaniu antygenu przez izolowane IgY, uzyskano dla
frakcji wyizolowanych poprzez precypitacje chlorkiem sodu oraz siarczanem amonu. Absorbancje przy
rozcieczeniu 1:1000 dla tych probek byty poréwnywalne z poziomem obserwowanym w zéttku przed
izolacjg, a ich spadek wraz ze wzrostem rozcienczenia byt stopniowy i przewidywalny. Dla frakcji
wyizolowanych za pomocg PEG 6000 réwniez uzyskano wysokie wartosci absorbancji, cho¢ nieco nizsze
w poréwnaniu z wspomnianymi wczesniej metodami. Odmienne wyniki zaobserwowano dla frakcji
oczyszczonej chromatograficznie na Tgel — mimo wysokiej czystosci preparatu (potwierdzonej analizg SDS-
PAGE), wartosci absorbancji byty zauwazalnie nizsze, co moze swiadczy¢ o utracie czesci funkcjonalnych,
specyficznych antygenowo przeciwciat IgY podczas oczyszczania tg metoda.

Wszystkie badane frakcje WSF z etapdw posrednich izolacji, czyli supernatanty po pierwszych etapach
oczyszczania, z ktoérych nastepnie prowadzono precypitacje lub oczyszczanie chromatograficzne, réwniez
wykazywaty wyrazing reaktywnos¢ wobec antygendw C. jejuni. Co istotne, w niektérych przypadkach
wartosci absorbancji byly wyzsze lub poréwnywalne do prébek poddanych gtéwnym metodom izolacji.
Moze to wskazywac, ze czes¢ funkcjonalnych przeciwciat IgY pozostawata w WSF i nie zostata odzyskana
w pozniejszych etapach izolacji (precypitacja, oczyszczanie chromatograficzne co sugeruje straty
w korcowych etapach procesu oczyszczania. Wynik ten nalezy interpretowac ostroznie — obecnos¢ innych
biatek i zwigzkdéw w surowych frakcjach WSF (np. lipoprotein, zanieczyszczen organicznych) moze wptywac
na zwiekszone wigzanie niespecyficzne lub wzmacnianie sygnatu absorbancji. Niemniej jednak, dane
te sugeruja, ze czes$¢ swoistych IgY mogta pozostawaé w supernatantach i nie zosta¢ w petni wytrgcona
w trakcie izolacji. Wynik ten jest zgodny z obserwacjami SDS-PAGE, gdzie w WSF widoczne byty pasma
odpowiadajgce faicuchom IgY, oraz z wynikami aglutynacji probéwkowych, w ktérych frakcje WSF
wykazywaty reakcje swoiste z antygenem C. jejuni.

Podsumowujac, test ELISA potwierdzit swoistos¢ IgY izolowanych z zéttek kurzych wobec antygendw
C. jejuni. Najlepsze parametry funkcjonalne wykazywaty preparaty uzyskane metodami precypitacji solami
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(NaCl, (NH4)2S04) oraz PEG 6000, co koresponduje z wynikami testu aglutynacji. Preparat oczyszczony
chromatograficznie wykazat najmniejszg reaktywnosc.

6.3.5 Podsumowanie metod izolacji przeciwciat IgY

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze wszystkie poréwnywane metody izolacji IgY — z zastosowaniem
chlorku sodu, siarczanu amonu, PEG 6000 oraz chromatografii — umozliwiaty pozyskanie aktywnych
przeciwciat o swoistosci wzgledem Campylobacter jejuni. Sposrdd nich metoda precypitacji chlorkiem sodu
zostata ostatecznie wybrana do dalszych badan, poniewaz taczyta wysokg efektywnosé izolacji z prostotg
wykonania oraz niskimi kosztami. Zaréwno stezenia biatka, jak i wyniki testow funkcjonalnych (aglutynacja,
ELISA) dla tej metody byty jednymi z najwyzszych i poréwnywalne z wynikami uzyskanymi po precypitacji
siarczanem amonu. Cho¢ metoda siarczanu amonu wykazata nieco wyzsze stezenia biatka oraz lepsze wyniki
w tescie ELISA, w tescie aglutynacji prébka ta wypadta gorzej niz preparat izolowany za pomocg NacCl.

Biorgc pod uwage aspekt wdrozeniowy pracy, kluczowa okazata sie takze ekonomia procesu — chlorek sodu
jest znacznie tanszy i tatwiejszy w uzyciu niz siarczan amonu, co czyni te metode bardziej atrakcyjng
do dalszego stosowania w skali przemystowej. Potencjalnym ograniczeniem metody precypitacji NaCl jest
obecnos$¢ wiekszej ilosci zanieczyszczen biatkowych w kofcowym preparacie, co moze mie¢ znaczenie
w zastosowaniach wymagajacych wysokiej czystosci przeciwciat, np. w analizach ilosciowych lub dalszym
oczyszczaniu. W kontekscie niniejszych badan, ktérych celem byto opracowanie potencjalnego preparatu
immunologicznego dla zwierzat, taki poziom oczyszczenia byt jednak wystarczajacy.

