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Application of the bacterial outer membrane vesicles in vaccine design

Abstract: Outer membrane vesicles (OMVs) are extracellular structures produced by most gram-negative bacteria, including pathogens
of humans and animals. OMVs play an important role in the physiology of microorganisms and are an integral part of many biological
processes. Following the discovery that they are able to transport many biomolecules, also these which have the ability to interact with the
immune system, their potential use as non-replicating vaccines has become an important aspect of immunotherapeutic researches. These
nano-sized elements exhibit remarkable potential for immunomodulation of immune response, thanks to the ability to deliver naturally
or artificially incorporated antigens within their structure. First vaccine based on outer membrane vesicles was developed almost 30 years
ago against Neisseria meningitidis serogroup B. This review presents some basic information on biogenesis and functions of OMVss. It also
provides examples of pathogens, whose OMV’s (in natural or modified form) have been used in the development of immunogenic vaccines
against the organisms from which the vesicles had been obtained. OMV’s are proving to be more versatile than first conceived and may
become important part of biotechnology research, not limited to medical applications.
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1. Wprowadzenie

Pecherzyki zewnatrzblonowe (OMVs - outer mem-
brane vesicles) - to sferyczne struktury uwalniane
z powierzchni komorek bakterii Gram-ujemnych. Po
raz pierwszy zaobserwowano je 50 lat temu podczas
analizy zdje¢ z mikroskopu elektronowego komorek
szczepu mutanta E. coli hodowanych w warunkach
niedoboru lizyny. Wiele bakterii otoczonych bylo cha-
rakterystycznymi pecherzykami (blebs), czesto pola-
czonymi z blong zewngtrzng. W czasie prowadzenia
hodowli zmianie ulegala morfologia oston bakterii,
przy jednoczesnym braku wzrostu ilo$ci komoérek ule-
gajacych lizie [40].

Za poczatek badan nad OMVs uwaza si¢ ekspery-
ment przeprowadzony w 1959 roku. Naukowcy zaob-
serwowali odpowiedZ immunologiczng u krolikow
po podaniu im wolnego od bakterii supernatantu po
hodowli Vibrio cholerae. Wtedy podejrzewano, ze za

reakcje uktadu odpornosciowego odpowiedzialne sa
sktadniki blony zewnetrznej (OM - outer membrane),
ktdre z niejasnych przyczyn pozostaja w oczyszczonym
plynie pohodowlanym [15].

Wielko$¢ OMVs waha sie w przedziale od 20 do
300nm i w gltéwnej mierze zalezy od szczepu pro-
ducenta [7]. Do tej pory opisano wiele gatunkow
mikroorganizméw zdolnych do wytwarzania peche-
rzykéw zewnatrzkomdrkowych, w tym liczne grono
bakterii patogennych, takich jak: Neisseria meningitidis,
Legionella pneumophila, Helicobacter pylori, Klebsiella
pneumoniae, Porphyromonas gingivalis czy Campylo-
bacter jejuni.

Pecherzyki zewnatrzblonowe skladaja sie z podwdj-
nej blony lipidowej, ktéra podobnie jak blona zew-
netrzna bakterii zbudowana jest z lipopolisacharydu,
fosfolipidow oraz bialek blonowych. Sklad bial-
kowy rdzni sie w zaleznoéci od gatunku producenta
i od warunkéw hodowli bakterii [41]. Obok biatek
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pochodzacych z peryplazmy coraz czgsciej wskazuje
sie na obecnos¢ w $wietle pecherzykdéw réwniez bia-
tek cytoplazmatycznych i bialek zwigzanych z btong
wewnetrzng bakterii (IM - inner membrane). Poczat-
kowo podejrzewano, ze jest to wynik zle przeprowa-
dzanych izolacji OMVs lub ma to zwigzek z zanie-
czyszczeniami pochodzgcymi ze zlizowanych komorek.
Jednakze po dopracowaniu protokolu oczyszczania
OMVs w dalszym ciggu identyfikowano biatka pocho-
dzenia cytoplazmatycznego [42].

Pecherzyki obok bialek mogg zawiera¢ réwniez
kwasy nukleinowe. Po raz pierwszy obecnos¢ DNA
wykazano w przypadku OMV's Haemophilus parainflu-
enzae [36]. Podobnie jak w przypadku bialek cytoplaz-
matycznych obecno$¢ DNA w tych strukturach zewna-
trzkomorkowych uwazano za artefakty preparatyki.
Sugerowano, ze kwas deoksyrybonukleinowy wiaze si¢
do dodatnio natadowanej powierzchni pecherzyka, ale
potraktowanie OMV's deoksyrybonukleazami potwier-
dzilo, ze identyfikowane fragmenty DNA znajdowaly
sie w $wietle pecherzykow [58].

Jak si¢ okazuje, zdolno$¢ do produkeji pecherzy-
kéw nie jest jedynie domeng bakterii Gram-ujemnych.
Otéz Gurung i wsp. wykazali, ze Staphylococcus aureus
wytwarza tzw. pecherzyki btonowe (MVs — membrane
— derived vesicles) bedace pochodna btony cytoplaz-
matycznej i skladajace si¢ glownie z biatek obecnych
w cytoplazmie, zwigzanych z blong, jak rowniez z bia-
tek sekrecyjnych [25]. Wcze$niej zjawisko to opisano
dla Bacillus anthracis [59] i dwoch przedstawicieli
archeonow [18, 56].

2. Biogeneza pe¢cherzykow zewnatrzblonowych

Sciezka syntezy pecherzykdéw nie jest znana. Istnieje
kilka hipotez wyjasniajacych mechanizmy tego procesu.

Pierwsza z nich zaktada, ze OMVs tworza sie wtedy,
gdy synteza mureiny zachodzi wolniej niz lezacej nad
nig blony zewnetrznej. Rozrastajaca si¢ blona podlega
wybrzuszaniu, a jej nadmiar ostatecznie odrywa sie od
komorki w postaci pecherzyka.

Drugi zaproponowany model odnosi si¢ do obrotu
metabolicznego peptydoglikanu (Rys.1). U bakterii
Gram-ujemnych struktury cukrowo-peptydowe pow-
stale w czasie rearanzacji $ciany komorkowej nie sa
uwalniane poza komorke, lecz sg zatrzymywane w pery-
plazmie przez co moga fizycznie oddziatywa¢ na OM
prowadzac do jej faldowania i powstania OMVs [84].
Model ten nie tlumaczy jednak jak czasteczki pocho-
dzace z cytoplazmy pakowane sa do OMVss.

Cze$¢ naukowcodw wskazuje, ze przyczyng powsta-
wania pecherzykéw zewnatrzblonowych jest obecnosé
w blonie zewnetrznej ujemnie naladowanych czaste-
czek lipopolisacharydu. Blona zewngtrzna patogennej
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Rys. 1. Powstawanie pecherzykow zewnatrzblonowych jako wynik
obrotu metabolicznego mureiny

bakterii Pseudomonas aeruginosa sktada sie z dwdch
rodzajow lipopolisacharydu, z czego jeden z nich
posiada silnie ujemny fadunek. Okazuje si¢, ze OMVs
tworza sie gtoéwnie w miejscach, w ktorych wystepuje
LPS o silnie ujemnym ladunku, co potwierdza jego
przewazajaca zawarto$¢ w blonach pecherzykow. Naj-
prawdopodobniej dzieje si¢ tak dlatego, ze dlugie,
ujemnie natadowane tancuchy lipopolisacharydu odpy-
chaja sie od siebie powodujac uwypuklenie i faldowanie
blony zewnetrznej, ktore ostatecznie konczy sie pow-
staniem pecherzyka [35].

