UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
WYDZIAL MEDYCYNY WETRYNARYJNEJ

Rola genow cydB 1 hydC w procesie
tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni.

mgr Jakub Korkus

Praca doktorska wykonana pod kierunkiem

dr hab. inz. Ewy Wateckiej-Zacharskiej prof. UPWr

w Katedrze Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia Konsumenta
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu

Wroctaw 2024



Niniejszq prace dedykuje

Rodzicom i rodzenstwu



Sktadam najserdeczniejsze podziekowania mojej Promotorce
dr hab. inz. Ewie Waleckiej-Zacharskiej za nieoceniong pomoc
naukowg, poswiecony czas, wsparcie merytoryczne i cierpliwos¢
w  trakcie calego procesu badawczego. Jej cenne uwagi,
konstruktywna krytyka i nieustajgca motywacja byly dla mnie

ogromnym wsparciem.

Wyrazy wdziecznosci kieruje rowniez do prof. dr hab. Jacka Bani
za cenne uwagi i sugestie, ktore przyczynily si¢ do ostatecznego

ksztaitu pracy doktorskiej.

Serdeczne podzigkowania dla dr hab. Grzegorza Chodaczka, dr
hab. inz. Pawfa Migdata oraz dr Emila Palucha za nieoceniong

pomoc w prowadzonych badaniach.

Serdecznie dzigkuje Rodzicom za ich nieustajgce wsparcie,
zrozumienie i motywacje oraz za ich milos¢ i wiare w moje
mozliwosci.

Pragne rowniez podziekowac¢ Kolezankom i Kolegom z Katedry

Higieny Zywnosci i Ochrony Konsumenta za zZyczliwos¢, pomoc i

stworzenie rodzinnej atmosfery.



Spis tresci

Wykaz stoSOWanYCh SKIOTOW .........eiiiiiiiiiiie it 6
SEIMESZCZENIE ... 8
ADSIIACT ... 10
L VSt s 12
1.1 WPIOWAAZENIE.......ccveeeiiitieie ettt ettt te et be e e nre e e nnes 12
A = o] Lo (=Y 0T o] [0 T USSR 15
(G o (00 (=] 02 VPSP PPR PR 17
1.4 Biofilm DaKEErYJNY ...oceeieeeee s 20
1.5 BIOFIIM C. JEJUNIL ettt 21
1.6 Mutageneza za poSrednictwem tranSPOZONU..........verveerrerrereerreneeseenreseesieesnenns 24

2. CRIPIACY ..ttt bbbttt bbbt 27
3. Materialy 1 METOAY .. .cocveeiiiiiie i 28
3.1 MAtETIATY .o 28
3.1.1 OdczynniKi ChEMICZNE .......ccvveiece e 28

B L2 ENZYMY ottt 29
3.1.3 Antybiotyki i chemioterapeutyki przeciwbakteryjne..........cccocvoniniiinninennnn, 29

3. 1.4 BUFOIY 1 TOZEWOIY ...vveiiineeieeste ettt 30
3.1.5 Gotowe zestawy 0dCZyNNIKOW ........cccciiiiiiiiiiiiiii 30
3.1.6 Podloza mikrobiolOZICZNe ..........ccviiiiiiiiiiiiiiciic e 31
3.1.7 OligonUKIEOLYAY ......ccveeieiiecieee et 32
3.1.8 Szczepy bakteryjne i plazmidy .........cccooeviiiiiiiiiiee e 34
3.1.9 OPrOgramMOWANIE ....ccuveueeueeeeiteste sttt ettt ettt sttt se bbb b e e e 35
3110 APAIALUIA ..ottt 35

K 1Y, =1 (010 YU SRRSPTORPRRRN 36
3.2.1 HOAOWIA DAKEETTH ... 36
3.2.2 Przygotowanie komorek elektrokompetentnych C. Jejuni ........ccoeevrvricnnnnne 36
3.2.3 Losowa mutageneza za pomocg tranSPOZONU...........eerereereerreesreesersmeesnesnes 37
3.2.4 Hodowla biofilmu C. JEJUNI......ciiiiiiiiiee e 37
3.2.5 Identyfikacja genow przerwanych przez tranSpozon ...........cccceeevvveeriueeennene. 37
3.2.6 1zolacja genomowego DINA ......covi it 39
3.2.7 Konstrukcja mutantéw delecyjnych ..o 40
3.2.7.1 Otrzymanie plazmidow pJK101 1 pJKI102......c.ccovviiiiiiiiiiiiiciiecs 41
3.2.7.2 Otrzymanie plazmidow pJK102 i pJK202........ccoeviiiiiiiiininieecee, 42



3.2.7.3 Otrzymanie plazmidow pJK103 1 pJK203........ccooiiiiiiiiiiiieniciccs 45

3.2.7.4 Wprowadzenie zmutowanego allelu do C. jejuni DRH212..................... 47
3.2.7.4. 1 EIeKIroporaCja l.......cccooiriiiiiiieiciesic e 47
3.2.7.4.2 EIeKtroporacja l.........cccviieiieiiiie e 48

3.2.8 Komplementacja otrzymanych mutantOw ..........ccoceevrveeiiieeinineesiiessieeennnes 49
3.2.8.1 Przygotowanie komoérek kompetentnych E. coli DHSa/pRK212.1......... 52
3.2.8.2 Koniugacja Campylobacter jejuni z E. COli ......cccoovvveviiiiiieiieiccein, 53

3.2.9 COlONY PCR.....oiiiiiieeee ettt 54

3.2.10 Izolacja plazmidOW .........c.coieiiiiiiiieiiii e 55

3.2.11 Sekwencjonowanie plazmidOw ..........ccevviiiiiiiiiiiiie e 56

3.2.12 Okreslenie zdolnosci tworzenia biofilmu uzyskanych mutantéw w

WArunkach StatyCzZNYCN.........ccooiiiiiiiicce e 56

3.2.13 Okreslenie zdolnosci ruchu uzyskanych mutantow ...........cccceverveiiinennn, 56

3.2.14 KIZYWa WZEOSTU ...ttt ettt 56

3.2.15 Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM).........ccccccoeiveieiiieiecieciecnnn 57

3.2.16 Konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa (CLSM) .........c.cccccevvvenenn 57

3.2.17 Analiza biofilmu za pomoca systemu mikroprzeptywowego BioFlux 1000z

................................................................................................................................. 58

3.2.18 ANAliza STALYSEYCZNA ....cuvevieeiiiriesiieie et 58

VY 0] OSSPSR 59
4.1 Losowa mutageneza za pomocg tranSPOZONU .........ccuvevrireerrisreresiuesiesseesnesieesnes 59
4.2 Okreslenie zdolnosci tworzenia biofilmu przez szczepy C. jejuni AcydB oraz
AhydC przy pomocy barwienia fioletem krystalicznym (CV)........ccoccoovvviiiinincnne 61
4.3 Wizualizacja biofilmu za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM)
..................................................................................................................................... 64
4.4 Wizualizacja biofilmu za pomoca konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej
(CLSM) b bbbttt bbbttt 66
4.5 Badanie biofilmu w warunkach przeptyWu.........cccocveviiiiiie 68
4.6 Wptyw delecji genow cydB i hydC na ruchliwo$¢ oraz wzrost C. jejuni. ............ 70
LT B )V (U1 - S PR OTSTPPTS 72
B. WINIOSKI ...t 77
7. BIDHOGIATIA ..o 78