6.4 Hamowanie wzrostu bakterii C. jejuni przez przeciwciata IgY

Wptyw wyizolowanych przeciwciat IgY na wzrost bakterii C. jejuni oceniano w warunkach in vitro, prowadzac
hodowle szczepu CJ6 w obecnosci pojedynczej dawki przeciwciat w trzech réznych stezeniach: 0,5 mg/ml,
0,1 mg/ml oraz 0,05 mg/ml. Przeciwciata dodawano w trzech punktach czasowych: bezposrednio
po inokulacji (0 h), po 8 h oraz po 24 h inkubacji, Liczbe zywych komdrek bakterii oznaczano metoda
posiewu ilosciowego i przedstawiono w przeliczeniu na log(CFU/ml). Wyniki przedstawiono na Ryc. 13.
Prezentowane dane stanowig cze$¢ wynikdéw wczesniej opublikowanej pracy autorstwa wtasnego®'?,

Najwiekszg skutecznosé¢ wykazywato podanie IgY w czasie inokulacji, natomiast opdznione dodanie
(po 8 lub 24 godzinach) skutkowato mniejszg, cho¢ wcigz zauwazalng redukcjg. Dla kazdego z badanych
stezen zaobserwowano spadek liczby zywych bakterii w poréwnaniu z kontrolg negatywnga, niezaleznie
od momentu dodania przeciwciat. W przeprowadzonych badaniach dla préb kontrolnych (bez dodatku
przeciwciat) liczba komadrek bakteryjnych wzrosta w ciggu 48 h o okoto 2 log. W przypadku najnizszego
zastosowanego stezenia przeciwciat IgY (0,05 mg/ml, Ryc. 13A) efekt byt najstabszy — redukcja liczby zywych
komadrek wynosita 3-4 log niezaleznie od czasu dodania przeciwciat. Dla stezenia 0,1 mg/ml (Ryc. 13B)
odnotowano silniejszy efekt: redukcja wynosita 6 log przy dodaniu w momencie inokulacji, 5 log przy
dodaniu po 8 godzinach oraz 4 log po 24 godzinach. Najwiekszg skutecznos¢ wykazano dla stezenia
0,5 mg/ml (Ryc. 13C), gdzie redukcja wynosita 6 log po dodaniu w momencie inokulacji oraz po 8 godzinach,
natomiast po 24 godzinach osiggata 3 log. Wszystkie réznice byly istotne statystycznie (p < 0,05).

Uzyskane wyniki potwierdzajg skutecznos¢ dziatania przeciwciat IgY przeciwko C. jejuni in vitro, zalezng
zaréwno od zastosowanego stezenia, jak i czasu podania. Najwiekszy efekt hamujgcy obserwowano przy
wyzszych stezeniach (0,5 mg/ml i 0,1 mg/ml) oraz przy dodaniu przeciwciat w poczgtkowych etapach
hodowli (0—8 h). Warto zaznaczyé¢, ze nawet najstabszy efekt, obserwowany dla stezenia 0,05 mg/ml,
odpowiadat redukcji liczby zywych komérek bakteryjnych o okoto 99,9% w stosunku do kontroli. W kazdej
analizowanej konfiguracji liczba zywych komérek bakteryjnych byta istotnie nizsza niz w prébie kontrolnej,
co jednoznacznie potwierdza potencjat IgY w ograniczaniu wzrostu bakterii z rodzaju Campylobacter.
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Rycina 13. Wptyw réznych stezen przeciwciat IgY (0,05-0,5 mg/ml) na przezywalnos¢ C. jejuni w warunkach
in vitro. Panel A — stezenie 0,05 mg/ml; Panel B — stezenie 0,1 mg/ml; Panel C — stezenie 0,5 mg/ml.
Przeciwciata dodawano do hodowli w trzech punktach czasowych: w momencie inokulacji (0 h), po 8 h oraz
po 24 h inkubacji. Oznaczenia na wykresach przedstawiajg Srednig wartos¢ liczby komérek (CFU/ml) + SD. KN
— kontrola negatywna (dodatek 0,85% NaCl).* — rdznice istotne statystycznie (p < 0,05) wzgledem KN.

6.5 Badanie in vivo wptywu inaktywowanych bakterii C. jejuni na uktad
odpornosciowy kur

6.5.1 Charakterystyka badania in vivo

Celem badania in vivo byta ocena odpowiedzi humoralnej kur po podaniu antygendéw Campylobacter jejuni
(mieszanina szczepow CJ5 i CJ6) roéznymi drogami (doustnie — gr B; doustnie + iniekcyjnie — gr D),
w warunkach mozliwie zblizonych do wdrozeniowych. Ze wzgledu na ograniczenia techniczne i budzetowe,
warianty obejmujgce jednoczesne podanie antygenow i przeciwciat IgY zostaty wytgczone z przedstawione;j
W niniejszej rozprawie analizie koAcowej — zostaly one objete ochrong danych przedsiebiorstwa
realizujgcego projekt (Immunolab). W niniejszej analizie uwzgledniono wyniki dla grup B i D oraz
odpowiadajacych im grup kontrolnych (odpowiednio KAB oraz KCD). W badaniu oceniano dynamike
odpowiedzi immunologicznej, analizujac poziomy swoistych przeciwciat IgY i IgA, poziomy cytokin zapalnych
oraz obecno$¢ bakterii Campylobacter jejuni w przewodzie pokarmowym. W trakcie doswiadczenia
monitorowano réwniez pobranie paszy oraz mase ciata ptakéw, jednak nie stwierdzono istotnych rdéznic
pomiedzy grupami, dlatego szczegétowe wyniki nie zostaty przedstawione

6.5.2 Przebieg badania i obserwacje kliniczne

Badanie trwato 39 dni, punktem odniesienia byt dzier wyklucia pisklat (dziert 0). W dniach 7 i 14 podawano
kolejne dawki preparatéow. W 24 dniu przeprowadzono zakazenie szczepem C. jejuni CJ10, natomiast dzien
39 byt dniem eutanazji i pobrania prébek do analiz koncowych.