Kolejny mechanizm wyjasniajgcy zjawisko powsta-
wania OMVs zwigzany jest z oddziatywaniem na blone
zewnetrzng bakterii pozakomodrkowych czasteczek
sygnalowych [46]. Naukowcy udowodnili, ze niektore
zwigzki powigzane ze zjawiskiem quorum-sensing
u bakterii, silnie facza si¢ z OM (Rys. 2). Wbudowujac
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Rys. 2. Powstawanie pecherzykow zewnatrzblonowych jako wynik
oddziatywania zwigzkow interkalujacych w strukture OM
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sie w jej strukture powoduja odpychanie tancuchow
lipopolisacharydu i wigzanie jonéw metali, co pogtebia
proces dezorganizacji blony i ostatecznie powoduje jej
faldowanie i oderwanie pecherzyka.

Tworzenie pecherzykow zewnatrzkomoérkowych
moze bezposrednio wynika¢ ze zmiany skladu biatko-
wego OM. Blona zewnetrzna polaczona jest z peptydo-
glikanem i blong wewnetrzng za pomoca specyficznych
bialek, ktérych ilo$¢ wpltywa na poziom integralnosci
tych elementéw. Zaobserwowano, ze mutanty Salmo-
nella enterica sv. Typhimurium LT2 pozbawione eks-
presji niektorych bialek zapewniajacych tacznos¢ oston
(np. LppAB, OmpA, TolB, TolA czy Pal) charakteryzuja
sie podwyzszong produkcja OMVs [16].

Kolejna z hipotez opiera si¢ na zalozeniu, ze ist-
niejg biatka, ktorych nadprodukcja w komdrce powo-
duje wzmozone wydzielanie pecherzykéw. Przykltadem
moze by¢ bialko PagC wyrazane w komoérkach Sal-
monella enterica w sytuacji, gdy bakteria znajduje si¢
w fagosomie makrofaga. Badania potwierdzity istnienie
pozytywnej korelacji migdzy ilo$cig PagC, a produkcja
pecherzykow. Co wigcej, stwierdzono, ze wraz ze wzro-
stem poziomu tego biatka nie tylko proces powstawa-
nia OMYV ulega przyspieszeniu, ale réwniez rosnie ilos¢
uwalnianych OMVs [37].

3. Funkcje pecherzykow zewnatrzkomorkowych

Dawniej stwierdzenie, ze pecherzyki zewnatrzbto-
nowe, to struktury niezbedne do przetrwania bakterii
budziloby liczne sprzeciwy. Dzis, w obliczu tego co wia-
domo na ich temat nie dziwi fakt, ze wiekszos¢ bada-
czy jest zdania, ze OMVs odgrywaja bardzo istotng role
w fizjologii bakterii Gram-ujemnych i stanowig nieod-
taczny element wielu proceséw biologicznych. Niektore
z tych rél opisano ponize;j.

3.1. Udzial w odpowiedzi na czynniki stresogenne

W warunkach stresu, np. w przypadku obecnosci
toksyn, antybiotykéw lub podczas narazenia na czyn-
niki uszkadzajace powierzchni¢ komorek, zwykle
roénie ilos¢ wydzielanych pecherzykow. Dzieki pro-
dukcji OMV's komorki sg w stanie sprawnie pozby¢ si¢
szkodliwych substancji i zle zwinietych bialek. Mimo,
ze indukcja wydzielania OMVs wymaga znacznych
naktadéw energii, korzysci zwigzane z tym procesem
sa niewspolmierne do poniesionych kosztow [47].
Mutanty E. coli, wykazujace ekstremalnie wysoki sto-
pien wydzielania OMVs charakteryzowaly sie wyzsza
przezywalnoscia na podtozu z polimyksyna B w porow-
naniu do szczepu dzikiego [45]. Ciekawym przyktadem
jest sposob eliminowania antybiotykéw B-laktamowych
przez Pseudomonas aeruginosa. Szczep P aeruginosa
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Rys. 3. Degradacja antybiotykéw p-laktamowych przez -laktamazy
w $wietle pecherzyka

oporny na te antybiotyki wytwarza pecherzyki zewna-
trzblonowe zawierajace P-laktamazy (Rys.3). Dzieki
temu, ze blona OMVs podobnie jak OM zawiera
poryny tworzace kanaly dyfuzyjne, f-laktamy obecne
w $rodowisku dyfunduja do wnetrza pecherzykow,
a nastepnie ulegaja inaktywacji przez znajdujace si¢
tam enzymy [63].

Bakterie wyksztalcity rézne mechanizmy zwalczania
fagow, do ktorych zaliczy¢ réwniez mozna produkeje
OMVs (Rys.4). Stwierdzono, ze wynikiem interakcji
bakteriofaga T4 z pecherzykami zewngtrzbtonowymi
E.coli jest nieodwracalna utrata aktywnosci faga.
Powyzsze badania popierajg koncepcje, iz OMVs moga
stanowi¢ ,,przynete” w celu ochrony komoérek przed
czynnikami przeciwdrobnoustrojowymi [44].
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Rys. 4. Produkcja pecherzykéw zewnatrzblonowych w celu ochrony
komorek przed atakiem fagow

3.2. Udzial w transporcie pozakomoérkowym

Pecherzyki zewnatrzblonowe zaangazowane s3
w transport szeregu zwigzkéw, m.in. biorg udzial
w transferze DNA [81] i dostarczaja do komorek
eukariotycznych wiele czynnikdw wirulencji, ktére
znajduja si¢ — zaréwno w $wietle pecherzyka jak i na
jego powierzchni [45]. Najwazniejszg zaletg transportu
pecherzykowego jest to, ze substancja dostarczana jest
do docelowej lokalizacji w relatywnie wysokim ste-
zeniu, a sam transport moze odbywac si¢ na wieksze
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odlegtosci w poréwnaniu do typowej sekrecji. Moze on
przebiega¢ na drodze fuzji blony OMV i blony komdrki
docelowej, internalizacji pecherzyka w procesie fago-
cytozy lub poprzez przyczepienie si¢ pecherzyka do
komorki docelowej i jego czesciowej lizy [8, 23, 34].

OMV:s biora takze udzial w przenoszeniu enzymow
wspomagajacych bakterie w zdobywaniu niezbednych
sktadnikow odzywczych i pierwiastkow. Proteazy, tak
jak np. aminopeptydazy P. aeruginosa transportowane
zaréwno w $wietle jak i na powierzchni pecherzykow
pozwalaja na degradacje zwigzkow wielkoczgsteczko-
wych i uwalnianie do §rodowiska aminokwaséw, ktore
moga mie¢ decydujace znaczenie dla przetrwania
bakterii w okreslonych warunkach [5]. Podobnie ma
sie sprawa z jonami metali w sytuacji ich niedoboru
w $rodowisku. Blona pecherzyka moze zawiera¢ specy-
ficzne bialka odpowiedzialne za wigzanie jonéw na jego
powierzchni, co pozwala na koncentracje ich stezenia
w sasiedztwie bakterii [42].

