Prof. dr hab. Kinga Wieczorek,

Zaktad Bezpieczenstwa Zywnosci
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy

w Pulawach

OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Jakuba Korkusa
pt. ,Rola genow cydB i hydC w procesie tworzenia biofilmu

Campylobacter jejuni”

przygotowanej w Katedrze Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia Konsumenta
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu
pod kierunkiem promotora dr hab. inz. Ewy Waleckiej-Zacharskiej prof. UPWr

Podstawe prawng do wykonania recenzji rozprawy doktorskiej stanowi uchwata Rady Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 25 czerwca 2024 r.

Uzasadnienie wyboru tematu rozprawy doktorskiej i oryginalno$ci problemu

badawczego

Campylobacter jejuni jest od wielu lat najczestsza przyczyna pokarmowych zakazen
bakteryjnych przenoszonych na ludzi za posrednictwem zywnosci, gtdéwnie mig¢sa drobiowego.
Bakterie te sg czesto elementem flory komensalnej drobiu i z tego wzgledu podczas uboju 1
przetwarzania miesa moze dochodzi¢ do kontaminacji tusz. W zwiazku z powyzszym
podejmowane sg dziatania majace na celu ograniczenie wystepowania Campylobacter w
fanicuchu produkcji drobiowej, co w znaczacy sposob wplywa na zmniejszenie liczby
zachorowan na kampylobakterioze u ludzi. Pomimo duzej wrazliwosci tych bakterii na czynniki
srodowiskowe, w tym tlen, moga one przetrwac¢ w niekorzystnych warunkach. Ma to wptyw na
ich czeste wystepowanie w miesnych produktach drobiowych dostgpnych w sprzedazy
detalicznej. Dodatkowo, szereg opracowywanych i wdrazanych strategii majacych na celu
eliminacje lub ograniczenie poziomu wystepowania Campylobacter na réznych etapach

produkcji drobiowej nie jest skuteczne w wystarczajacym stopniu, co stanowi zagrozenie dla
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konsumentoéw zwigzane z tym patogenem. Jedyng z przyczyn tych niepowodzen wydaje si¢ by¢
zdolnos¢ bakterii do tworzenia biofilmu, ktéra jest kluczowa cecha pozwalajaca im na
przetrwanie stresu srodowiskowego. Badania wskazuja, ze Campylobacter tworzy tego
struktury na roznorodnych powierzchniach abiotycznych, w tym w systemach nawadniajacych
oraz na stali nierdzewnej powszechnie stosowanej w zaktadach przetwoérczych. W poréwnaniu
z innymi patogenami, takimi jak na przyklad Listeria monocytogenes mechanizmy genetyczne
tworzenia biofilmu przez Campylobacter sa nadal niewyjasnione w wystarczajacym stopniu,
co utrudnia skuteczng eliminacj¢ tych bakterii. Ze wzgledu na powyzsze aspekty, temat badan
podjetych przez Doktoranta jest w pelni uzasadniony i bardzo dobrze wpisuje si¢ w aktualne
problemy naukowe. Ponadto, biorge pod uwage ograniczony zakres dostepnych prac z tego

zakresu, praca ma istotny charakter nowatorski 1 duze walory poznawcze.
Ocena formalna i merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ ze wszystkich niezbednych w
tego typu opracowaniach elementéw. Doktorant umiescit w niej 7 rozdzialéw, w tym wstep,
materiaty i metody, wyniki oraz dyskusje i wnioski, a takze wykaz skrotow, a takze streszczenia
w jezyku polskim i angielskim. Lacznie dysertacja liczy 97 stron maszynopisu, 14 rycin oraz
37 tabel, umieszczonych glownie w rozdziale ,Materialy i metody”. Uklad rozprawy jest
logiczny 1 bardzo przejrzysty, a jej tytul w pelni odzwierciedla treéci zawarte w pracy

doktorskiej.