W trakcie badania odnotowano upadek 22 z 210 ptakéw (10,5%). W 40,9% przypadkow upadki wystgpity
przed zakazeniem (do dnia 24). Trzy przypadki dotyczyly uboju z koniecznosci ze wzgledu na problemy
z poruszaniem sie i brakiem pobierania paszy. Pozostate przypadki najprawdopodobniej wynikaty ze stresu
zwigzanego z procedurami badawczymi (wazeniem, czestym pobieraniem krwi) oraz intensywnym
wzrostem. W jednym przypadku stwierdzono zawat serca. Z uwagi na obcigzenie organizmu czestymi
pobraniami oraz wazeniami, wiekszos¢ upadkéw w czasie trwania badania (86,4%) dotyczyta wtasnie tych
osobnikdéw, co finalnie wptyneto na liczebnos¢ analizowanych préb w poszczegdlnych punktach czasowych.



6.5.3 Posiewy wymazow oraz probek jelitowych

W dniach od 24-31, 33, 36 oraz 39 badania pobierano wymazy z kloaki, a 39 dnia po eutanazji zwierzat
rowniez wycinki jelit, ktére poddano posiewom na podtoza selektywne. W zadnej z badanych prébek
nie stwierdzono wzrostu Campylobacter jejuni, co uniemozliwito ocene efektu ochronnego preparatu.
Mozliwym powodem braku zakazenia byta niewystarczajgca kolonizacja lub pobranie prébek z odcinkéw
jelita mniej preferowanych przez bakterie (np. jelito cienkie zamiast katnicy), a takze niska liczebnosc
bakterii w kloace przy bezobjawowym przebiegu infekcjil'>113, Z tego wzgledu dalsza analiza skupia sie
na odpowiedzi humoralnej ptakéw.

6.5.4 Poziomy przeciwciat IgY w surowicy

W celu zobrazowania odpowiedzi humoralnej na podanie antygendéw C. jejuni, dokonano analizy zmian
stezenia swoistych przeciwciat IgY w trakcie badania. Na Ryc. 14. przedstawiono srednie wartosci stezenia
(ug/ml) dla kazdej z badanych grup w kolejnych punktach czasowych, od momentu wylegu (dzier 0).
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Rycina 14. Zmiany stezenia przeciwciat IgY w surowicy pisklat (ug/ml) w kolejnych punktach czasowych w réznych
grupach badawczych. Strzatkami zaznaczono momenty podania preparatéow (dzien 7 oraz 14) oraz zakazenia
(dzien 24). Wyniki przedstawione jako srednia wartos$¢ stezenia wyznaczonego w oparciu o krzywg wzorcowa
+ SD. Oznaczenia statystyczne: p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) wzgledem grupy kontrolne;j.

W grupie D, otrzymujgcej preparat zaréwno doustnie, jak i iniekcyjnie, zaobserwowano wyrazny i
systematyczny wzrost poziomu IgY, szczegdlnie po drugim szczepieniu (D14), osiggajgcy najwyzsze wartosci
tuz przed zakoriczeniem eksperymentu. W grupie B (podanie wytgcznie doustne) odpowiedz byta stabsza i
mniej stabilna w czasie — mimo wzrostu po pierwszym podaniu, nie odnotowano dalszej istotnej amplifikacji
odpowiedzi po kolejnych etapach immunizacji.

Grupy kontrolne (KAB, KCD) wykazywaty jedynie sladowe poziomy IgY, ktdre poczgtkowo utrzymywaty sie
dzieki obecnosci przeciwciat matczynych, a nastepnie ulegly stopniowemu obnizeniu. Réznice miedzy
grupami byty najbardziej widoczne w dniach 27 i 31, co koreluje z momentami spodziewanego szczytu
odpowiedzi po szczepieniach.
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Uzyskane wyniki potwierdzajg skutecznosc¢ iniekcyjnego podania antygendw jako metody intensyfikujgcej
odpowiedz humoralng, co ma szczegdlne znaczenie w kontekscie dalszego projektowania preparatow
immunoprofilaktycznych.

6.5.5 Poziomy IgA w wycinkach jelit

Wyniki oznaczen poziomu przeciwciat IgA przedstawione na Ryc. 15. nalezy traktowa¢ jako poréwnawcze
pomiedzy grupami. Brak wzorca uniemozliwiat przeliczenie wartosci absorbancji na jednostki stezenia,
jednak analiza wzgledna pozwala oceni¢ roznice odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi
na zastosowane warianty preparatu i drogi podania.

Najwyzszy poziom przeciwciat IgA w wycinkach jelit uzyskano w grupie D (p = 0,0001) w ktérej preparat
podawano w formie iniekcji. W grupach B i KAB (podanie doustne), a takze w grupie kontrolnej KCD,
poziomy IgA byly istotnie nizsze. Pomimo znacznego zréznicowania miedzyosobniczego w kazdej z grup,
wyniki sugeruja silniejszg odpowiedZz immunologiczng w przypadku zastosowania preparatu w formie
iniekcji.
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Rycina 15. Poziom przeciwciat IgA w jelitach pisklat po eutanazji (39. dzierh badania). W grupie D (per os + iniekcja)
zaobserwowano najwyzszy poziom IgA. Stupki przedstawiajg sSrednig wartos¢ absorbancji (Ase2) + SD. Oznaczenia
statystyczne: p < 0,001 (***) wzgledem grupy kontrolne;j.