3.3. Udzial w tworzeniu biofilmu

Jedna z reakeji bakterii na stres jest wytwarzanie
wielokomoérkowych, skomplikowanych struktur otoczo-
nych pozakomorkowg matriks. Ostatnie badania wska-
zujg na dodatnig korelacje pomiedzy iloscig wydziela-
nych pecherzykow, a zdolnoscig bakterii do tworzenia

Tabela I
Przyklady funkcji OMVs powiazanych z wybranymi
procesami fizjologicznych [za 45]

Przyklady bakterii
Funkcja Gram-ujemnych
Transport DNA A. tumefaciens, B. burgdorferi,
Transformacja E. coli, H. influenzae,

N. gonorrhoeae, P. aeruginosa,
S. enterica subsp. enterica sv.
Typhimurium, S. marscens,

S. flexneri, Y. pestis

Transport innych czasteczek
(w tym czynnikéw wirulencji)

E. agglomerans, E. coli,

K. pneumoniae, M. morganii,
N. meningitidis, P. trifolii,

P vulgaris, P. aeruginosa,

P, fragi, S. enterica subsp.
enterica sv. Typhimurium,

S. marcescens, S. flexneri,

V. cholerae

Odpowiedz na czynniki
stresogenne dzialajace
na ostony komérkowe

E. coli, P. aeruginosa,
S. enterica subsp. enterica
sv. Typhimurium

Ochrona przed czynnikami
antydrobnoustrojowymi

E. coli, P. gingivalis,
P. aeruginosa, P. putida

Tworzenie i utrzymanie biofilmu | H. pylori, P. aeruginosa

Biomineralizacja S. putrefaciens,
Absorbcja UV V. cholerae,
Dzialanie owadobojcze X. nematophilus
Reaktywno$¢ redoks

biofilmu [6]. W przypadku Helicobacter pylori OMVs
zaangazowane s3 w proces agregacji komorek [82].
Sugeruje sie réwniez, ze pecherzyki pelnig funkcje
posrednika w interakcji komorek bakteryjnych, egzo-
polisacharydow, DNA i biatek z powierzchnia, do ktorej
przytwierdzony jest dany biofilm [65].

W przedstawionej ponizej tabeli (Tab.I) zebrano
przyktady funkcji pecherzykéow w réznych proce-
sach fizjologicznych wraz z przykladami bakterii je pro-
dukujacymi.

4. Pecherzyki zewnatrzblonowe w konstrukcji
szczepionek

Infekcje bakteryjne sg wciaz jedna z gtéwnych przy-
czyn hospitalizacji milionéw ludzi na $wiecie. Lecze-
nie chordb bakteryjnych staje si¢ coraz trudniejsze ze
wzgledu na szybkie rozprzestrzenianie si¢ i wzrost liczby
szczepow opornych na stosowane w leczeniu antybio-
tyki. Za najlepszy sposéb radzenia sobie z infekcjami
w trwajacej wlasnie ,,erze postantybiotykowej” uznaje sie
immunizacje spoleczenstwa — czyli stosowanie szczepio-
nek. Tradycyjne szczepionki opieraja si¢ na zastosowa-
niu zywych, atenuowanych komorek badz zabitych pato-
genow lub na zastosowaniu anatoksyn - czyli toksyn
pozbawionych zjadliwosci, ale o zachowanych wtasci-
wosciach antygenowych. Niestety, dla wielu patogenow
skonstruowanie bezpiecznej, skutecznej i w pelni specy-
ficznej szczepionki, ktorej produkeja opieralaby si¢ na
klasycznych metodach otrzymywania nie jest mozliwe.

Po odkryciu, ze OMVs transportuja wiele bio-
molekul wykazujacych zdolnos¢ do wywotania prze-
ciwko sobie odpowiedzi ukladu odpornosciowego,
ich potencjal jako niereplikujacych szczepionek nowej
generacji stal sie waznym aspektem badan immuno-
terapeutycznych [75].

Pierwsza szczepionka zawierajgca pecherzyki zew-
ngtrzblonowe opracowana zostala prawie 30 lat temu.
Byl to preparat przeciwko meningokokowemu zapa-
leniu opon médzgowo-rdzeniowych, ktore wywoluje
Neisseria meningitidis serotyp B. Skutecznos$c¢ tej szcze-
pionki siegata ponad 80% [68].

W rzeczywisto$ci, do roku 2010 jedynymi komercyj-
nie dostepnymi szczepionkami opartymi na OMVs byty
te skierowane przeciwko Neisseria meningitidis. Sukcesy
zwigzane z ich medycznym zastosowaniem sklonity
naukowcow do badan nad wlasciwosciami pecherzy-
kow zewnatrzkomoérkowych innych bakterii Gram-
-ujemnych. Szczegdlnie istotnym aspektem tych badan
bylo okreslenie w jakim stopniu pecherzyki wply-
waja na uklad odporno$ciowy i czy s one zdolne do
wywolania swoistej odpowiedzi immunologicznej. Na
podstawie powyzszych kryteriéw wyloniono wiele
bakterii patogennych, ktéorych OMVs w przysziosci
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moglyby postuzy¢ w konstrukcji szczepionek. Sa to
m.in. Acinetobacter baumannii, Brucella melitensis,
Francisella novicida, Haemophilus influenzae, Salmo-
nella enterica, Vibrio cholerae, Treponema pallidum,
Mycobacterium tuberculosis, Borrelia burgdorferi, Borde-
tella pertussis, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis
i wiele innych [13, 60]. Niektore z przykladéw przed-
stawiono bardziej szczegélowo ponizej.

4.1. Neisseria meningitidis

Co roku z powodu zakazen N. meningitidis choruje
1,2 mIn ludzi na calym $wiecie, z czego 10% umiera. Ta
bedaca dwoinkg bakteria, nalezaca do klasy Betaprote-
obacteria kolonizuje bfony §luzowe gérnych drég odde-
chowych cztowieka (wystepuje jako normalna flora
bakteryjna w nosogardzieli 5-15% dorostych o0s6b),
z ktérych czasami przechodzi do ptynu mézgowo-rdze-
niowego i krwiobiegu, powodujac zagrazajace zyciu
zapalenie opon mozgowych i posocznice [72].

Do tej pory zidentyfikowano trzynascie grup sero-
logicznych N. meningitidis w oparciu o antygenowe
réznice polisacharydéw otoczki. Najpowszechniejszymi
z nich sg serogrupy: A, B, C, W 1Y, ktére odpowiadaja
za 90% wszystkich zachorowan na meningokokowe
zapalenie opon moézgowych na $wiecie.

W przypadku meningokokéw, polisacharydowa
otoczka okazata sie¢ by¢ cennym narzedziem w tworze-
niu skutecznych szczepionek, niestety z wylaczeniem
grupy serologicznej B, ktéra odpowiada za 30-80%
zachorowan mieszkancow krajow Ameryki Lacinskiej,
Europy i USA. Oto6z serotyp B Neisseria meningitidis
zawiera w ostonach homopolimery kwasu N-acety-
loneuraminowego, ktére wchodza w sklad ludzkich
glikoprotein w tkance mozgu [22]. To determinowalo
niska immunogennos¢ szczepionki tworzonej na bazie
otoczki [80]. Dopiero zastosowanie OMVs pozwo-
lito na stworzenie skutecznego preparatu. Prace nad
szczepionka rozpoczeto od wytypowania potencjalnie
najlepszych antygenéw. Odpowiednimi kandydatami
okazaly si¢ biatka PorA i PorB, ze wzgledu na wysoki
poziom ekspresji w komorce i wysoka immunogennosé
[66]. OMVs do produkeji szczepionek uzyskiwano
przy uzyciu ekstrakcji detergentem, otrzymujac tzw.
dOMVs. Metoda ta pozwala na produkcje jednorod-
nych pecherzykéw ze zmniejszong zawartoscig lipo-
polisacharydu, bedacego silng endotoksyna, ale wcigz
na poziomie, ktéry zapewnia utrzymanie prawidiowej
struktury pecherzyka i wzmocnienie poszczepiennej
odpowiedzi na podane antygeny.