Wykaz stosowanych skrotow

AMP — ampicylina
AMPR — opornos¢ na ampicyline

AP-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy z arbitralnym starterem (ang. arbitrarily

primed polymerase chain reaction)

CM - chloramfenikol

CMR— opornos¢ na chloramfenikol

CMS — wrazliwo$¢ na chloramfenikol

comp-cydB — AcydB po komplemntacji z dzika kopia genu AcydB
comp-hydC — AhydC po komplemntacji z dzika kopia genu AhydC
CV - fiolet krystaliczny (ang. crystal violet)

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — deoksynukleotydy

GuHCI - chlorowodorek guanidyny

LB — bulion lizogenniczny
MH — podtoze Mueller Hinton
PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

rpsL/cat — kaseta sktadajaca si¢ z genéw wrazliwosci na streptomycyng i opornosci na

chloramfenikol

SDS - dodecylosiarczan sodu

STREP - streptomycyna

STREPR — oporno$¢ na streptomycyne



STREP® — wrazliwo$¢ na streptomycyne
TET — tetracyklina

TETR — opornos$é na tetracykline

TMP — trimetoprim

WT — szczep dziki (ang. wild type)
AcydB — mutant z delecjg genu cydB

AhydC — mutant z delecjg genu hydC



Streszczenie

Campylobacter jejuni jest jednym z najwazniejszych patogenéw przenoszonych
przez zywno$¢. Bakteria ta wystepuje naturalnie w przewodzie pokarmowym zwierzat,
w tym drobiu, ktory jest uwazany za glowne zrodlo zakazen Campylobacter spp.
u ludzi. Strategie przetrwania C. jejuni w Srodowisku sg nadal stabo poznane. Uwaza
si¢, ze tworzenie biofilmu odgrywa istotng role w przetrwaniu C. jejuni w srodowisku
Ijest waznym czynnikiem ulatwiajacym rozprzestrzenianie si¢ tego patogenu
w fancuchu pokarmowym. Wykazano, ze biofilm chroni bakterie przed czynnikami
srodowiskowymi, takimi jak §wiatto ultrafioletowe, wysuszanie, srodki dezynfekujace
| przeciwdrobnoustrojowe, co sprawia, ze ich eliminacja jest trudna. Mechanizm
molekularny lezacy u podstaw tworzenia biofilmu u C. jejuni jest wcigz stabo poznany
W poréwnaniu z innymi bakteriami. Do tej pory opisano jedynie okoto trzydziesci szes¢
genow zaangazowanych w regulacj¢ i dynamik¢ tworzenia biofilmu C. jejuni.
W niniejszej pracy za pomocg mutagenezy przy udziale transpozonu uzyskano 350
mutantow szczepu C. jejuni 81-176, z ktorych 20 wykazywalo obnizong zdolno$¢ do
produkcji biofilmu w stosunku do szczepu rodzicielskiego. Niektore mutanty zawieraty
insercje w genach, ktorych rola w procesie tworzenia biofilmu zostala wcze$niej
opisana. Wigkszo$¢ zidentyfikowanych genow kodowata biatka hipotetyczne.
Zidentyfikowano réwniez dwa geny o znanej wczesniej funkcji, tj. cydB i hydC, ktore
nie byly dotychczas wigzane z procesem tworzenia biofilmu przez C. jejuni. Aby
potwierdzi¢ role¢ tych gendéw w procesie tworzenia biofilmu przez C. jejuni
skonstruowano  mutanty  delecyjne  AcydB i AhydC. Przeprowadzono tez
komplementacje, wprowadzajagc do mutantow delecyjnych kopie genow cydB i hydC,
aby upewni¢ si¢, ze obserwowana zmiana zdolno$ci tworzenia biofilmu zwigzana jest
z aktywnos$ciag genéw cydB i hydC. W trakcie badan oceniono zdolno$¢ tworzenia
biofilmu w szczepie macierzystym C. jejuni i uzyskanych mutantach za pomoca
barwienia fioletem krystalicznym oraz okreslono strukture biofilmu 1 zywotnos¢
komorek w biofilmie za pomoca mikroskopii skaningowej 1 konfokalnej. Zdolno$¢
tworzenia biofilmu w warunkach przeplywowych oceniono za pomocg systemu
Bioflux. W niniejszych badaniach wykazano, ze delecja genéw cydB i hydC istotnie
obnizyla poziom tworzenia biofilmu przez C. jejuni, za$ komplementacja mutantow
delecyjnych kopiami genéw cydB i hydC przywrocita pierwotny fenotyp.

Zaobserwowano, ze mutant AcydB produkowat luzny biofilm o nieregularnej strukturze,
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natomiast mutant AhydC tworzyt rownomierny biofilm z przewaga komorek
kokoidalnych. Stwierdzono, ze mutanty delecyjne AcydB i AhydC charakteryzowaty si¢
obnizong dynamika tworzenia biofilmu w warunkach przeptywowych w poréwnaniu ze
szczepem dzikim jak i szczepami po komplementacji. Delecja genow cydB i hydC nie
miata wptywu na ruchliwo$é, zywotnos¢ ani tempo wzrostu C. jejuni, co mogloby
prowadzi¢ do obnizenia produkcji biofilmu. Wyniki przeprowadzonych badan
potwierdzily istotng rol¢ genoéw cydB i hydC w tworzeniu biofilmu u C. jejuni, co
poszerza wiedz¢ na temat molekularnych mechanizméw tworzenia biofilmu przez ten
wazny patogen. Wykazano tez, ze technologia EZ-Tn5 jest efektywnym narz¢dziem do

badania mechanizmu tworzenia biofilmu przez C. jejuni.



Abstract

Campylobacter jejuni is one of the most important human foodborne pathogens. The
bacterium occurs naturally in the digestive tract of animals, including poultry, which is
considered the main source of Campylobacter infections in humans. The survival
strategies of C. jejuni in the environment are still poorly understood. It has been
suggested that biofilm formation plays an important role in the survival of C. jejuni and
is a relevant factor facilitating the spread of this pathogen in the food chain. It has been
found that biofilms protect the bacteria from environmental factors such as ultraviolet
light, drying, disinfectants and antimicrobials, making their elimination difficult.
The molecular mechanism underlying biofilm formation in C. jejuni is still poorly
compared to other bacteria. To date, only about thirty six genes involved in the
regulation and dynamics of C. jejuni biofilm formation have been described. In this
dissertation 350 mutants were generated using transposon mutagenesis, of which
20 produced lower biofilm compared to the parent strain. Some mutants contained
insertions in the genes previously reported to play a role in the biofilm formation
process. The majority of genes encoded hypothetical proteins. Also two genes with
known function, i.e., cydB and hydC, not previously linked with biofilm formation in
C. jejuni, were identified. To confirm the role of these genes in the process of biofilm
formation in C. jejuni, two deletion mutants AcydB and AhydC were constructed.
Complementation of deletion mutants with a wild-type copy of the cydB and the hydC
gene was performed to ensure that the observed phenotype of the mutant strain was
specific to the deleted region. During the study biofilm formation capacity of the parent
strain and mutant strains was assessed using crystal violet staining, and biofilm structure
and cell viability in the biofilm were analyzed using scanning and confocal microscopy.
The biofilm-forming capacity under flow-through conditions was evaluated using the
Bioflux system. The present study showed that deletion of the cydB and the hydC genes
significantly reduced the level of biofilm formation by C. jejuni, while complementation
of deletion mutants with the cydB and the hydC genes restored the original phenotype.
The AcydB mutant formed a loosely organized biofilm of irregular structure, whereas
AhydC produced a biofilm of regular structure with the prevalence of coccoidal cells. In
addition, it was observed that the mutants were characterized by reduced dynamics in

biofilm formation under flow-through conditions compared to the wild-type strain and
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complemented strains. Deletion of the cydB and hydC genes did not affect the motility,
viability, or growth rate of C.jejuni, which could contribute to lower biofilm
production. In summary, the results of the study confirmed the important role of the
cydB and the hydC genes in biofilm formation in C. jejuni, which broaden the
knowledge on the molecular mechanisms of biofilm formation by this important

pathogen. Moreover, EZ-Tn5 technology is an effective tool for studying the mechanism
of biofilm formation in C. jejuni strain 81-176.
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1. Wstep