6.5.6 Poziomy cytokin w osoczu

W ramach uzupetniajgcej analizy odpowiedzi immunologicznej ptakdéw, oznaczono poziomy wybranych
cytokin w osoczu krwi pobieranym w godzinach: 4, 8, 20, 74, 116 oraz 163 po zakazeniu (Ryc. 16).
Oznaczenia wykonano za pomocg komercyjnych zestawow ELISA Genorise® (USA) zgodnie z instrukcja
producenta, dla interleukiny 1B (IL-1B), interleukiny 8 (IL-8) oraz interleukiny 10 (IL-10). Do analizy
zastosowano osocze z prébek krwi pobranych na antykoagulant, w dwéch powtdrzeniach technicznych dla
kazdej probki.
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Rycina 16. Stezenia interleukin w tresci jelit pisklat w réznych punktach czasowych po zakazeniu C. jejuni. Panel
A—interleukina 1B (IL-1B), Panel B —interleukina 8 (IL-8), Panel C —interleukina 10 (IL-10). Stupki przedstawiajg
Srednie stezenie [pg] wyznaczone w oparciu o krzywg wzorcowa + SD. Oznaczenia statystyczne: p < 0,05 (*)
wzgledem grupy kontrolnej.
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Uzyskane wyniki wykazaty istotng zmiennos$¢ osobniczg w poziomach cytokin w obrebie poszczegdlnych
grup badawczych. Zaobserwowano duze odchylenia standardowe, ktore znaczgco ograniczajg mozliwosé
jednoznacznej interpretacji trendéw w czasie. W przypadku IL-1B i IL-10 mozna zauwazy¢ tendencje
wzrostowa po zakazeniu w grupie D, wykazano statystycznie istotne wyniki w czasie 20,5 h oraz
163 h po zakazeniu wzgledem grupy kontrolnej KCD. Poziomy IL-10, cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym,
rowniez ulegaty zmianom, jednak bez wyraznego schematu zaleznego od zastosowanego wariantu
szczepienia.

Na uzyskany rozrzut wynikédw mogty wptyna¢ naturalne réznice osobnicze w odpowiedzi immunologicznej
oraz ograniczona liczba zwierzat w analizie. Wyniki nalezy traktowac¢ jako obserwacyjne — wskazujgce
potencjalne zmiany w lokalnym i ogdlnoustrojowym s$rodowisku zapalnym, wymagajace dalszych badan
w szerszej grupie oraz w modelach zoptymalizowanych do oznaczen cytokin.

6.5.7 Podsumowanie badania in vivo

Celem badania in vivo byta ocena odpowiedzi humoralnej kur po podaniu antygenéw Campylobacter jejuni
réoznymi drogami oraz analiza interakcji uktadu odpornosciowego gospodarza z podanym antygenem
i zywymi bakteriami szczepu odmiennego od podanego immunogenu. W doswiadczeniu poréwnano dwie
strategie immunizacji: podanie doustne (grupa B) oraz schemat mieszany — doustne i iniekcyjne (grupa D).
Oceny dokonywano na podstawie poziomoéw swoistych przeciwciat IgY w surowicy oraz IgA w wycinkach
jelit, a takze oznaczen cytokin z osocza i préb mikrobiologicznych zaréwno z wymazéw jak réwniez
z wycinkéw jelit zwierzat po eutanaz;ji.

Wyniki oznaczert immunologicznych wykazaty istotny wzrost poziomu IgY w grupie D wzgledem grupy
kontrolnej w pdzniejszych punktach czasowych (27 i 31 dzienl), co wskazuje na skuteczniejszg stymulacje
odpowiedzi humoralnej w schemacie mieszanym. Rdéwniez oznaczenia IgA potwierdzajg silniejsza
odpowiedz w grupie D, cho¢ ze wzgledu na brak wzorca ilosciowego mozliwe byto jedynie poréwnanie
wzgledne.

W badaniu nie udato sie uzyska¢ skutecznego zakazenia modelowego — we wszystkich prébkach
biologicznych wynik posiewdéw na C. jejuni byt ujemny. Mozliwe przyczyny obejmuja m.in. wybor
niewtasciwego odcinka przewodu pokarmowego do pobrania materiatu do analizy, obumarcie szczepdéw
w trakcie transportu prébek do laboratorium lub przebieg zakazenia w formie subklinicznej. Z tego powodu
dalsza analiza skoncentrowata sie na odpowiedzi immunologicznej jako wskazniku skutecznosci dziatania
zastosowanego preparatu.

Nalezy zaznaczy¢, ze cho¢ badanie in vivo stanowi uzupetnienie gtéwnego ciggu eksperymentalnego, jego
charakter nieco odbiega od wczesdniejszych etapdw pracy. Trzon rozprawy obejmuje charakterystyke
szczepdw terenowych C. jejuni, analize ich potencjatu antygenowego oraz opracowanie i ocene
funkcjonalnosci swoistych przeciwciat IgY. W badaniu in vivo analizowano réwniez warianty jednoczesnego
podania antygendw z przeciwciatami, jednak ze wzgledu na poufnos¢ danych przedsiebiorstwa
realizujgcego projekt, ta czes¢ zostata wytaczona z analizy koricowej. Niniejsze wyniki odnoszg sie wytgcznie
do interakcji uktadu odpornosciowego gospodarza z antygenami oraz zywymi bakteriami C. jejuni.

7 Dyskusja

Celem niniejszej pracy byto zbadanie interakcji pomiedzy przeciwciatami IgY, bakteriami Campylobacter

jejuni oraz uktadem odpornosciowym brojleréw. W ramach badan oceniono zaréwno wtasciwosci szczepow
terenowych, skutecznosé izolowanych przeciwciat, jak i odpowiedZ immunologiczng organizmu na kontakt
z patogenem. Ponizej przedstawiono interpretacje uzyskanych wynikdw w odniesieniu do dostepnych
danych literaturowych, z uwzglednieniem kluczowych aspektdow biologii patogenu, potencjatu IgY oraz
mozliwych zastosowan praktycznych.