Skonstruowane w ten sposob szczepionki, tzw.
I generacji (first-generation vaccines based on outer
membrane vesicles) okazaly sie by¢ skuteczne, ale
w waskim zakresie, co wynika z duzej ré6znorodnosci
bialek PorA i PorB wsrdd szczepdw serogrupy B [73].

Dzigki analizie genomu szczepu MC58 N. meningi-
tidis zidentyfikowano 350 gendéw potencjalnych anty-
genéw, ktére nastepnie wprowadzano do komorek
Escherichia coli. Nadprodukcja badanych biatek w hete-
rologicznym gospodarzu i immunizacja myszy tak
przygotowanymi antygenami umozliwita wyltonienie
najbardziej immunogennych czasteczek [55]. Ostatecz-
nie, do konstrukeji szczepionki wybrano 5 antygendw,
ktére potaczono w rekombinowane biatka, w tym:

o NHBA (Neisseria heparin binding antigen) — anty-

gen Neisseria wigzacy heparyne

» NadA (Neisseria meningitidis adhesin A) — adhe-

zyna A biorgca udzial w inwazji bakterii na ko-
morki nabtonkowe

« fHbp (factor H binding protein) — bialko wiazace

surowiczy czynnik H

Badania na zwierzetach dowiodly znacznej skutecz-
nosci i szerszego zakresu ochrony przed zakazeniami
N. meningitidis serotypem B, w poréwnaniu do wczes-
niej stosowanych szczepionek I generacji [67]. Nowa
szczepionke o nazwie Bexsero®, opatentowana przez
firme Novartis do 2014 roku dopuszczono do uzytku
w 34 krajach, w tym w Kanadzie, Australii i paiistwach
Unii Europejskiej. Firma Novartis zapoczatkowala ere
szczepionek nowej generacji (next generation OMVs
vaccines).

Kaaijk i wsp. powrdcili do pomystu szczepionki
z bialkiem PorA. Stworzyli genetycznie zmodyfikowany
szczep, ktory wyraza rozne warianty tego biatka. Tak
powstaly szczepionki HexaMen® (zawierajaca peche-
rzyki dwdch szczepdw, wyrazajacych po trzy rézne wer-
sje biatka PorA) i NonaMen® (trzy rozne szczepy, kazdy
wyrazajacy trzy rézne warianty PorA). Jak wynika
z badan klinicznych, oba preparaty sg skuteczne, dobrze
tolerowane i bezpieczne w uzyciu [33].

Kolejnym krokiem w rozwoju szczepionek prze-
ciwko serotypowi B N. meningitidis opartych na OMV's
byto stworzenie preparatow o obnizonej zawartosci
lipopolisacharydu, tak by ich produkcja wykluczata
koniecznos¢ stosowania ekstrakcji  detergentem.
Metoda ta skutkuje utratg wielu lipoprotein, co obniza
ogolny potencjal immunogenny pecherzykow [76].
Problem rozwigzano dzigki odkryciu genu [pxL1. Muta-
cja w tym genie zwigzana jest z modyfikacja lipidu A,
ktora skutkuje obnizeniem toksycznosci lipopolisacha-
rydu, przy jednoczesnym braku wplywu na jego wias-
ciwosci jako adiuwanta [77].

Obecnie trwaja proby stworzenia multiwalentnej
szczepionki przeciwko serogrupom A, W i X [51].
Serotypy te odpowiadaja za wigkszos¢ zachorowan
w Afryce. Do tej pory badaniu klinicznemu pierwszej
fazy poddana jest biwalentna szczepionka z antygenami
serotypow A i W, uzyskana ze szczepow najczesciej
identyfikowanych w ogniskach zakaznych meningo-
kokowego zapalenia opon mézgowych [1].
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Tabela II
Przyktady szczepionek opartych o uzycie OMVs przeciwko meningokokowemu zapaleniu opon mézgowych

Nazwa szczepionki Charakterystyka Producent
VA-MENGOC-BC® | Zaprojektowana do zwalczenia wybuchu choroby meningokokowej na Kubie | Finlay Institute,
(przeciwko serogrupom B i C). Skuteczno$¢ ok. 80% [27]. Vacunas Finlay S.A.
MenBvac® Opracowana w Norwegii w zwigzku z epidemia choroby w latach 1988-91. | Norwegian Institute
Skuteczno$¢ siega 87% [17]. of Public Health
MeNZB® Opracowana w Norwegii, nigdy niedopuszczona do uzytku w tym kraju. Norwegian Institute of Public
Stosowana podczas epidemii w Nowej Zelandii. Skutecznos¢ ponad 75%. Health, Chiron Vaccines
Bexsero® Szczepionka stymuluje wytwarzanie przeciwcial rozpoznajacych antygeny Novartis
NHBA, NadA, fHbp i PorA. Wysoka skutecznos¢ [2].
Trumenba® Produkt dopuszczony do uzytku w USA od 2014 roku. Sktad obejmuje dwa | Pfizer
warianty biatka fHbp. Preparat zostal uznany za catkowicie bezpieczny.
HexaMen® Zawiera OMVs dwoch rekombinowanych szczepdéw — kazdy z nich wyraza | National Institute of Public
trzy warianty biatka PorA. Skutecznos¢ ponad 50% [52]. Health and Environment (RIVM)
NonaMen® Preparat zawiera OMV’s trzech rekombinowanych szczepdw - facznie National Institute of Public Health
sklada si¢ z 9 wersji biatka PorA. Szacowana skuteczno$¢ wynosi 80% [33].  |and Environment (RIVM)

W przedstawionej powyzej tabeli (Tab. IT) zebrano
informacje dotyczace opatentowanych szczepionek
anty-Neisseria wraz z ich charakterystyka.

4.2. Vibrio cholerae

Bakterie Vibrio cholerae nalezace do klasy Gamma-
proteobacteria s3 czynnikiem etiologicznym cholery.
Choroba ta przenoszona jest droga fekalno-oralng
i charakteryzuje si¢ obfita, wodnistg biegunka, prowa-
dzaca do odwodnienia, a czgsto takze, w przypadku
nieleczenia, do $mierci. Najwazniejszymi czynnikami
chorobotwoérczymi V. cholerae jest produkeja pili TCP
(toxin-coregulated pilus), ktére utatwiajg przyleganie
do mikrokosmkoéw gospodarza i uwalnianie egzotok-
syny [38]. Od 2000 roku na $wiecie odnotowuje sie staty
wzrost liczby zachorowan na cholere. Duze ogniska epi-
demii wystepuja w krajach rozwijajacych si¢ na terenie
Afrykii Azji. Wedtug oficjalnych danych przekazanych
do WHO, na $wiecie notuje sie ok. 200 000 przypadkow
tej choroby rocznie. WHO ocenia jednak, ze zgtasza-
nych jest jedynie 5-10% przypadkéw [62].

Do tej pory zidentyfikowano 200 serogrup tego
gatunku, ale za epidemie cholery odpowiadaja wy-
tacznie szczepy V. cholerae O1 i w mniejszym stopniu
0139. Te dwie spokrewnione serogrupy wyréznia uni-
kalna kompozycja i struktura lipopolisacharydu w bto-
nie. V. cholerae O1 dalej dzieli si¢ na biotyp klasyczny
i El Tor [11].