1.1 Wprowadzenie

We wspotczesnym  $wiecie  bezpieczenstwo zywnosci stanowi jeden
z kluczowych priorytetow spotecznych, zdrowotnych i gospodarczych. Rozwinigta
globalizacja, zmienne warunki klimatyczne, dynamiczny przyrost populacji oraz
ewoluujace wzorce konsumpcji stawiajg przed $wiatem powazne wyzwania zwigzane
z zapewnieniem dostepu do wystarczajacej, zdrowej 1 bezpiecznej zywnoSci.
W kontek$cie tego priorytetu, szczegdlne znaczenie przywigzuje si¢ do zapobiegania
zakazeniom bakteryjnym przenoszonym przez zywno$¢ i wode, ktore stanowig istotny
aspekt ochrony zdrowia publicznego na globalng skale. Obecnie za gldéwny czynnik
etiologiczny zakazen bakteryjnych przenoszonych przez zywnos$¢ i wode u ludzi na
calym $wiecie uwaza si¢ bakterie nalezace do rodzaju Campylobacter (Go6lz i wsp.,
2014). Zostaly one po raz pierwszy opisane w 1913 roku przez McFadyeana
i Stocmana. Poczatkowo bakterie te zaliczono do rodzaju Vibrio dopiero w latach
sze$¢dziesigtych XX wieku, wyizolowano je z kalu os6b z objawami zapalenia jelit
I wyodrgbniono dla nich nowy rodzaj Campylobacter. Zgodnie z taksonomig, rodzaj
Campylobacter nalezy do typu Proteobacteria, klasy Epsilonproteobacteria, rodziny
Campylobacteraceae i rzgdu Campylobacterales (Kreling i wsp., 2020). Wedtug
nomenklatury LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature), rodzaj
Campylobacter obejmuje 45 waznie opublikowanych i niesynonimicznych gatunkéw
(Tab. 1), wsrod ktorych najpowszechniejszymi gatunkami odpowiedzialnymi za
wigkszos¢ przypadkow kampylobakteriozy u ludzi sg C. jejuni stanowiac ponad 80%
przypadkow i C. coli odpowiadajac za okoto 10% zakazen (Moore i wsp., 2005; Teh
I wsp., 2014). C. jejuni jest to smukta, zakrzywiona, ruchliwa i Gram-ujemna bakteria,
ktéra mierzy okoto 0,5 - 5 um dlugosci 10,2 - 0,9 um szerokosci (Kist i Bereswill,
2001). Powszechnie wystgpuje w przewodzie pokarmowym roéznych zwierzat, w tym
drobiu, $win, bydta, owiec, psoéw, kotow, ptakoéw, norek i krolikow (Humphrey i wsp.,
2007; Newell i wsp., 2017). Bakteria ta jest mikroaerofilna, co oznacza, ze do wzrostu
wymaga niskiego poziomu tlenu (5 - 10%) (Oh i wsp., 2017). Biochemicznie bakteria ta
wykazuje dodatni wynik pod wzgledem oksydazy, katalazy, hydrolizy hipuranu
I redukcji azotanéw. Ponadto C. jejuni moze wykorzystywa¢ aminokwasy i potprodukty

kwasu trikarboksylowego jako zrodla energii. Nie fermentuje 1 nie utlenia
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weglowodanow (Day i wsp., 2009; Snelling i wsp., 2005; Stahl i wsp., 2012). C. jejuni
moze rosnag¢ w temperaturach od 30 do 45°C, a optymalna temperatura wzrostu wynosi
41,5°C. Temperatura ta jest charakterystyczna dla temperatury ciata ptakow, u ktérych
C. jejuni wystepuje naturalnie. Wiadomo, ze bakteria ta jest bardzo wrazliwa na zmiany
temperatury, pH i ci$nienia osmotycznego i do swojego wzrostu wymaga ztozonej bazy
odzywezej (Kim i wsp., 2020; Ozer, 1999; Skarp i wsp., 2016). Pomimo tego bakterie te
przezywaja w Srodowisku produkcji 1 przetwdrstwa zywno$ci, co stwarza powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego. W zwigzku z tym istotne jest prowadzanie badan

nad procesami, ktore sprzyjaja przezyciu tych bakterii, w tym nad mechanizmem

tworzenia biofilmu.

Tab. 1 Gatunki Campylobacter Zrédto: na podstawie danych z LPSN styczen 2024

Gatunek

Zrédto izolacji

Referencje

Campylobacter anatolicus

Suset anatolijski

Aydin i wsp., 2021

) Woda )
Campylobacter armoricus Boukerb i wsp., 2019
Cztowiek
Campylobacter aviculae Zeberka zwyczajna Bryant i wsp., 2020
Campylobacter avium Drob Rossi i wsp., 2009
Campylobacter bilis Kurczaki Phung i wsp., 2022

Campylobacter blaseri

Foka pospolita

Gilbert i wsp., 2018

Campylobacter canadensis Zuraw krzykliwy Inglis i wsp., 2007
Campylobacter coli Swinie Véron i Chatelain 1973
Campylobacter concisus Cztowiek Tanner i wsp., 1981
Campylobacter corcagiensis Makak Iwi Koziel i wsp., 2014
Campylobacter cuniculorum Krolik Zanoni i wsp., 2009
Campylobacter curvus Cztowiek Vandamme i wsp., 1991
Campylobacter estrildidarum | Zeberka zwyczajna Bryant i wsp., 2020
Campylobacter fetus Owca Sebald i Weron., 1963
Campylobacter geochelonis Z6tw grecki Piccirillo i wsp., 2016
Campylobacter gracilis Czlowiek Vandamme i wsp., 1995

Campylobacter helveticus

Zwierzg¢ta domowe

(Psy, Koty)

Stanley i wsp., 1992
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Gatunek

Zrodto izolacji

Referencje

Campylobacter hepaticus

Kurczaki

Van i wsp., 2016

Campylobacter hominis

Cztowiek

Lawson i wsp., 2001

Campylobacter hyointestinalis

Swinie

Gebhart i wsp., 1985

Campylobacter iguaniorum

Gady (Jaszczurki,

Zbtwie)

Gilbert i wsp., 2015

Campylobacter insulaenigrae

Ssaki morskie
(Foki, Mor§win)