7.1 Znaczenie roznic genotypowych szczepdw C. jejuni dla potencjatu wirulencji
W przeprowadzonej analizie szczepdw terenowych C. jejuni potwierdzono ich przynaleznos¢ gatunkowa
zaréwno na podstawie cech fenotypowych (testy biochemiczne), jak i genotypowych (analiza obecnosci
gendw). Zgodnos¢é wynikdw z danymi literaturowymi dotyczacymi aktywnosci oksydazy, katalazy oraz
zdolnosci hydrolizy hipuranu pozwalata na wiarygodng identyfikacje gatunku, co pozostaje zgodne
z rutynowymi metodami diagnostycznymi stosowanymi w mikrobiologii zywnosci i weterynarii®’4,

W analizie genotypowej szczepdw terenowych Campylobacter jejuni wykazano obecnos¢ wiekszosci
badanych gendéw zwigzanych z wirulencjg, w tym gendw kodujgcych biatka flageliny (flaA, flaB), adhezyny
(cadF) oraz toksyne CDT (cdtA, cdtB, cdtC). Wyjatek stanowit szczep CJ8, u ktérego stwierdzono brak
czterech gendéw — flaC, cdtA, cdtB oraz cdtC. Brak tych gendw moze oznaczaé, ze szczep ten nie syntetyzuje
toksyny CDT, odpowiedzialnej za zatrzymanie cyklu komérkowego gospodarza w fazie G2/M, co stanowi
jeden z kluczowych mechanizmoéw cytotoksycznos$cil!®. Jednocze$nie brak genu kodujgcego biatko FlaC
moze ostabiaé system transportu typu lll (T3SS), ograniczajac zdolno$é do inwazji komdrek gospodarza®*.
Tego rodzaju utrata lub modyfikacja wybranych czynnikéw wirulencji, opisywana réwniez w literaturze,
moze prowadzi¢ do istotnych zmian w przebiegu zakazenia, w tym obnizenia patogennosci lub zmiany
jej charakteru!®>. Z tych wzgleddw szczep CJ8 zostat wykluczony z dalszych analiz.

Ruchliwo$é¢ oceniano jako potencjalny wskaznik wirulencji, co znajduje potwierdzenie w badaniach
wykazujgcych, ze obecnos¢ funkcjonalnej wici warunkuje zdolnos¢ C. jejuni do kolonizacji jelit gospodarza
i penetracji warstwy $luzu®>?7116 Wysoka ruchliwo$¢ szczepdw terenowych, potwierdzona w testach
przeprowadzonych na poftptynnym agarze, sugeruje zachowanie zdolnosci inwazyjnych i potencjatu
zakaznego. Obnizona ruchliwo$é szczepu CJ8 stanowi zatem kolejne potwierdzenie jego odmiennych
wtasciwosci.

Na podstawie wynikéw poréwnawczych wyselekcjonowano szczepy do dalszych etapéw badan, w tym
immunizacji i doswiadczen in vivo. Wybér ten podyktowany byt ich typowym profilem wirulencji, wysoka
ruchliwoscig oraz zgodnoscig cech biochemicznych i genotypowych z danymi referencyjnymi. Takie
podejscie zapewniato reprezentatywnos$¢ oraz mozliwosé wiarygodnej oceny skutecznosci zastosowanej
immunizacji. Uzyskane dane genotypowe stanowity punkt wyjscia do opracowania skutecznego preparatu
IgY, co wymagato oceny réznych metod jego pozyskiwania i oczyszczania.

7.2 Optymalizacja metody izolacji IgY pod kagtem skutecznosci i wdrozenia

W tej czesci pracy poréwnano cztery metody izolacji przeciwciat IgY: precypitacje chlorkiem sodu,
precypitacje siarczanem amonu, precypitacje glikolem polietylenowym (PEG 6000) oraz chromatografie
tiofilowg (na Tgel). Najlepsze wyniki funkcjonalne uzyskano w przypadku precypitacji chlorkiem sodu,
co potwierdzajg réwniez wczeéniejsze obserwacje innych autoréw®®1°2, Metoda z uzyciem siarczanu amonu
rowniez pozwalata uzyska¢ wysoki poziom aktywnosci swoistych IgY, jednak proces byt bardziej
pracochtonny i mniej wygodny do wdrozenia na skale przemystowga. Najwyzszg czystoscig charakteryzowat
sie preparat oczyszczony na ztozu tiofilnym, co jest zgodne z wczes$niejszymi doniesieniami wskazujgcymi
wysoka skuteczno$é technik chromatograficznych w eliminacji biatek niespecyficznych!'’. W kontekscie
zastosowan weterynaryjnych, w ktérych priorytetem jest uzyskanie duzej ilosci aktywnych przeciwciat przy
zachowaniu zgodnosci z przyjetymi w firmie Immunolab normami jakosci (ISO 9001, ISO 13485) oraz
zasadami dobrostanu zwierzat, nizsza czysto$¢ metod niechromatograficznych nie stanowi istotnego
ograniczenia. Chromatografia, mimo wysokiej czystosci, prowadzita do obnizenia stezenia swoistych IgY,
co w kontekscie potencjalnej przemystowej produkcji ograniczyto jej przydatnos¢. Zaobserwowane wyzsze
poziomy IgY w zéttkach przed izolacjg oraz w frakcjach WSF uzyskanych na posrednich etapach produkcji
wskazujg na potencjat dalszej optymalizacji metody, co mogtoby dodatkowo zwiekszy¢ wydajnosé
i efektywnos¢ procesu.