Na rynku farmaceutycznym istnieja komercyjnie
dostepne szczepionki przeciwko V. cholerae na bazie
zabitych badz atenuowanych bakterii, niemniej jednak
nie zapewniaja one dlugoterminowej ochrony. Obecnie
zadna szczepionka nie jest licencjonowana do uzytku
dla dzieci w wieku ponizej 2 lat i zaden z dostgpnych na
rynku preparatéw nie chroni przed cholerg wywotang
przez serotyp 0139 [64].

Rozwigzaniem problemu moze okazac¢ si¢ zastoso-
wanie pecherzykow zewnatrzblonowych. Schild i wsp.
opublikowali badania, w ktérych wykazali, Ze podanie
myszom preparatow z oczyszczonymi OMVs V. cho-
lerae (donosowo, dozotadkowo lub dootrzewnowo)
wywoluje trwaly i wysoki poziom produkeji przeciwciat
skierowanych przeciwko antygenom obecnym w peche-
rzykach, 1000-krotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej.

Co wigcej, samica przekazuje przeciwciala prze-
ciwko antygenom V. cholerae potomstwu, co chroni je
przed zakazeniem [64]. W Indiach powstala multiwa-
lentna szczepionka nazwana w skrocie CPMVs (cho-
lera pentavalent OMVs) z pecherzykow zewnatrzbto-
nowych pigciu szczepdéw, obejmujacych serotypy Ol,
01391 O6. Wyniki badan potwierdzaja jej wlasciwosci
immunogenne i zdolnos¢ pobudzania ukltadu odpor-
nosciowego myszy do produkeji przeciwcial réznych
klas. W tym przypadku réwniez potomstwo immuni-
zowanych samic uzyskiwato odpornos¢ na zakazenia
V. cholerae. Niewatpliwie CPMVs ma potencjal, by sta¢
sie podstawa licencjonowanej szczepionki przeciwko
cholerze, dlatego, ze zapewnia ochron¢ przed wiek-
szo$cig chorobotworczych szczepow [71].

4.3. Bordetella pertussis

Krztusiec to ostra choroba ukfadu oddechowego,
charakteryzujgca si¢ nawracajagcymi napadami kaszlu
i przedluzajaca sie¢ dusznoscig. Chorobe wywoluja
pateczki Bordetella pertussis, wykazujace wysokie powi-
nowactwo do komorek rzgskowych nablonka oddecho-
wego. Patogeneza tego gatunku zwigzana jest z pro-
dukcja adhezyn i toksyn. Choroba podlega transmisji
poprzez kontakt bezposredni lub kichanie. Szacuje sie,
ze na calym $wiecie rocznie wystepuje ok. 20 milio-
néw zachorowan. Obecnie na rynku farmaceutycz-
nym dostepne sg dwa rodzaje szczepionek przeciwko
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krztu$cowi: pierwsza z nich oparta jest na zastosowa-
niu zabitych bakterii, druga natomiast to preparat bez-
komoérkowy w skiad ktérego wchodzg immunogenne
sktadniki, takie jak fimbrie, toksyna krztuscowa PT
(pertussis toxin), hemaglutynina, i pertaktyna [43].

Pomimo szeroko zakrojonego programu szczepien,
krztusiec powraca nie tylko wérdd dzieci, lecz réwniez
wsrdod dorostych. Przypuszczalnie odpowiedzialna za
to jest zbyt niska skuteczno$¢ dostepnych preparatow
immunogennych. Alternatywnym podej$ciem jest kon-
strukcja szczepionek na bazie OMVs.

Fernandez i wsp. przeprowadzili badania z uzyciem
pecherzykow, w ktorych potwierdzili ich wysoka sku-
teczno$¢ w zapobieganiu chorobie, na mysim modelu
krztu$ca. Po 2 tygodniach od podania szczepionki gry-
zonie infekowano B. pertussis. Myszy immunizowane
preparatem wykazywaly wysoki poziom ochrony przed
rozwojem choroby (wynoszacy ok. 90%) w poréwnaniu
do zwierzat, ktérym aplikowano roztwér PBS (ok. 12%).
Po czterech dniach od infekcji, w wymazach z ptuc
osobnikow grupy badanej nie identyfikowano zywych
bakterii, w przeciwienstwie do wymazdéw z narzadéw
oddechowych grupy kontrolnej [20].

4.4. Chlamydia trachomatis

Drobnoustroje z rodzaju Chlamydia sp. sa paso-
zytami wewnatrzkomoérkowymi charakteryzujacymi
sie cyklem zyciowym, w ktorym bakterie wystepuja
w dwoch formach morfologicznych - jako zakazne
ciatka elementarne (EBs - elementary bodies) i niein-
fekcyjne cialka siateczkowate (RBs - reticulate bodies).
Chlamydia sp. wystepuja powszechnie w przyrodzie
i wywoluja wiele schorzen u ludzi i zwierzat [53].

Poczatkiem konstrukcji szczepionki przeciw Chla-
mydia trachomatis byly analizy in silico genomu bak-
terii, w celu wytypowania potencjalnie najbardziej
immunogennych antygenéw. Finco i wsp. wyselekcjo-
nowali 120 bialek, a do oceny ich immunogennosci
postuzyly eksperymenty majace na celu sprawdzenie
zdolnoéci stymulacji produkeji IFN-y i specyficz-
nych limfocytéw T (badania in vitro na splenocytach
myszy). Ostatecznie wybrano 7 bialek. Dalsze bada-
nia prowadzone byly na ortologicznych odpowiedni-
kach tych bialek z Chlamydia muridarum na mysim
modelu zapalenia pluc. Potwierdzily one wysoka sku-
teczno$¢ w indukeji odpowiedzi komoérkowej i humo-
ralnej [21]. Jednym z wytypowanych do badan biatek
byla silnie konserwowana ewolucyjnie proteaza sery-
nowa — HtrA (high temperature requirement A pro-
tease). Enzym odpowiada za usuwanie nieprawidlowo
zwinietych biatek [12]. Gen proteazy C.muridarum
zostal wprowadzony do komdrek E. coli, a wyrazone
biatko identyfikowano w produkowanych przez E. coli
pecherzykach zewnatrzblonowych, ktérymi ostatecznie

immunizowano myszy BALB/c. Wynikiem byla induk-
cja produkgji specyficznych przeciwcial anty-HtrA. Co
wiecej, badania in vitro udowodnily, ze surowica myszy
immunizowanych preparatem HtrA-OMVs neutra-
lizuje zakazenia Chlamydia sp. na poziomie znacznie
wyzszym, niz surowica myszy immunizowanej tylko
biatkiem HtrA lub tylko OMVs [4]. Zgromadzone
dane stanowig solidng podstawe do dalszych badan
w kierunku zastosowania pecherzykow jako bazy pod
szczepionke przeciwko Chlamydia sp.

4.5. Burkholderia pseudomallei

Paleczki Burkholderia pseudomallei wywotujg melio-
idoze - tropikalng chorobe ludzi i zwierzat podobna
w przebiegu do nosacizny, gruzlicy lub duru brzusz-
nego. Moze ona wystepowa¢ w jednej lub kilku posta-
ciach klinicznych, np. jako ostre, miejscowe zakazenie,
w postaci plucnej lub posocznicowej. Czesto prowadzi
do $mierci chorego. Do zakazenia dochodzi poprzez
uszkodzong skére, drogi oddechowe lub przewdd
pokarmowy, a gtéwnym zrodlem paleczek jest zanie-
czyszczona woda i gleba. Melioidoza wystepuje glow-
nie w krajach potudniowej Azji i péinocnej Australii
[79]. Choroba ta jest trudna w leczeniu ze wzgledu na
naturalng oporno$¢ B. pseudomallei na wiele antybio-
tykéw. Obecnie na rynku nie ma zadnej komercyjnie
dostepnej szczepionki przeciwko melioidozie, chociaz
kilka preparatow jest testowanych w badaniach przed-
klinicznych [69].