Foster i wsp., 2004

Campylobacter jejuni

Cztowiek

Véron i Chatelain, 1973

Campylobacter lanienae

Cztowiek

Logan i wsp., 2000

Campylobacter lari

Mewa srebrzysta

Benjamin i wsp., 1983

Campylobacter magnus

Swinia

Gruntar i wsp., 2023

Campylobacter majalis

Swinia

Lynch i wsp., 2022

Campylobacter massiliensis

Czlowiek

Antezack i wsp., 2021

Campylobacter mucosalis

Swinie

Roop i wsp., 1985

Campylobacter novaezeelandiae

Ptaki Woda

Bloomfield i wsp., 2020

Campylobacter ornithocola

Dzikie ptactwo

Caceres i wsp., 2017

Campylobacter peloridis

Cztowiek

Skorupiaki

Debruyne i wsp., 2009

Campylobacter pinnipediorum

Pletwonogie

Gilbert i wsp., 2017

Campylobacter portucalensis

Bydto

Silva i wsp., 2020

Campylobacter rectus

Cztowiek

Vandamme i wsp., 1991

Campylobacter showae

Czlowiek

Etoh i wsp., 1993

Campylobacter sputorum

Czlowiek

Véron i Chatelain, 1973

Campylobacter subantarcticus

Ptaki

Debruyne i wsp., 2010a

Campylobacter suis

Swinia

Lynch i wsp., 2022

Campylobacter taeniopygiae

Zeberka zwyczajna

Bryant i wsp., 2020

Campylobacter troglodytis

Szympans

Kaur i wsp., 2011

Campylobacter upsaliensis

Pies

Sandstedt i Ursing, 1991

Campylobacter ureolyticus

Czlowiek

Vandamme i wsp., 2010

Campylobacter volucris

Mewa smieszka

Debruyne i wsp., 2010b

Campylobacter vulpis

Lis rudy

Parisi i wsp., 2021
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1.2 Epidemiologia

C. jejuni jest czynnikiem etiologicznym kampylobakteriozy powodujacej ostre
bakteryjne zapalenie zotadka 1 jelit. Choroba ta manifestuje si¢ réznorodnymi
objawami, obejmujagcymi biegunke, bole brzucha, goraczke, nudnos$ci, wymioty
i ogélne ostabienie (Heimesaat i wsp., 2021). Chociaz wickszo$¢ zakazen ma tagodny
przebieg, u niektorych oséb moze dojs¢ do powaznych powiktan, takich jak zespot
Guillaina-Barrégo, ktory jest rzadka komplikacja neurologiczng powodujaca zapalenie
nerwoéw obwodowych (Finsterer, 2022). Zrodlem zakazen C. jejuni czesto sa surowe lub
niedogotowane produkty migsne, zwtaszcza drob. Inne potencjalne zrodta zakazenia to
niepasteryzowane mleko, skazona woda i kontakt z zarazonymi zwierz¢tami (Kaakoush
i wsp., 2015, Hakeem i Lu, 2021) (Ryc.1). Ponadto do zakazenia C. jejuni moze dojs$¢
w wyniku tzw. zakazen krzyzowych, ktore sa konsekwencja nieprawidtowych praktyk
higienicznych. Takie sytuacje maja miejsce, gdy patogen przenoszony jest z surowego
migsa, zwlaszcza drobiowego na rece osoby przygotowujacej potrawy, a nastgpnie na
sprzet kuchenny czy tez zywnos¢, ktora nie podlega obrobee termicznej (Luber i wsp.,
2006). Warto zatem zwracaé szczegdlng uwage na §wiadome i skrupulatne praktyki
higieniczne w celu minimalizacji ryzyka zwigzane z tym rodzajem infekcji.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje, ze kazdego roku na catym
swiecie odnotowuje si¢, az 96 milionow przypadkéw zakazenia bakteriami z rodzaju
Campylobacter w tym ponad 21 000 zgonéw (Thomas i wsp., 2020; Kiarie i wsp.,
2023). Szacuje si¢, ze minimalna dawka infekcyjna potrzebna do skolonizowania jelita
| wywotania kampylobakteriozy wynosi 500 jednostek tworzacych kolonie (j.t.k.)
(Wilson i wsp., 2008).

Czestos¢ wystepowania zakazen spowodowanych przez C. jejuni wykazuje
zréznicowanie w zalezno$ci od réznych czynnikow, takich jak grupa wiekowa, pora
roku 1 charakterystyka obszarow geograficznych. Analizujagc dane epidemiologiczne
mozna zauwazy¢, ze najwyzsze wskazniki zakazen obserwuje si¢ wsrod dzieci ponizej
pigtego roku zycia oraz mtodych ludzi (Same i Tamma, 2018). Ponadto, ryzyko
zakazenia rdézni si¢ w zaleznoSci od pory roku, z najwigkszymi wskaznikami
wystepowania w miesigcach letnich (Strachan 1 wsp., 2013). Interesujagcym aspektem
jest rowniez fakt, ze zakazenia C. jejuni sg czgsciej zglaszane na obszarach wiejskich

W poréwnaniu z obszarami miejskimi (Lévesque 1 wsp., 2013). To sugeruje, Ze istnieja
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pewne czynniki §rodowiskowe jak i styl Zycia, ktore sprzyjaja rozprzestrzenianiu sig tej
bakterii.

Dane z krajowych programoéw nadzoru wskazuja, ze kampylobakterioza
wystepuje na réznych kontynentach, obejmujac Azje (Japonia, Korea, Singapur),
Europe (Austria, Belgia, Bulgaria, Chorwacja, Cypr, Czechy, Dania, Estonia, Finlandia,
Francja, Niemcy, Grecja, Wegry, Islandia, Irlandia, Wtochy, Lotwa, Litwa,
Luksemburg, Malta, Holandia, Norwegia, Polska, Portugalia, Rumunia, Stowacja,
Stowenia, Hiszpania, Szwecja, Szwajcaria, Wielka Brytania), Oceani¢ (Australia, Nowa
Zelandia) i Ameryke Polnocng (Kanada, Stany Zjednoczone). Dodatkowo,
kampylobakterioza wystepuje takze w krajach, dla ktorych brak dostepnych danych
z krajowego nadzoru, takich jak niektére regiony Afryki (Madagaskar, Malawi, Sudan
Potudniowy, Etiopia, Ghana, Egipt), Azji (Bangladesz, Chiny, Indie, Iran, Irak, Liban,
Nepal, Pakistan, Tajlandia, Zjednoczone Emiraty Arabskie), Europa (Macedonia
Potnocna) i Oceania (Papua Nowa Gwinea) (Liu i wsp., 2022). W kontek$cie
europejskim C. jejuni stanowi najczgstszy czynnik zoonotyczny od ponad dekady. Przed
wybuchem pandemii COVID-19 w UE odnotowywano stale wysokie poziomy
zachorowalno$ci na kampylobakteriozg¢ oscylujace pomigdzy 59,7 a 63,0 przypadkow
na 100 000 ludzi, przy czym liczba potwierdzonych przypadkow utrzymywata si¢ na
statym poziomie przekraczajac 220 tysigcy w skali Europy (EFSA 2019). W 2022 roku
w UE zanotowano 137 107 przypadkow kampylobakteriozy u ludzi. Sposrod chorych,
10 551 oséb (10%) zostalo poddanych hospitalizacji, a liczba zgloszonych zgonow
wyniosta 34. Najwyzszy poziom zachorowalno$ci zaobserwowano w Luksemburugu
(141,3/100 000), Czechach (137,0), Stowacji (87,9) i Danii (87,6) natomiast najnizszy
odnotowano w Polsce, Bulgarii, Rumunii i Grecji (< 2,9) (EFSA, 2022). W Polsce
wedlug Panstwowego Zaktadu Higieny w 2023 roku odnotowano 857 przypadkow
kampylobakteriozy, co oznacza wzrost 0 62,3% w stosunku do roku ubieglego (PZH
2023). Te dane podkreslaja potrzebe dziatah monitorujacych, kontrolnych
| profilaktycznych zardwno na poziomie krajowym, jak i globalnym majacych na celu

ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ infekcji wywotanych przez C. jejuni.
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Ryc. 1 Drogi transmisji Campylobacter jejuni. Zrodto: opracowanie whasne

1.3 Patogeneza

Na przestrzeni lat naukowcy stworzyli wiele modeli, ktére umozliwity odkrycie
wielu czynnikow zjadliwosci u C. jejuni. Modele te mozna podzieli¢ na trzy kategorie.
Pierwsza kategorig sa modele in vitro, ktore obejmujg hodowle komodrkowe, eksplantaty
jelitowe oraz modele mikroprzeptywowe (Alzheimer i wsp., 2020; Edwards i wsp.,
2010; Friis i wsp., 2005; MacCallum i wsp., 2005; Mortensen i wsp., 2016). Do drugiej
za$ kategorii nalezag modele in vivo, ktore wykorzystuja rozne gatunki zwierzat, takie
jak kurczaki, fretki, myszy, $winie, kroliki czy ssaki naczelne (Giallourou i wsp., 2018;
Newel, 2001; Shang i wsp., 2016; Bagar i wsp., 1995; Black i wsp., 1988, 1992; Islam
i wsp., 2005; Russell i wsp., 1989). Do ostatniej kategorii nalezag modele in silico
bazujace na symulacjach komputerowych (Metris 1 wsp., 2011; Poudel 1 wsp., 2023).
Kazda z tych kategorii posiada unikalne zalety jak i1 ograniczenia co sprawia, zZe
pomimo prowadzenia licznych badafh nadal nie udalo si¢ stworzy¢ idealnego modelu,
ktory w pelni opisywalby proces patogenezy zakazen C. jejuni. Niemniej jednak, mozna
wyrozni¢ cztery gtowne etapy tego procesu: adhezje do komorek jelitowych,
kolonizacje przewodu pokarmowego, inwazje docelowych komorek oraz wytwarzanie

toksyn powodujacych uszkodzenia nabtonka, co skutkuje objawami chorobowymi
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(Haddad i wsp., 2010). Adhezyny odgrywaja kluczowa rolg w pierwszym etapie
infekcji. Po przedostaniu si¢ C. jejuni do jelit umozliwiaja one bakteriom przyleganie
do komorek gospodarza. U C. jejuni mozna wyrozni¢ dwa typy adhezyn. Pierwsze
znich bezposrednio oddzialujg z receptorami znajdujgcymi si¢ na powierzchni
nablonka jelitowego za§ drugie wspomagaja proces adhezji. Najbardziej znanymi
adhezynami C. jejuni sa CadF, FlpA i JIpA (Rubinchik i wsp., 2012). CadF jest to biatko
znajdujace si¢ na powierzchni bakterii, ktore posiada zdolno$¢ wigzania si¢
z fibronektyng (Konkel i wsp., 1997). Badania wykazaly, ze delecja genu cadF
prowadzi do zmniejszenia zdolnosci C. jejuni do przylegania do ludzkich komoérek INT-
407 pochodzacych z raka szyjki macicy (Monteville i wsp., 2003 Talukdar i wsp.,
2020). Ponadto zaobserwowano, ze mutanty cadF nie sa zdolne do kolonizacji jelita
$lepego u kurczat (Ziprin i i wsp., 1999). Kolejne biatko, FIpA kodowane przez gen fIpA
wykazuje znaczace podobienstwo do fibronektyny, ze wzgledu na obecno$¢ domen,
ktore przypominaja domeny typu Il zawarte w fibronektynie. Te specyficzne domeny
posredniczg w oddziatywaniu pomig¢dzy czasteczkami fibronektyny, co sugeruje, ze
odpowiednie analogi domeny FIpA moga wykazywa¢ podobne wiasciwosci utatwiajac
odziatywanie z fibronektyng komorki gospodarza (Konkel 1 wsp., 2010).
Przeprowadzone badania wykazuja, ze mutacje w genie fIpA Iub zaklocenia w ekspres;ji
tego genu prowadza do istotnego zmniejszenia zdolnosci bakterii do przylegania do
komorek zaréwno zwierzecych LMH jak i ludzkich INT-407. Dodatkowo obserwuje
si¢, ze szczepy C. jejuni pozbawione biatka FlpA wykazuja ograniczong zdolno$¢ do
kolonizowania kurczakow (Flanagan i i wsp., 2009; Konkel i i wsp., 2020; Rubinchik
i wsp., 2012). Adhezyna JIpA jest lipoproteing kodowana przez gen jIpA (Kawai i wsp.,
2012). Przeprowadzone badania nad JIpA wykazaly, ze biatko to jest uwalniane do
pozywki hodowlanej, a jego stezenie wykazuje tendencj¢ wzrostowa w miar¢ uptywu
czasu. Eksperymenty dotyczace mutantow insercyjnych i delecyjnych genu jIpA
wykazaty, ze adhezja tych mutantéw do ludzkich komoérek nablonkowych HEp-2 jest
zmniejszona W pordwnaniu z szczepem typu dzikiego (Jin i 1 wsp., 2001). W innym
badaniu stwierdzono, ze JIpA istotnie przyczynia si¢ do odpowiedzi zapalnej poprzez
inicjowanie szlakow sygnatowych prowadzacych do aktywacji kinaz NF-«B 1 p38 MAP
poprzez interakcje z biatkiem szoku cieplnego Hsp90a znajdujacym si¢ na powierzchni
ludzkich komoérek HEp-2 (Jin 11 wsp., 2003). Dodatkowo analizy wykazaty, ze JIpA jest
antygenem glikozylowanym (Scott 1 wsp., 2009). Co wigcej badania potwierdzity, ze