We wstepie mgr Jakub Korkus w sposéb syntetyczny przedstawia zagadnienia zwigzane
z tematykg prowadzonych badan, w tym charakterystyke rodzaju Campylobacter oraz
epidemiologie kampylobakteriozy. Doktorant omawia takze patogenezg tej choroby skupiajac
si¢ szczegOlnie na czynnikach warunkujgcych adhezje i inwazje bakterii do docelowych
komérek. W dalszej czgsci tego rozdziatu charakteryzuje natomiast biofilm bakteryjny, a takze
mechanizmy jego tworzenia przez C. jejuni w oparciu o aktualny stan wiedzy. Zgadzam si¢ z
mgr Jakubem Korkusem, Ze jest on jeszcze nie w pelni poznany. Doktorant opisat cztery gtowne
grupy genoéw odpowiedzialne za powstawanie biofilmu, czyli markery uczestniczace w ruchu i
chemotaksji, a takze odpowiedzialne za modyfikacje bialek struktur powierzchniowych oraz
regulujace odpowiedz na stres komorki bakteryjnej. W ostatniej czesei tego rozdziatu Doktorant
omawia klasy transpozondéw prokariotycznych oraz ich zastosowanie w mutagenezie. Wstep
jest napisany prawidlowo i wskazuje na dobrg znajomos$¢ przez Doktoranta omawianych

zagadnien. Podsumowanie aktualnego stanu wiedzy dobrze uzasadnia potrzebe podjgcia badan
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przedstawionych w dalszej czesci rozprawy doktorskiej. Jednak ze wzgledu na temat pracy,
czyli rolg gendw w procesie tworzenia biofilmu C. jejuni uwazam, ze zbyt malo jest informacji
na ten temat nawet biorgc pod uwage fakt, ze jest to zagadnienie jeszcze stosunkowo w
niewielkim stopniu poznane. Zamiast Tabeli 1 opisujacej gatunki Campylobacter, co tylko
posrednio zwigzane jest z tematyka pracy zamiescilabym tabele dotyczaca dotychczas
poznanych gendw i ich funkcji zwigzanych z tworzeniem biofilmu przez te bakterie. Co
prawda, opis wybranych markerow genetycznych oraz rycina dotyczaca tego tematu jest
zawarty w podrozdziale 1.5. jednak w mojej opinii mozna by ten temat omdéwié szerze)
szczegblnie pod katem gendéw odpowiedzialnych za stres srodowiskowy, na przyklad

oksydacyjny, powiazanych z tworzeniem biofilmu.

W kolejnej czgsci pracy Doktorant jasno sprecyzowal gtowny cel podjetych badan,
ktorym jest ocena roli genow cydB 1 hydC w procesie tworzenia biofilmu przez C. jejuni.
Dodatkowo, zostal on jeszcze raz uzasadniony oraz podzielony 3 cele szczegdlowe bedace
logicznym odzwierciedleniem zaplanowanych badan, ktérymi sa losowa mutageneza,
konstrukcja mutantéw delecyjnych oraz ocena ich zdolnoécei do tworzenia biofilmu. W mojej
opinii realizacja sformulowanych celéw szczegotowych umozliwia osiggniecie celu gtdéwnego

zaplanowanych przez mgr Jakuba Korkusa badan.

W nastepnej czescei dysertacji Doktorant w sposob bardzo doktadny opisal zastosowane
materialy, w tym odczynniki chemiczne czy podtoza mikrobiologiczne. Przedstawil takze
sekwencje starterow uzytych w badaniach oraz wykorzystane w pracy szczepy bakteryjne i
plazmidy, aparature oraz zastosowane oprogramowanie. W rozdziale ,,Materiaty i metody” mgr
Jakub Korkus opisat szczegétowo i1 chronologicznie metodologie badan. Omoéwienie dotyczace
konstrukcji mutantéw delecyjnych oraz ich komplementacji jest dobrze zaprojektowane i
czytelnie zaprezentowane czemu stuzg liczne tabele i rycina. Na podkreslenie zastuguje fakt,
ze Doktorant z duza znajomosciag zagadnienia zrealizowal wieloetapowy proces zwigzany z
realizacjg celu pracy. Sprawnie postuguje si¢ roznorodnymi technikami, w tym elektroporacja,
koniugacja, izolacja materialu genetycznego czy testami PCR. W celu wizualizacji biofilmu
mgr Jakub Korkus zastosowal m.in. takie techniki jak skaningowg mikroskopie elektronowa
(SEM), konfokalna laserowg mikroskopie skaningowa (CLSM) oraz system
mikroprzeptywowy BioFlux 1000z. Na zakonczenie tego rozdzialu Doktorant przedstawit
metody statystyczne analizy wynikow, w tym te wykorzystane do oznaczenia roznic w
tworzeniu biofilmu miedzy mutantami, szczepem dzikim i komplementowanymi mutantami.