Nieves i wsp. wykazali, ze OMVs B. pseudomallei
indukujg produkcje specyficznych przeciwcial, na-
wet bez udzialu egzogennego adiuwanta. Co wiecej,
badania na myszach udowodnily, ze preparat immuno-
genny zawierajacy pecherzyki zewnatrzblonowe poda-
wany podskornie zapewnia wysoki poziom ochrony
w przypadku zakazenia B.pseudomallei, natomiast
podawany donosowo nie wywoluje dostatecznego
efektu ochronnego [49].

W poéziniejszych badaniach przeprowadzono row-
niez test aktywnosci bakteriobojczej surowicy. Szczep
K96243 B. pseudomallei inkubowano w pozywce
z dodatkiem bydlecej surowicy ptodowej — FBS (fetal
bovine serum) lub z dodatkiem FBS wzbogaconej
o surowice myszy immunizowanych pecherzykami
zewnatrzblonowymi. Po inkubacji okreslano liczbe
zdolnych do przezycia bakterii wysiewajac je w roz-
nych rozcienczeniach na podtoze stale. Wyniki potwier-
dzily obecno$¢ we krwi gryzoni immunoglobulin
skierowanych przeciwko B. pseudomallei. Po inkubacji
z surowicg myszy wczesniej immunizowanych OMVs
stwierdzono znaczny spadek ilosci zywych bakterii.
W przypadku, inkubacji paleczek Burkholderia w roz-
tworze FBS zaobserwowano wzrost liczby bakterii
w poréwnaniu do poczatkowej ich ilosci [50].
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4.6. Acinetobacter baumannii

Wisréd Gram-ujemnych pateczek, do ktérych zali-
cza sie¢ m.in. takie patogeny, jak Pseudomonas aeru-
ginosa, Stenotrophomonas maltophilia czy Burkholde-
ria cepacia wyrozni¢ rowniez mozna bakterie rodzaju
Acinetobacter.

W praktyce najczesciej izoluje si¢ szczepy nalezgce
do gatunku A. baumannii, ktére stanowia ponad 70%
klinicznych izolatow. Bakterie te sg patogenami oportu-
nistycznymi odgrywajacymi coraz wigksza role w zaka-
zeniach pacjentéw leczonych na oddziatach intensyw-
nej terapii. Wywoluja przede wszystkim zakazenia
ukladu oddechowego, a takze bakteriemie, zakazenia
ukladu moczowego, skory i ran czy zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych lub wsierdzia. Rzadko powig-
zane sg z zakazeniami pozaszpitalnymi.

Leczenie infekcji wywolywanych przez A. bauman-
nii jest trudne, poniewaz wysoki odsetek szczepow
tych bakterii posiada opornos$¢ na wiele, a czasami na
wszystkie skuteczne niegdys antybiotyki [61].

W zwigzku z tym, istnieje konieczno$¢ opracowania
nowych lekéw, ale przede wszystkim konstrukeji sku-
tecznej szczepionki anty-Acinetobacter.

Jun i wsp. udowodnili, ze OMVs A. baumannii sa
cytotoksyczne w stosunku do komorek linii nabtonka
ludzkiego (Hep-2). Uszkodzenia komérek oceniano
przy uzyciu mikroskopii odwrdconej i za pomoca testu
okreslajacego stopien proliferacji komorek z uzyciem
WST 1 (water soluble tetrazolium salts). Zaobserwowa-
no, ze zaaplikowanie pecherzykow w ilosci =20 pug/ml
powoduje zmiane morfologii komodrek Hep-2 (kurczenie
lub zaokraglanie) i ich odrywanie od podtoza. Okres-
lono réwniez zdolnos¢ OMVs do wywolania reak-
¢ji prozapalnej. W tym celu izolowano RNA z Hep-2
potraktowanych wczesniej preparatem zawierajacym
pecherzyki zewnatrzblonowe i przeprowadzono reakeje
odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA pieciu
cytokin (IL-1b, IL-6, IL-8, MIP-1a (macrophage inflam-
matory protein — ludzkie biatko zapalne makrofagow)
i MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1 - biatko
chemotaktyczne dla monocytéw)). Komplementarny
DNA postuzyt do reakcji PCR w czasie rzeczywistym,
pozwalajgcej na oszacowanie ilo$ci kwasu deoksyrybo-
nukleinowego. Okazalo sie, ze komoérki w odpowiedzi
na OMV:s transkrybujg geny wszystkich badanych cyto-
kin, a ich poziom zalezy od dawki pecherzykow. Jedno-
cze$nie potwierdzono dzialanie prozapalne preparatow
pecherzykowych w warunkach in vivo [32].

Pordéwnano réwniez, w warunkach in vivo nasilenie
odpowiedzi prozapalnej powodowanej przez zakazenie
komorek bakteriami z odpowiedzig wywolywang przez
podanie preparatéw pecherzykowych. Okazuje sig, ze
produkcja ww. cytokin jest znacznie wyzsza w przy-
padku zaaplikowania pecherzykow (o stezeniu 15 pg/ml)

niz w przypadku odpowiedzi komoérek na zakazenie
komorkami A. baumannii [32].

Dotychczasowe wyniki badan nad OMVs A. bau-
mannii stanowig obiecujacg perspektywe na stworze-
nie szczepionki przeciwko schorzeniom wywolywanym
przez ten mikroorganizm. Po podaniu OMV's domigs-
niowo myszom (w trzech dawkach) zaobserwowano
powstawanie specyficznych przeciwciat IgG, a w przy-
padku immunizacji donosowej réwniez IgA. Poziom
immunoglobulin byl na tyle wysoki, ze po zakazeniu
zwierzat bakteriami A. baumannii 1 wywolaniu sepsy
poziom przezywalnosci zwierzat byt 10-krotnie wyz-
szy w grupie immunizowanej OMVs niz w grupie
kontrolnej. Ponadto, myszy, ktéorym podano surowice
ze specyficznymi przeciwcialami anty-Acinetobac-
ter byly catkowicie chronione przed zakazeniem tym
patogenem, w przeciwienstwie do grupy kontrolnej,
w ktorej jedynie 20% myszy przezylo infekcje [28].

4.7. Francisella noatunensis

Rodzaj Francisella obejmuje trzy gatunki nieruchli-
wych, $cidle tlenowych pateczek. Jeden z nich, E tularen-
sis jest wewnatrzkomorkowym patogenem czlowieka.
Progowa dawka infekcyjna dla ludzi wynosi zaledwie
10 bakterii [29]. Cecha charakterystyczng typowych
postaci tularemii jest nagly poczatek choroby z dresz-
czami, bélami miesni i glowy, wysoka temperaturg,
ogolnym rozbiciem, brakiem apetytu. Moze réwniez
przebiegac tagodnie lub bezobjawowo. W miejscu wnik-
niecia patogenu nastepuje namnozenie bakterii i two-
rzenie owrzodzen [39]. Drugi gatunek, E noatunensis
powoduje choroby ryb (francisellosis) odpowiedzialne
za straty ekonomiczne w sektorze hodowli ryb. Znane sg
dwa podgatunki Francisella noatunensis, pierwszy z nich
- E noatunensis spp. noatunensis — infekuje ryby zyjace
w wodach chlodniejszego klimatu, natomiast podga-
tunek orientalis bytuje w wodach klimatu cieplejszego.
Obecnie nie ma zadnej komercyjnie dostepnej szcze-
pionki przeciwko temu patogenowi, a wczesniej badana
szczepionka oparta o atenuowane szczepy Francisella
noatunensis okazala sie by¢ malo skuteczna [10].