podawanie rekombinowanego JIpA droga przezsluzowkowa skutecznie przeciwdziatato
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kolonizacji C. jejuni u kurczat. (Gorain i wsp., 2020). Wsréd mikroorganizmoéw istnieja
dwa mechanizmy wnikania do komorek. Pierwszy to mechanizm ,zamka
btyskawicznego”, w ktorym adhezyny bakteryjne wigzg si¢ z receptorem na
powierzchni komorki gospodarza, a nast¢pnie dochodzi do internalizacji bakterii do
wnetrza komorki. Mechanizm taki opisano u takich bakterii jak Yersinia spp. czy
Listeria spp.. W przypadku drugiego mechanizmu ,,spustowego”, biatka efektorowe
wprowadzane sg do komorek gospodarza za pomocg uktadow wydzielniczych typu Il
iIV, co z kolei powoduje przebudowg cytoszkieletu i powstawanie fatd
umozliwiajacych wchlanianie 1 internalizacj¢ bakterii. Mechanizm taki opisano
u Salmonella spp. i Shigella spp. (Ribet i Cossart, 2015). Pierwsze doniesienia
0 mozliwosci wnikania C. jejuni do komorek eukariotycznych pochodza z 1985 roku,
kiedy to w wyniku barwienia immunohistochemicznego biopsji jelit zaobserwowano, ze
Campylobacter wnika do btony $luzowej ludzkiej okr¢znicy (van Spreeuwelet wsp.,
1985). W kolejnych latach liczne badania potwierdzily, ze C. jejuni jest zdolny do
wnikania i przezywania w réznych liniach komorkowych takich jak INT-407, Caco-2,
HelLa, Cos-1, FAK -/-, T84, Fn -/-, HEp-2. Jednakze w przypadku C. jejuni do tej pory
nie zostalo doktadnie wyjasnione, ktory ze znanych mechanizméw wnikania do
komorki eukariotycznej wykorzystuje C. jejuni. Istnieje przekonanie, ze C. jejuni
posiada unikalny mechanizm, ktéry wykorzystuje oba wspomniane wcze$niej
mechanizmy jednocze$nie (Créonin i Backert, 2012). Konieczne sa dalsze badania
w celu doktadnego zrozumienia tego ztozonego procesu oraz identyfikacji kluczowych
czynnikow wplywajacych na skuteczno$¢ inwazji bakterii. Najlepiej scharakteryzowang
toksyng produkowang przez C. jejuni jest cytoletalna genotoksyna (CDT). Jej rola
wydaje si¢ by¢ kluczowym elementem patogenezy C. jejuni, ktore skutkuja bardziej
skomplikowanym przebiegiem infekcji u osob z ostabionym uktadem odpornosciowym
(Smith 1 Bayles, 2006). Ponadto CDT wptywa na modulacj¢ uktadu odpornosciowego
I trwalg kolonizacje, co zostato potwierdzone w badaniach na myszach (Ge i in., 2008;
Pratt i in., 2006). Nie kazdy szczep C. jejuni wytwarza toksyng CDT (Lai i wsp., 2016;
Lara-Tejero & Galan, 2001; Méndez-Olvera i wsp., 2016). Zrozumienie
kompleksowego procesu patogenezy C. jejuni wymaga dalszych szczegétowych analiz,
zwlaszcza w kontekscie identyfikacji kluczowych czynnikow wptywajacych na ten

proces.
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1.4 Biofilm bakteryjny

Biofilm definiowany jest jako skupisko komorek jednego lub wigkszej liczby
gatunkéw mikroorganizmow otoczonych wilasng macierza zewnatrzkomorkowsg. Sktad
tej macierzy rozni si¢ w zaleznosci od gatunku, ale zwykle obejmuje DNA, bialtka
I polisacharydy zewngtrzkomorkowe (EPS). Istotnym sktadnikiem biofilmu jest takze
woda, ktora umozliwia przeptyw sktadnikow odzywczych w obrebie struktury biofilmu
(Brown i wsp., 2015). Proces tworzenia biofilmu mozna podzieli¢ na cztery etapy
(Ryc. 2). W pierwszym z nich dochodzi do odwracalnej adhezji mikroorganizmow,
w wyniku ktérej pojedyncze komoérki zaczynaja przylega¢ do powierzchni. Nastepnie
bakterie trwale przylegaja do powierzchni, rozpoczynajac faze wzrostu i podziatu.
W trakcie dojrzewania biofilmu bakterie wytwarzaja przestrzenng struktur¢ biofilmu
ztozong z biatka, DNA 1 polisacharydow. W fazie koncowej, czyli dyspersyjnej,
z biofilmu uwalniane sg mikroorganizmy, ktére moga kolonizowa¢ nowe powierzchnie
(Rabin i wsp., 2015).

Szacuje si¢, ze w $rodowisku naturalnym nawet 99% bakterii wystepuje
w formie biofilmu 1 sg to najczesciej biofilmy mieszane. Biofilmy bakteryjne stanowig
istotny problem w przemysle spozywczym. Ich obecno$¢ moze chroni¢ bakterie przed
dziataniem $rodkow dezynfekcyjnych, co z kolei moze skutkowa¢ zanieczyszczeniem
produktow spozywczych (Simbes i wsp., 2010). Ponadto obecne w biofilmie
egzopolisacharydy ograniczaja dyfuzje $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych, co
zwigksza antybiotykoopornos¢ bakterii utrudniajgc ich eliminacje (Jamal i wsp., 2015).
Skuteczne monitorowanie 1 kontrola obecnosci biofilméw maja kluczowe znaczenie
w branzy spozywczej. Regularne kontrole higieniczne, stosowanie skutecznych
srodkow dezynfekcyjnych oraz przestrzeganie wlasciwych praktyk sanitarnych sa

niezb¢dne do zminimalizowania ryzyka zwigzanego z biofilmami.
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Ryc. 2 Etapy powstawanie biofilmu bakteryjnego. Zrédto: opracowanie wlasne

1.5 Biofilm C. jejuni

Biofilm Campylobacter spp. wystepuje powszechnie w przewodzie pokarmowym
drobiu. Biofilm moze zatem pei¢ kluczowa role w transmisji Campylobacter spp.
W obrebie fermy drobiowej, a w ubojni drobiu w transmisji patogenu z przewodu
pokarmowego na tuszki, potencjalnie przyczyniajac si¢ do zachorowan u ludzi. Badania
wykazuja, iz C. jejuni potrafi tworzy¢ biofilmy jednogatunkowe, gdy hoduje si¢ go
invitro w pozywkach hodowlanych na réznych powierzchniach, takich jak stal
nierdzewna, szkto, membrany nitrocelulozowe oraz rdznego rodzaju powierzchnie
z tworzyw sztucznych (Teh i wsp., 2014). Ponadto C. jejuni pozostajac w formie
biofilmu, posiada zdolno$¢ do przetrwania w temperaturze otoczenia 1 atmosferze dwa
razy dluzej niz w przypadku wystepowania w formie planktonicznej (Joshua i wsp.,
2006). Dodatkowo w odroznieniu od innych patogenow jelitowych, C. jejuni jest
organizmem naturalnie transformowalnym co umozliwia bakterii tatwe pobieranie
obcego materialu genetycznego, w tym genOw opornosci na antybiotyki (Bae 1 wsp.,
2014). Dlatego istnieje potrzeba badan, ktore umozliwig zrozumienie jego strategii