Podsumowujgc t¢ czes¢ rozprawy doktorskiej moge stwierdzi¢, ze zostala ona opracowana
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starannie i zawiera wszelkie niezbedne informacje zwigzane z wykonaniem badan. Nalezy
takze dodac¢, ze w badaniach wykorzystano rézne, dobrze dobrane i wzajemnie uzupelniajgce
si¢ techniki co umozliwia wielowymiarowg interpretacj¢ uzyskanych wynikow i w znaczacy
sposob podnosi wartos¢ pracy. Rozdziat ,,Materialy i metody™ jest najobszerniejsza czescia
dysertacji co jest uzasadnione gdyz zaplanowane badania sg wieloetapowe i wymagajg

zastosowania réznorodnych metod.

W rozdziale ,,Wyniki”, na 13 stronach Doktorant w sposob bardzo przejrzysty
przestawil rezultaty swoich badan. W pierwszej kolejnosci zaprezentowal wyniki losowej
mutagenezy przy uzyciu transpozonu. W jej wyniku otrzymal mutanty, z ktérych czesé
charakteryzowala si¢ obnizong zdolnoscia tworzenia biofilmu. Po odrzuceniu tych, w ktorych
transpozon wbudowat si¢ do gendw juz wczesnie] zidentyfikowanych jako wplywajace na
zdolno$¢ bakterii do produkeji biofilmu Doktorant skoncentrowal sie¢ na dwoch mutantach
gendw dotychcezas nie zidentyfikowanych jako uczestniczace w tym procesie. Jest to wybor jak
najbardziej uzasadniony. Kolejnym etapem prowadzonych badan bylo ponowne wprowadzenie
kopi genéw do mutantéw i ocena zdolnosci tworzenia biofilmu zardwno przez nie jak i
wspominane wczesniej mutanty w stosunku do szczepu dzikiego przy pomocy barwienia
fioletem krystalicznym. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw jednoznacznie wykazata,
ze mutanty C. jejuni dla gendw cydB oraz hydC charakteryzuja si¢ nizszg produkcjg biofilmu.
Dane te uwiarygodniono przeprowadzajac trzy niezalezne eksperymenty. W dalszej czesci
prowadzonych badan mgr Jakub Korkus dokonat wizualizacji biofilmu stosujac SEM. W jej
wyniku stwierdzil, ze réznily si¢ one w zaleznosci szczepu C. jejumi, ktory je wytwarzal.
Mutanty dwoch analizowanych gendw wytwarzaty biofilmy roznigce sie zardwno od szczepdw
dzikich jak i mutantdéw komplementacyjnych. Szczegélnie mutant w genie cydB tworzyl
Stabszy, niejednolity biofilm o nieregularnej strukturze”. Obserwacje te Doktorant poparl
zdjeciami umieszczonymi na ryc. 10. Natomiast przy zastosowaniu CLSM mgr Jakub Korkus
ocenil procentowy udzial zywych 1 martwych komoérek w biofilmie i nie odnotowat istotnych
réznic w zywotnosci pomiedzy poszczegdlnymi szczepami C. jejuni. Jednak zaobserwowal, ze
mutanty genéw cydB oraz hydC wytwarzajg biofilm o mniejszej powierzchni. Te
doswiadczenia takze udokumentowano w postaci czytelnych zdjg¢ i ryciny. Doktorant badat
takze dynamike tworzenia biofilmu, stwierdzajac, ze mutanty charakteryzuja si¢ jego
ograniczonym przyrostem. Kolejne eksperymenty wykazaly, ze mutacje w genach cydB oraz
hydC nie maja wplywu na ruchliwo$¢ 1 tempo namnazania si¢ komorek bakteryjnych. W tym

przypadku réwniez wyniki badan zostaly udokumentowane bardzo czytelnymi i dobrze
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opisanymi rycinami. Podsumowujac, rozdzial ten jest napisany poprawnie i wskazuje, ze
Doktorant posiada umiej¢tnosci prawidlowego opisywania, prezentowania i analizowania
otrzymanych wynikoéw. Rozdzial ,,Wyniki” jest bardzo spojny i $wiadczy o dobrych
zdolnosciach analitycznych mgr Jakuba Korkusa. Dodatkowo, dokumentacja prowadzonych

badan w postaci zdjec i rycin zostala takze przedstawiona w sposéb bardzo staranny.