Analiza LC-MS OMVs produkowanych przez
E noatunensis ssp. noatunensis ujawnita obecno$¢ wielu
biatek zwigzanych z wirulencja, w tym trzy biatka kodo-
wane przez geny bedace czgscig genow zgrupowanych
w postaci wyspy patogennosci FPI (Francisella patho-
genicity island).

Brudal i wsp. przeprowadzili szczepienia dootrzew-
nowe ryb Danio rerio. Podawano 40 ug OMVs zawie-
szonych w PBS lub aplikowano tylko PBS (grupa
kontrolna). Po 32 dniach, czes¢ ryb infekowano E noa-
tunensis ssp. noatunensis (10 bakterii). Zaobserwowano,
ze grupa ryb nieimmunizowanych, a poddanych zaka-
zeniu wykazywala takie objawy jak: zmniejszona ruchli-
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wo$¢, spadek masy ciata czy brak apetytu, co odpowiada
symptomom choroby wywotlanej przez pateczki Franci-
sella. Natomiast ryby immunizowane przed zakazeniem,
nie wykazywaty zadnych objawow chorobowych. Liczba
bakterii w poszczegolnych narzadach byfa okreslana
posrednio za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym. Analiza w oparciu o ilos¢ DNA odpowiadajaca
wielkosci genomu pojedynczej komorki E noatunensis
(tzw. ekwiwalent genomu) wykazata zmniejszona liczbe
bakterii w nerkach, $ledzionie i sercu ryb immunizowa-
nych pecherzykami, w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(nieimmunizowanej OMVs) [9].

4.8. Shigella spp.

Nalezace do rodziny Enterobacteriaceae paleczki
Shigella to Gram-ujemne, wzglednie beztlenowe, nie-
zdolne do ruchu drobnoustroje. Gatunek S. dysente-
riae obejmuje 13 serotypow, S. flexneri — 16 serotypow,
S. boydii - 18 serotypdw, a S. sonnei — 1 serotyp. S. dysen-
teriae wytwarza jedna z najsilniejszych toksyn, jaka jest
toksyna Shiga. Pateczki S. sonnei i S. boydii powoduja
zatrucia o fagodniejszym przebiegu niz szczepy S. flex-
neriiS. dysenteriae.

Szacuje sig, ze co roku ponad 150 milionéw ludzi
na $wiecie choruje na tzw. czerwonke bakteryjna,
z czego okolo milion przypadkéw konczy si¢ $mier-
cig. Do wywolania choroby wystarczy niewielka liczba
komorek bakteryjnych (10-100), ktére nie ging w kwa-
$nym $rodowisku zotadka. Zakazenia wystepuja czgsto
u malych dzieci i ludzi starszych. Do najbardziej cha-
rakterystycznych objawdw szigelozy nalezg goraczka,
béle brzucha i wodniste lub krwawe biegunki. Opor-
no$¢ na antybiotyki wsrdd rodzaju Shigella jest bardzo
czesta i ciagle wzrasta [57].

Szczegotowa wiedza dotyczaca epidemiologii zaka-
zen pozwala na wybdr potencjalnych kandydatéw do
skutecznej szczepionki, umozliwiajacej zapanowanie
nad szigeloza. Od lat prowadzone sg badania nad sku-
tecznym preparatem anty-Shigella, ktory chroniltby
przed zakazeniami spowodowanymi przez rézne sero-
typy tego patogena [78].

Mitra i wsp. opracowali multiwalentng szczepionke
na bazie pecherzykéw zewnatrzblonowych o nazwie
MOMVs (multi-serotype outer membrane vesicles),
zawierajacg antygeny szesciu szczepdw Shigella spp.
(S. sonnei, S. dysenteriae 1, S. flexneri 2a, 3a i 6 oraz
S. boydii 4). Zastosowanie tych szczepdw wigze sig
z wyksztalceniem opornosci na czerwonke w skali
globalnej, w zwigzku z podobienstwem antygenowym
do szerokiego grona innych pokrewnych serotypdow.
Wszystkie uzyte w badaniu na myszach OMVs wyka-
zywaly podobny poziom immunogennosci, a wywolana
przez nie produkeja przeciwcial typu IgG utrzymywata
sie na wysokim poziomie, nawet w 120 dniu po ostatniej

dawce szczepionki. Badaniu poddano réwniez zdolno$¢
surowicy myszy immunizowanych i nieimmunizowa-
nych do opsonizacji drobnoustrojow, umozliwiajaca ich
fagocytoze przez komorki zerne. Wyniki pokazuja, ze
bakterie inkubowane z mysig surowicg anty-MOMVs
byty skuteczniej fagocytowane i zabijane przez makro-
fagi w poréwnaniu do proby kontrolne;j.

Zbadano réwniez stopient odpornoéci biernej naby-
tej u mysich noworodkéw. Czterodniowe myszy zaka-
zano szczepami Shigella i okreslano ich przezywalno$¢.
Wigkszo$¢ potomstwa nieimmunizowanych samic
wykazywata objawy choroby i ostatecznie nie przezy-
wala infekcji, w przeciwienstwie do potomstwa grupy
samic immunizowanych MOMVs, w ktérej $miertel-
nos$¢ mtodych nie wynosita wigcej niz 10%. Jest to zwia-
zane z przenikaniem przeciwcial wytworzonych przez
uklad immunologiczny matki przez tozysko podczas
cigzy i podczas karmienia mlekiem [48].

4.9. Campylobacter jejuni

Paleczki Campylobacter s3 obecnie jednym z naj-
cze$ciej izolowanych etiologicznych czynnikéw zatrué
i zakazen pokarmowych pochodzenia bakteryjnego
w populacji ludzkiej. Zakazenia u ludzi wywotuja
gléwnie paleczki nalezace do gatunkoéw C. jejuni,
C. coli i C. lari, sposréd ktérych najczesciej izolowany
od pacjentow jest C. jejuni subsp. jejuni wywolujacy ok.
90-95% przypadkow kampylobakteriozy [70].

Gatunek C. jejuni powszechnie wystepuje w produk-
tach pochodzenia zwierzgcego. Badania prowadzone
w kierunku obecno$ci paleczek Campylobacter spp. na
powierzchni tuszek drobiowych wykazaly znaczne ich
zanieczyszczenie, siegajace nawet 80%. Niebezpieczen-
stwo zakazenia niesie takze spozycie zanieczyszczonej
bakteriami wody lub kontakt ze zwierzgtami domowymi
i hodowlanymi [14]. Po przedostaniu si¢ do przewodu
pokarmowego czlowieka i przetrwaniu w niesprzyjaja-
cym im, kwasnym srodowisku zofadka, pateczki docie-
raja do nablonka jelita, gdzie przenikajg przez sluzéwke
i wnikaja do komorek nabtonka jelitowego [83].

Zakazenie moze przebiega¢ w sposdb bezobjawowy
lub prowadzi¢ do wystepowania nudnosci, wymio-
tow, bolow brzucha, podwyzszonej temperatury ciala,
a przede wszystkim do ostrej biegunki z obecnoscia
krwi w kale. Sporadycznie paleczki Campylobacter
moga wywola¢ powiklania, takie jak reaktywne zapa-
lenie stawow, zesp6t Guillaina-Barrégo (1% ludzi zaka-
zonych), czy zespo6t Millera-Fischera [70].