przetrwania w $rodowisku, w tym zdolnosci do tworzenia biofilmu.
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Aktualnie mechanizm tworzenia biofilmu u C. jejuni nie jest w peini poznany.
Dotychczas opisano okoto trzydzie$ci sze$¢ gendéw bioracych udzial w procesie
tworzenia biofilmu C. jejuni (Ryc. 3). Wsrod nich mozna wyrdzni¢ geny biorace udziat
w procesie ruchliwosci, bedacym jednym z kluczowych czynnikéw zjadliwosci
C. jejuni. Zdolnos¢ do poruszania si¢ jest mozliwa dzigki obecnosci rzesek
umiejscowionych na jednym Iub obu koncach komorki. Strukturg rzesek tworzy szereg
biatek, w sktad ktorych wchodzg miedzy innymi takie czynniki jak FIgH, Flgl FliF FIiG
FIIN FliM FIgE CiaB, CiaC, Cial, FlaC FspA, FlgK, FlgL, FlaA, FlaB. Badania
wykazuja, ze delecja gendéw flgK, flgL i fIgE uniemozliwia bakteriom wytwarzanie
kompletnych struktur rzgsek. Mutanty C. jejuni, ktore zostaly pozbawione genow flaA
(ang. major flagellin A) i flaB (ang. minor flagellin B) charakteryzowaly si¢ brakiem
ruchliwo$ci oraz obnizong zdolnoscia do kolonizacji itworzenia biofilmu (Young
I wsp., 2007; Neal-McKinney i Konkel, 2012; Wassenaar i wsp., 1995; Crushell i wsp.,
2003; Li i wsp., 2017). Inne geny zaangazowane w ruchliwos¢, ktorych inaktywacja
réwniez uposledza tworzenie biofilmu to flhA (ang. flagellar biosynthesis protein), fliA
(ang. sigma factor 28), fliD (ang. flagellar hook-associated protein), flaC (ang. secreted
flagellin), flaG (ang. flagellar filament length control), flgG (ang. flagellar basal-body
rod protein), flgA (ang. flagella basal body p-ring formation protein), fliS (ang. flagellar
secretion chaperon), pflA (ang. paralyzed flagellum protein), cj1324 (ang. flagellar
glycosylation protein) (Kalmokoff i wsp., 2006; Kim i wsp., 2015; Joshua i wsp., 2006;
Howard 1 wsp., 2009; Svensoon 1 wsp., 2014). Kolejna grupa gendw zaangazowanych
w produkcje biofilmu u C. jejuni sg geny odpowiedzialne za chemotaksje. Proces ten
jest jednym ze sposoboéw reakcji mikroorganizmow na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska. Proces ten charakteryzuje si¢ ukierunkowanym przemieszczaniem si¢
organizmu w stron¢ Srodowiska zawierajacego wyzsze stezenia substancji o korzystnym
dziataniu lub w stron¢ $rodowiska zawierajacego mniejsze stezenie substancji
toksycznych. Badania wykazujg, ze C. jejuni ma zdolno$¢ do przemieszczania si¢
w kierunku mucyny, L-glutaminy, L-aspartanu, L-cysteiny, L-seryny oraz w kierunku
kwasow organicznych, w tym kwasu pirogronowego, fumarowego, jabtkowego,
cytrynowego czy ketoglutarowego. Proces chemotaksji u C. jejuni jest regulowany
miedzy innymi przez receptor CheY, kinaz¢ CheA, metyloesteraze CheB,
metylotransferaz¢ CheR, biatko CheV oraz mechanizm obracajacy wi¢. Dotychczas
zbadano 6 genow (tlp3, tlp8, cheA, cheY, cheW, cheV), ktére s3a powigzane

z chemotaksjg 1 odgrywajg znaczacg role w tworzeniu biofilmu u C. jejuni
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(Chandrashekhar i wsp., 2015 i 2017; Reuter i wsp., 2021; Tram i wsp., 2020; Rahman
I wsp., 2014).

C. jejuni posiada ponad 150 biatek btonowych i lipoprotein, ktore biorg udziat
w interakcji miedzy komorka bakteryjng a srodowiskiem (Parkhill 1 wsp., 2000). Biatka
te obejmuja miedzy innymi biatko peryplazmatyczne PEB4 kodowane przez gen peb-4.
PEB4 bierze udziat w faldowaniu bialek btony zewnetrznej. Ponadto biatko to jest
niezb¢dne do adhezji C. jejuni do komorek gospodarza, dlatego obserwuje si¢ jego
podwyzszony poziom w komodrkach zyjacych w biofilmie (Kalmokoff i wsp. 2006;
Rathbun i wsp., 2009; Asakura i wsp., 2007).

Systemy odpowiedzialne za modyfikacje biatek, w tym N-glikozylacja takze
odgrywaja istotng role w procesie tworzenia biofilmu. Badania wykazuja, ze delecja
genu pglB kodujacego oligosacharylotransferaze, ktora jest niezb¢dna w procesie N-
glikozylacji biatek zmniejsza zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez C. jejuni (Cain i wsp.,
2019). Ponadto eptC, ktory koduje enzym uczestniczacy w modyfikacji struktur
powierzchniowych komorek takze odgrywa znaczaca role w  tworzeniu
biofilmu C.jejuni (Lim i Kim, 2017). Innym interesujacym zjawiskiem jest fakt, ze
mutacje powodujace brak zewnetrznego rdzenia  lipooligosacharydowego,
spowodowane glownie przez delecje genow waaF lub IgtF, istotnie wptywaja na
zdolno$¢ do formowania biofilmu, zwigkszajac jego produkcje. (Naito i wsp., 2010).

C. jejuni posiada rowniez unikalne mechanizmy regulujace odpowiedz na stres
srodowiskowy. Niektore geny zwigzane z odpowiedzig na stres takich jak ahpC
(reduktaza wodoronadtlenku alkilu C), katA (katalaza A), perR (nadtlenkowy regulator
stresu), pta (acetylotransferaza fosforanowa), dps (biatko wigzace zelazo), recA
(rekombinaza A), phoX (fosfataza alkaliczna), csrA (regulator gtodu weglowego), ppkl-
2 (kinaza polifosforanowa 1 i 2), spoT (3'-pirofosfohydrolaza guanozyno-3'5'-
bis(difosforanu)), cprS (sensor regulacji wzrostu planktonu Campylobacter) i cosR
(regulator stresu oksydacyjnego Campylobacter) réwniez uczestniczag w procesie
tworzenia biofilmu u C. jejuni (Oh i Jeon, 2014; Svensson i wsp., 2009; Fields
I Thompson, 2008; Joshua i wsp., 2006; Theoret i wsp., 2012; Feng i wsp., 2018; Drozd
i wsp., 2014).

Badania przeprowadzone na innych bakteriach takich jak Pseudomonas aeruginosa
I E. coli wykazuja, ze proces tworzenia biofilmu jest bardzo zlozony
I wieloczynnikowy. Badania z wykorzystaniem mikromacierzy pozwolity na

identyfikacje 2504 1 1292 genow o zmienionej ekspresji w biofilmie w porownaniu
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z komoérkami planktonicznymi odpowiednio dla P. aeruginosa (Heacock-Kang i wsp.,
2017) i E. coli (Ranjith i wsp., 2017). Wyniki te sugerujag mozliwo$¢ udziatu duzo
wickszej liczby gendw, biorgcych udzial w procesie tworzenia biofilmu przez C. jejuni
w poroéwnaniu z liczbg obecnie znanych czynnikow. Zidentyfikowanie nowych genow
uczestniczacych w  tworzeniu biofilmu C. jejuni moze przyczyni¢ si¢ do
kompleksowego zrozumienia mechanizméw przetrwania tego patogenu w srodowisku.
W rezultacie, taka identyfikacja moze by¢ krokiem w kierunku opracowania
skuteczniejszych strategii kontroli i zwalczania C. jejuni w $rodowisku produkcji
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Ryc. 3 Geny wplywajace na powstawanie biofilmu u C. jejuni Zrédto: opracowanie
wilasne