W rozdziale ,.Dyskusja” Doktorant odnosi si¢ jeszcze raz do koniecznoscei podjecia
badan bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej. Wskazuje m.in. na istotnos¢ C. jejuni jako
bakteryjnego czynnika bedacego obecnie najczestsza przyczyng zatru¢ pokarmowych u ludzi
na $wiecie. W tym kontekscie badania nad mechanizmami tworzenia biofilmu sg niezwykle
istotne zwlaszcza, ze w poréwnaniu z innymi bakteriami, proces ten w odniesieniu do
Campylobacter jest stosunkowo mato poznany. W dalszej czesci tego rozdziatu mgr Jakub
Korkus opisuje podstawowg role genéw cydB i hydC, a nastgpnie odnosi si¢ do
przeprowadzonych w niniejszej rozprawie doktorskiej badan, w ktérych wykazat udziat tych
markeré6w genetycznych w procesie tworzenia biofilmu przez C. jejuni. Ponadto Doktorant
wskazuje, ze mutageneza z wykorzystaniem transpozonu EZ-Tn5 jest skutecznym 1
wiarygodnym narzedziem do identyfikacji genow co zostato takze potwierdzone przez innych
badaczy. W dyskusji zabraklo mi jednak szerszego odniesienia si¢ do dostepnych badan z
zakresu genetycznych aspektow tworzenia biofilmu przez Campylobacter. Rozumiem, ze
wiedza z tego zakresu jest do$¢ ograniczona, ale mysle ze mozna bylo ten temat omowi¢ szerzej
na przyklad wskazujgc obszary do dalszych badan, na podstawie analiz przeprowadzonych

dotychczas na innych bakteriach, co zostato tylko wspomniane w tym rozdziale.

Doktorant sformutowal 4 wnioski koncowe, ktére bezposrednio odnoszg si¢ do
wynikow badan i swiadcza o umiejetnosci ich prawidlowej analizy. Mam tylko watpliwos¢ czy
brak wplywu delecji genéw na ruchliwos¢, zywotnosé i tempo wzrostu bakterii moze byc¢
jednoznacznym dowodem na zaangazowanie tych markeréw w procesie tworzenia biofilmu. Z
wysunietych przez mgr Jakub Korkusa wnioskow wynika jasno, ze cel badan, ktéorym byta
ocena roli gendéw cydB 1 hydC w procesie tworzenia biofilmu przez C. jejuni zostal

zrealizowany.

Pozostate elementy rozprawy doktorskiej takie jak streszczania w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz literatury zostaly przygotowane starannie i rzetelnie. Zataczony wykaz

literatury zawiera 173 dobrze dobrane i aktualne pozycje.

W nawigzaniu do tematyki przeprowadzonych badan prosilabym o odniesienie si¢ przez

Doktoranta do nastepujgcych kwestii:
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— Czy istniejg badania, w ktérych zostala wykazana zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig
gendéw opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz markerow wirulencji C.
Jejuni, a produkcja biofilmu przez te drobnoustroje ?

— Jak czynniki srodowiskowe wplywaja na produkcje¢ biofilmu przez Campylobcter ?

— Ktore z substancji, szczegdlnie naturalnych, moga by¢ najskuteczniejsze do zwalczania

biofilmu wytarzanego przez Campylobacter w srodowisku zaktadu przetwdrczego ?
Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujgc, nalezy odnotowac, ze badania wykonane w przedstawionej do oceny
rozprawie doktorskiej odnosza sie¢ do aktualnej tematyki badawczej i poszerzaja wiedze
zwigzang z mechanizmami genetycznymi tworzenia biofilmu przez C. jejuni. Ponadto, jest to
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wskazujace na umiejgtnos¢ samodzielnego
prowadzenia badan przez Doktoranta, jego dobra wiedze teoretyczng, w prezentowanym
obszarze oraz umiejetnos¢ krytycznej analizy uzyskanych wynikow. Zgloszone we
wezesniejszej czgsécei recenzji uwagi krytyczne nie majg zasadniczego wpltywu na ogolng dobra
ocene pracy. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr Jakuba Korkusa pt. ,,Rola genow
cydB i hydC w procesie tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni” odpowiada warunkom
okre§lonym w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.) i przekazuje Wysokiej Radzie Wydziatu
Dyscypliny Weterynaria UP we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Doktoranta do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.

Pulawy, 5.09.2024. prof. dr hab. Kinga Wieczorek
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