Wedlug danych Zaktadu Epidemiologii Narodo-
wego Instytutu Zdrowia Publicznego liczba zachorowan
na kampylobakterioze w naszym kraju w 2014 roku
byta do$¢ niska i wynosita 654 potwierdzonych przy-
padkow [24]. W Polsce jest to nadal choroba, ktéra nie
jest wystarczajaco czgsto diagnozowana, rozpoznawana
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i rejestrowana, dlatego trudno oszacowa¢ rzeczywistg
liczbe przypadkow i czesto$é wystepowania kampylo-
bakteriozy w naszym kraju.

W wiekszosci przypadkow zakazenia C. jejuni prze-
mijajg samoistnie, wymagajac jedynie uzupelniania ply-
noéw. Niemniej jednak, w niektorych przypadkach nie-
odzowne jest zastosowanie antybiotykoterapii. Zjawisko
nasilajacej sie antybiotykoopornos$ci wynikajace z cze-
sto nieuzasadnionego stosowania antybiotykéw w tera-
pii ludzi jak i zwierzat przybiera coraz powazniejszg
posta¢. Badania epidemiologiczne wykazuja gwaltowny
wzrost opornosci na powszechnie stosowane terapeu-
tyki, co niewatpliwie utrudnia zwalczanie przypadkow
kampylobakteriozy, wydluzajac czas leczenia lub powo-
dujac catkowita nieskutecznos¢ stosowanej terapii [26].

Prace nad szczepionka anty-Campylobacter dla
ludzi wiaza sie z ryzykiem wystapienia chordb auto-
immunologicznych, ze wzgledu na podobienstwo
lipooligosacharydu (LOS) C. jejuni do ludzkich gliko-
sfingolipidéw obecnych w komérkach nerwowych [74].
Dlatego wprowadzenie do powszechnego stosowania
szczepien ochronnych drobiu - gléwnego rezerwuaru
Campylobacter jejuni, wydaje si¢ by¢ bezpieczniejsza
alternatywa w strategii zapobiegania przypadkom kam-
pylobakteriozy u ludzi.

Od wielu lat rozne osrodki badawcze na calym
$wiecie prowadza badania nad stworzeniem skutecznej
szczepionki anty-Campylobacter dla drobiu. Testowane
propozycje mozna podzieli¢ na preparaty skonstruo-
wane w oparciu o zabite komorki drobnoustrojow tzw.
CWC (Campylobacter whole-cell vacinnes) oraz szcze-
pionki podjednostkowe zawierajgce jedynie wybrane
antygeny Campylobacter [30].

Jang i wsp. przeprowadzili analize proteomiczng
pecherzykow zewnatrzkomdrkowych C. jejuni szczepu
NCTC11168 z zastosowaniem techniki spektrometrii
mas. Badania proteomiczne potwierdzity obecnos¢
w OMVs bialek warunkujacych chorobotwoérczosé
pateczek Campylobacter jejuni, takich jak: czynniki
adhezyjne (CadF, PEB1, MOMP, FlaC, FspA), biatka
budujace rzeske (FIgE, FlgK, Flil, FliD i FliF, FlaA,
FlaB), biatka sekrecyjne (Cj0511) czy cytoletalna tok-
syna — CDT (cytolethal distending toxin) [31]. Peche-
rzyki zewnatrzblonowe C.jejuni indukuja produk-
cje wielu czynnikéw zwigzanych z niespecyficznymi
mechanizmami obronnymi w organizmie czltowieka.
Jedna z najlepiej opisanych cytokin uwalnianych we
wczesnej fazie zakazenia paleczkami Campylobacter
jest IL-8. Elmi i wsp. przeprowadzili eksperyment,
w ktorym pordéwnali stezenie wydzielanej interleukiny
po inkubacji z komoérkami C. jejuni 11168H i OMV's
tego szczepu. Ilos¢ produkowanej przez IECs (intesti-
nal epithelial cells) IL-8 pod wptywem 100 ug OMVs
byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do komérek kon-
troli negatywnej, i oscylowala na podobnym poziomie

w odniesieniu do IECs inkubowanych z komdrkami
C.jejuni. Istotna statystycznie réznica wystepowala
nawet przy zastosowaniu 10 pg OMVs [19].

5. Podsumowanie

Pecherzyki zewngtrzbtonowe, poczatkowo obser-
wowane tylko w specyficznych warunkach hodowli,
s obecnie nieodlgczng czgscig mikrobiologii. W ciggu
ostatnich 50 lat stalo si¢ jasne, ze ich wytwarzanie przez
bakterie Gram-ujemne jest zjawiskiem powszechnym
i typowym. Badania nad OMVss obecnie w duzej mierze
obejmujg poznanie ich roli w fizjologii bakterii, proce-
sie patogenezy i interakeji ze srodowiskiem zewnetrz-
nym. OMVs stanowia alternatywng droge wydzielania
i transportu wielu biatek i innych biomolekut, w tym
kwaséw nukleinowych. Transport tego typu pozwala na
interakcje ze srodowiskiem pozakomoérkowym, jedno-
cze$nie wykluczajgc ryzyko zwigzane z kontaktem bez-
posrednim np. z komdrkami eukariotycznymi podczas
procesu patogenezy. Pecherzyki zewnatrzblonowe staly
sie waznym narzedziem w walce z chorobami zakaz-
nymi. Zainicjowane do tej pory programy szczepienne
przeciwko serotypowi B Neisseria meningitidis zdecy-
dowanie dowodzg, iz warto inwestowaé w tworzenie
szczepionek na bazie OMVs réwniez w walce z innym
bakteriami patogennymi.

Co wiecej, obserwuje si¢ staly wzrost zainteresowa-
nia OMVs jesli chodzi o mozliwosci i drogi ich zasto-
sowania — nie tylko w prewencji bakteryjnych choréb
zakaznych. Obecnie naukowcy coraz czesciej skupiaja
sie w swoich badaniach nad mozliwoécig zmiany ich
wlasciwosci. Dzigki technikom biologii molekularne;
mozna przeprogramowac sktad biomolekut transpor-
towanych przez OMVs (zaréwno w ich $wietle, jak i na
ich powierzchni). To umozliwia przenoszenie unikal-
nych kombinacji antygendw, przeciwcial, receptoréow
czy rdznego typu enzymow, co ostatecznie pozwoli na
ich zastosowanie w réznych gateziach biotechnologii.

Wprowadzanie specyficznych genéw i wyrazanie
rekombinowanych bialek w komérkach producenta
umozliwia optymalizacje¢ procesu produkcji peche-
rzykéw zewnatrzblonowych, a w konsekwencji two-
rzenie swoistych ,,minifabryk’”, niezbednych do wpro-
wadzenia technologii zwigzanej z OMVs na szeroka
skale. Kto wie, czy w przyszloéci nie uda si¢ stworzy¢
w pelni specyficznych, catkowicie nietoksycznych
szczepionek na bazie OMVs, wywolujacych wysoki
poziom ochrony przed poszczegdlnymi drobnoustro-
jami? Mozliwe, ze w niedlugim czasie pojawia sie
réwniez inne zastosowania dla OMVs, jak np. ich
wykorzystanie w procesach bioremediacji, przetwarza-
niu materialéw drzewnych, diagnostyce, czy dostarcza-
niu lekéw w terapiach docelowych [3].
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