Wybdr metody precypitacji chlorkiem sodu byt uzasadniony nie tylko wysoka funkcjonalnoscig otrzymanych
preparatéw, ale takze wzgledami technologicznymi i ekonomicznymi istotnymi dla realizacji doktoratu



wdrozeniowego. Proces ten jest prosty, tani, fatwy do standaryzacji i skalowania, a jednoczesnie mozliwy
do bezposredniego przeniesienia do warunkéw produkcyjnych bez koniecznosci inwestycji
w specjalistyczny sprzet chromatograficzny. Dzieki temu metoda ta stanowi optymalny kompromis
pomiedzy wymaganiami jakosciowymi, efektywnoscig procesu i realiami wdrozenia w przemysle. Metoda
Z precypitacjg siarczanem amonu miata poréwnywalny potencjat, jednak nieznacznie prostszy protokét oraz
tansze odczynniki przesadzity o wyborze chlorku sodu jako rozwigzania optymalnego. Dodatkowo,
w prowadzonych przez nas dtugoterminowych obserwacjach, obejmujacych dwuletni okres
przechowywania preparatéw, metoda z uzyciem chlorku sodu pozwalata na uzyskanie przeciwciat o wyzszej
stabilnosci w poréwnaniu z siarczanem amonu, co stanowi dodatkowy atut w kontekscie ich pdzniejszego
zastosowania w produkcji i dystrybucji. Wybor optymalnej metody izolacji pozwolit na przygotowanie
preparatu o odpowiednich wtasciwosciach, co umozliwito ocene jego aktywnosci w badaniach in vitro.

7.3 Skutecznosc przeciwciat IgY wobec C. jejuni w warunkach in vitro

W badaniach in vitro uzyskano jedne z najlepszych wynikéw catego projektu, co potwierdza opublikowana
analiza skutecznosci hiperimmunizowanych przeciwciat IgY wobec Campylobacter jejuni'l. Skuteczno$é
preparatu wobec tego patogenu byta wyraznie wyzsza niz w analogicznych testach prowadzonych dla
Salmonella spp. i Escherichia coli. Moze to wynikaé ze specyfiki biologicznej C. jejuni, obejmujgcej m.in.
wysoka ruchliwo$é, delikatng strukture Sciany komérkowej oraz duzg wrazliwosé na zmienne warunki
$rodowiska>!16118 co moze zwiekszaé podatno$¢ na mechanizmy neutralizacji przez przeciwciata Igy.
Warto podkresli¢, ze gatunek ten charakteryzuje sie stosunkowo dtugim czasem generacji, co sprzyja
skutecznosci strategii polegajgcych na zahamowaniu jego wzrostu’.

Do oceny miana przeciwciat zastosowano test aglutynacji, ktéry w warunkach przemystowych stanowi
metode prostszg, tanszg i szybszg w wykonaniu niz test ELISA, a jednoczesnie pozwala na ocene
funkcjonalnej aktywnosci przeciwciat, a nie jedynie ich stezenia. Metoda ta jest standardowo stosowana
w procedurach jakosciowych zgodnych z I1SO 13485 w firmie Immunolab, co dodatkowo uzasadniato jej
wybor w ramach projektu wdrozeniowego.

Analiza wynikéw uzyskanych dla trzech stezen preparatu IgY wykazata istotng korelacje pomiedzy
zastosowanym stezeniem przeciwciat a stopniem hamowania wzrostu bakteryjnego, z wyraznie silniejszym
efektem przy wyzszych stezeniach. Zalezno$¢ ta, obserwowana réwniez w badaniach innych autoréw®472,
potwierdza potencjat zastosowania przeciwciat IgY jako elementu ograniczania kolonizacji C. jejuni
w przewodzie pokarmowym kur, co w warunkach hodowli drobiu moze istotnie zmniejszaé ryzyko
przeniesienia patogenu na ludzi. W perspektywie dtugoterminowe]j preparaty zawierajgce IgY mogtyby
rowniez znalez¢ zastosowanie jako element wspomagajgcy ograniczanie lub potencjalny czynnik
terapeutyczny w przebiegu kampylobakteriozy. Obiecujgce wyniki uzyskane w warunkach in vitro
uzasadniaty podjecie préby oceny skutecznosci preparatu w badaniu in vivo.

7.4 Whnioski z badan in vivo: odpowiedz immunologiczna i ograniczenia modelu
Badania in vivo przeprowadzono w celu oceny immunogennosci przygotowanego preparatu IgY oraz
poréwnania skutecznosci dwoch schematéw podania — doustnego (per os) oraz tgczonego (per os + iniekcja
z adjuwantem)!®. Z analizy wytaczono grupy A i C, co wynikato z przyjetej strategii ochrony know-how
przedsiebiorstwa. Przedstawione wyniki odnosza sie wytgcznie do interakcji pomiedzy antygenem
a uktadem odpornosciowym zwierzat.

Préba wywotania kontrolowanego zakazenia modelowego C. jejuni zakonczyta sie niepowodzeniem
— w posiewach nie stwierdzono wzrostu patogenu. Potencjalne przyczyny obejmujg m.in. pobranie probek
z odcinka przewodu pokarmowego o niewystarczajgcej kolonizacji, zbyt niskg dawke inokulum, mozliwa
oporno$é rasowqy ptakéw, niewtasciwy moment podania bakterii lub obumarcie komérek w trakcie
transportu probek do laboratorium >”!'2, Podobne trudnosci odnotowano w innych badaniach®>13 —
w ktdrych opisano szczepy C. jejuni, ktore nie potrafity skolonizowa¢ 14-dniowych kurczat oraz wykazano,



ze formy VBNC nie sg w stanie kolonizowac jelita slepego. Obie te obserwacje wpisujg sie w mozliwe
przyczyny niepowodzenia. W efekcie analize ograniczono do parametrow odpowiedzi humoralnej
i cytokinowej. Uzyskana in vitro redukcja o 6 log C. jejuni Swiadczy o wysokim potencjale preparatu
do ograniczania liczebnosci bakterii. Cho¢ w przeprowadzonym doswiadczeniu in vivo nie udato sie uzyskac
skutecznej kolonizacji modelowej, co uniemozliwito ocene efektu w przewodzie pokarmowym, wyniki
in vitro stanowig mocne uzasadnienie dla dalszych badan w warunkach kontrolowanego zakazenia.

W przypadku przeciwciat IgY w surowicy zaobserwowano typowa kinetyke odpowiedzi — wyrazny spadek
stezenia przeciwciat pochodzenia matczynego w pierwszych dniach zycia®, nastepnie wzrost po kolejnych
dawkach szczepionki, z najsilniejszym efektem w grupie, w ktdrej zastosowano dodatkowsq iniekcje
z adjuwantem®, Odpowied? obecnoéci przeciwciat klasy IgA, ze wzgledu na brak wzorca, oceniano
w sposéb wzgledny. Analiza poziomu cytokin wykazata znaczne réznice osobnicze, co w potaczeniu
z ograniczeniami metodycznymi (m.in. liczba dostepnych prébek) utrudnia jednoznaczng interpretacje tych
wynikow.

Poréwnanie drég podania antygenu wykazato, ze podanie doustne w pofaczeniu z dodatkowsa iniekcja
skutkowato wyzszymi poziomami zaréwno swoistych IgY w surowicy, jak i IgA w tresci jelitowej,
w poréwnaniu z dwukrotnym podaniem doustnym. Nalezy jednak podkresli¢, ze w kontekscie
potencjalnego zastosowania w warunkach produkcyjnych, droga doustna pozostaje rozwigzaniem
prostszym, mniej inwazyjnym oraz korzystniejszym z punktu widzenia dobrostanu zwierzat. Moze
to stanowié istotny argument wdrozeniowy, biorgc pod uwage oczekiwania hodowcéw oraz wymogi
praktyczne stosowania preparatu na szerokg skale.

Badanie miato réwniez ograniczenia organizacyjne. Ze wzgledéw budzetowych oznaczenia wykonano
jedynie dla czesci osobnikow (10-15 ptakéw z kazdej grupy zamiast planowanych 35), co wptyneto
na wieksze odchylenia standardowe i nizszg moc statystyczng analiz. Dodatkowo, w trakcie trwania
doswiadczenia odnotowano upadki ptakéw, prawdopodobnie wynikajgce z czynnikéw stresowych, takich
jak czeste wazenie i pobieranie krwil1%120,

Pomimo ograniczen, uzyskane dane pozwolity na ocene reakcji immunologicznej oraz wskazaty, ze droga
podania preparatu ma istotny wptyw na site odpowiedzi humoralnej. Wyzsze poziomy IgA w grupie D
prawdopodobnie wynikaty z drogi podania antygenu i silniejszej stymulacji bton sluzowych, co moze mie¢
znaczenie przy projektowaniu przysztych schematéw immunizacji. Zaobserwowane réznice w dynamice
narastania przeciwciat miedzy grupami moga natomiast wskazywac na odmienne mechanizmy odpowiedzi
humoralnej, wymagajace dalszych badan. Wyniki te mogg stanowi¢ punkt wyjscia do bardziej
ukierunkowanych eksperymentdéw in vivo, projektowanych w sposdb minimalizujgcy ryzyko powtdrzenia
zaobserwowanych probleméw i lepiej odzwierciedlajgcych warunki docelowego zastosowania w produkcji
drobiarskiej.

Podsumowujgc, mimo ograniczen organizacyjnych i niepowodzenia zakazenia modelowego, badanie in vivo
dostarczyto cennych informacji o wptywie drogi podania preparatu IgY na odpowiedZz immunologiczng
u kur, wskazujac kierunki dalszych prac optymalizacyjnych w warunkach zblizonych do praktyki hodowlanej.

7.5 Podsumowanie dyskusji
Punktem wyjscia dla niniejszej rozprawy byta hipoteza, ze swoiste przeciwciata IgY, otrzymane
po immunizacji kur inaktywowanymi antygenami Campylobacter jejuni, wchodzg w istotne interakcje
z bakteriami i uktadem odpornosciowym brojleréw, wptywajac na dynamike zakazenia oraz moga
potencjalnie ogranicza¢ kolonizacje jelit przez C. jejuni. Ponadto zaktadano, ze proces ich produkcji moze
zostaé zoptymalizowany w sposdb umozliwiajacy praktyczne wykorzystanie.

1. Charakterystyka terenowych szczepéw C. jejuni



Zrealizowano kompleksowg analize genotypowsg, biochemiczng i fenotypows, identyfikujac
zrdznicowanie profilu gendw wirulencji, w tym brak elementdow kluczowych dla produkcji toksyny
CDT i integralnosci systemu T3SS u wybranych izolatéw. Wyniki te potwierdzajg istotne réznice
w potencjale patogennym szczepdw obecnych w polskich hodowlach drobiu.

Opracowanie i optymalizacja metody izolacji IgY

Poréwnano cztery metody izolacji, wskazujac precypitacje chlorkiem sodu jako optymalng pod
wzgledem funkcjonalnosci, prostoty wykonania, kosztéw oraz mozliwosci wdrozenia w skali
przemystowej. Uzyskane preparaty charakteryzowaty sie wystarczajaca czystoscig dla zastosowan
weterynaryjnych przy zachowaniu wysokiej aktywnosci funkcjonalnej.

Ocena wptywu IgY na wzrost C. jejuni w warunkach in vitro

Badania wykazaty istotne, zalezne od stezenia, ograniczenie wzrostu bakterii. Wyniki te wskazuja,
Ze preparaty IgY majg potencjat do skutecznego zmniejszania kolonizacji C. jejuni u kur, a w szerszej
perspektywie moga stanowic element strategii ograniczania kampylobakteriozy u ludzi.

Analiza odpowiedzi immunologicznej brojleréw in vivo

Mimo nieskutecznego zakazenia modelowego, badanie pozwolito poréwna¢ odpowiedz humoralng
przy réinych drogach podania antygenu. Stwierdzono typowag kinetyke narastania IgY
po szczepieniach oraz wyzszy poziom IgA w grupie poddanej iniekcji z adjuwantem, co potwierdza
zdolnos¢ preparatu do stymulowania odpowiedzi immunologicznej w warunkach hodowlanych.

tacznie uzyskane wyniki pozwalaja czesciowo potwierdzi¢ hipoteze badawczg — wykazano istotne interakcje

swoistych IgY z C. jejuni oraz wptyw na odpowiedZ immunologiczng brojleréw, a takze opracowano
efektywna i mozliwg do wdrozenia metode ich pozyskiwania. Wyniki in vitro wspierajg zatozenie
o potencjale ograniczania kolonizacji jelit, cho¢ wymaga ono dalszej weryfikacji w zoptymalizowanych
badaniach in vivo.

Wyniki niniejszej pracy stanowig istotny wktad w rozwdj strategii ograniczania kampylobakteriozy w duchu
koncepcji One Health, tgczacej ochrone zdrowia ludzi i zwierzat z poprawa bezpieczenstwa zywnosci.
Opracowana, mozliwa do wdrozenia metoda pozyskiwania swoistych przeciwciat IgY oraz uzyskane dane
dotyczace ich skutecznosci wpisujg sie w misje dziatalnosci badawczo-wdrozeniowej Immunolab,

ukierunkowanej na poprawe stanu zdrowia zwierzat gospodarskich i posrednio zdrowia publicznego.

8 Whnioski

1.

Wsrdd terenowych izolatéw Campylobacter jejuni pochodzacych z polskich ferm drobiu
stwierdzono zrdznicowanie genotypowe, fenotypowe i biochemiczne. U jednego z analizowanych
izolatéw wykazano brak czterech badanych gendw wirulencji (flaC, cdtA, cdtB, cdtC), co moze
wptywacé na zdolnos¢ kolonizacji i patogennosc.

Opracowana i zoptymalizowana w ramach pracy metoda izolacji swoistych przeciwciat IgY z z6ttek
jaj kur niosek, immunizowanych inaktywowanymi antygenami C. jejuni, jest ekonomiczna,
powtarzalna i mozliwa do wdrozenia w warunkach przemystowych, z zachowaniem przyjetych w
firmie Immunolab wymagan norm ISO 9001 i ISO 13485.

W badaniach in vitro wykazano, ze swoiste IgY skutecznie ograniczajg wzrost i przezywalnosé
C. jejuni, przy czym efekt byt zalezny od stezenia przeciwciat. Wyniki te potwierdzajg funkcjonalny
potencjat IgY wobec tego patogenu.

W modelu in vivo poréwnanie schematéw podania wykazato, ze podanie doustne w potaczeniu
z dodatkowg iniekcjg generowato wyzsze poziomy swoistych IgY w surowicy oraz IgA w tresci



jelitowej niz samo podanie doustne. Mimo to droga doustna pozostaje rozwigzaniem prostszym,
bezpieczniejszym i korzystniejszym dla dobrostanu zwierzat, co ma istotne znaczenie wdrozeniowe.

5. Uzyskane wyniki, mimo ograniczerr badania in vivo, wskazuja na potencjat wykorzystania
przeciwciat IgY w ograniczaniu kolonizacji jelit drobiu przez C. jejuni. Stanowig takze podstawe
do dalszych prac optymalizacyjnych i walidacyjnych w warunkach zblizonych do praktyki
produkcyjne;.

Przeprowadzone badania potwierdzity postawiong w pracy hipoteze, ze swoiste przeciwciata IgY, pozyskane
po immunizacji kur inaktywowanymi antygenami C. jejuni, wchodzg w istotne interakcje z patogenem
i uktadem odpornosciowym brojleréw, wptywajgc na przebieg odpowiedzi humoralnej oraz mogace
ogranicza¢ kolonizacje przewodu pokarmowego®*%%193  Réwnoczesnie udato sie opracowaé¢ metode
ich pozyskiwania o potencjale wdrozeniowym, zgodng z zasadami One Health’® — zaktadajgca poprawe
stanu zdrowia ludzi poprzez redukcje rezerwuaru zoonotycznego u zwierzat gospodarskich>%3. Wyniki
pracy dostarczaja zaréwno nowych danych o biologii zakazen C. jejuni, jak i praktycznych podstaw
do projektowania przysztych rozwigzarh immunoprofilaktycznych dla drobiu®.
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