1.6 Mutageneza za poSrednictwem transpozonu

Badanie funkcji genow stanowi kluczowy obszar biologii molekularnej, majac

na celu pelne zrozumienie wpltywu poszczegdlnych genéw na procesy biologiczne.
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Jednym z narzgdzi pozwalajacym pozna¢ funkcje genow jest metoda losowej
mutagenezy. Metoda ta stanowi potezne narzg¢dzie, ktore umozliwia manipulacje
genomem poprzez wprowadzenie losowych mutacji przy uzyciu transpozonow.
Transpozony zwane potocznie ,,skaczacymi genami” sg ruchomymi odcinkami DNA,
ktore w losowy sposob wbudowuja si¢ w rézne miejsca w obrgbie genomu. Wiaczenie
transpozonu w gen albo element regulatorowy moze wptywaé na ekspresje genow
potencjalnie prowadzac do zmian fenotypowych. Efekty tych zmian mogg obejmowac
zarowno catkowitg inaktywacj¢ gendw, jak i subtelne modyfikacje w regulacji ekspresji
gendéw. Po wprowadzeniu transpozonu do komorki bakterii prowadzi si¢ analize
fenotypu komorek uzyskanych w wyniku losowej mutagenezy. U mutantow, w ktérych
obserwuje si¢ okreslone zmiany fenotypu w pordéwnaniu ze szczepem dzikim mozna
identyfikowa¢ miejsca wlaczenia transpozonu, co pozwala na zrozumienie wplywu
okreslonych genéw na procesy biologiczne (Alberts i wsp., 2002; Choi, 2009).
Wyrdznia si¢ trzy glowne klasy transpozondéw prokariotycznych (Ryc. 4). Klasa |
obejmuje transpozony, ktoére wyrdzniaja si¢ zlozong struktura. Charakteryzuja si¢ one
obecnos$cig sekwencji insercyjnych zaré6wno na poczatku jak i na koncu transpozonu.
Moga one znajdowac¢ si¢ w tej samej lub odwrdoconej pozycji wzgledem siebie. Ponadto,
warto zauwazy¢, ze te konkretne sekwencje sa zrodlem enzymu transpozazy. ktéry peni
kluczowsg rolg w procesie transpozycji. W sekwencjach tych transpozonéw dodatkowo
mozna znalez¢ geny kodujace oporno$¢ na antybiotyki, metale ci¢zkie, czy geny
determinujace patogenno$¢. Przyktadami takich transpozondw sg TnS zawierajacy geny
oporno$ci na bleomycyng, kanamycyne 1 streptomycyne oraz Tnl0 zawierajacy geny
opornosci na tetracykling. W przeciwienstwie do transpozondw klasy I, transpozony II
klasy nie posiadajg sekwencji insercyjnych, jednak posiadaja elementy niezbedne do
przeprowadzenia transpozycji. Przyktadem transpozonu II klasy jest Tn3. Jego struktura
obejmuje trzy kluczowe geny w tym gen tnp, ktory koduje transpozazg, gen tnpR ktory
koduje resolwaze bioragca udziat w rekombinacji oraz gen bla kodujacy B-laktamaze,
enzym nadajacy opornos¢ na ampicyling. Ostatnig grupa sg transpozony nalezace do
klasy III, ktore obejmuja bakteriofagi transpozycyjne, takie jak fag Mu. W tej klasie
transpozondéw obserwuje si¢ bardziej skomplikowane mechanizmy transpozycji, ktére
zwigzane s3 z procesem replikacji 1 integrowania si¢ fagéw do bakteryjnego
chromosomu. W swojej strukturze transpozon Mu posiada regiony, umieszczone na
koncach, ktore biorg udzial w integracji faga. Dodatkowo, transpozon zawiera dwa

geny, muA i muB, odpowiedzialne za kodowanie transpozazy i geny c oraz ner, ktore
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koduja negatywne regulatory. Ponadto, transpozon Mu zawiera dodatkowe elementy,
w tym IAS, ktére wzmacniajg proces transpozycji (Whittle i Salyres; 2002; Choi, 2009).

W losowej mutagenezie bakterii czesto wykorzystuje si¢ wektory powstale na
bazie transpozonu Tn5, ktore pochodza z komoérek bakteryjnych 1 wymagaja
konkretnych sekwencji A/T otoczonych parami GC w miejscu integracji (Barquist
I wsp., 2013). Transpozon Tn5 zostal zastosowany miedzy innymi w badaniach nad
przezywalnoscia, wzrostem i kolonizacjg u E. coli (McCarthy i wsp., 2018), badaniach
tolerancji zotci u S. Typhimurium (Khatiwara i wsp., 2012) i S. Typhi (Langridge i wsp.,
2009), czy tez badaniach nad wzrostem Pseudomonas nitroreducens (Nguyen i wsp.,
2016). Technologia ta odegrata rowniez kluczowa rolg w badaniach genomu C. jejuni
(Mandal i wsp., 2017). W kontekscie badan nad biofilmem, mutageneza transpozonowa
zostala zastosowano do badania procesu biofilmu u E. coli, P. putida, S. epidermidis
oraz L. monocytogenes (Wang i wsp., 2008; Puttamreddy i wsp., 2010; Chang i wsp.,
2012, Lopez-Séanchez i wsp., 2016). Prowadzono réwniez badania z wykorzystaniem tej
metody do badan przesiewowych gendéw zwigzanych z biofilmem u C. jejuni, jednakze
zidentyfikowano jedynie ok. 10 genow (Teh i1 wsp., 2017). Podsumowujac, ta
zaawansowana technika otwiera nowe perspektywy, aby poszerzy¢ wiedzg na temat roli

gendéw 1 ich wptywu na réznorodne procesy biologiczne.

IS50L IS50R
™5 i ntpi-bie- st ———— K
Klasa | IST0L ISTOR

Tn10 Vi ——— ek~ tetA = tetcetetD

Klasall Tn3  p-4EEE-=LED-bio—d¢
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inne geny faga

Ryc. 4 Budowa transpozondw z podziatem na trzy klasy. Zrédto: opracowanie whasne
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2. Cel pracy

Campylobacter jejuni jest Gram-ujemng mikroaerofilng bakterig, ktora
charakteryzuje si¢ wysokimi wymaganiami wzrostowymi. Patogen ten jest jedng
Z najczestszych  przyczyn — bakteryjnych — zakazen  przewodu  pokarmowego
przenoszonych przez zywno$¢ u ludzi. Uwaza sie¢, ze zdolno$¢ do tworzenia biofilmu
odgrywa kluczowa rolg¢ w przetrwaniu Campylobacter jejuni w réznych srodowiskach,
co przektada si¢ na wysoka czesto$¢ wystepowania kampylobakteriozy u ludzi na catym
$wiecie. Badania nad procesem tworzenia biofilmu przez Campylobacter sa jednak
ograniczone. Powszechnie przyjmuje si¢, ze proces ten jest regulowany przez ekspresje
genow odpowiedzialnych za bialka niezbedne do tworzenia struktur powierzchniowych
oraz te uczestniczace w ruchliwosci, odpowiedzi na stres i opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Badania na innych bakteriach udowodnity jednak, iz proces
ten jest o wiele bardziej zlozony i skomplikowany. Z tego powodu gtownym celem
pracy doktorskiej byta ocena roli genéw cydB i hydC, wytypowanych przy
wykorzystaniu losowej mutagenezy za pomocg transpozonu, w procesie tworzenia
biofilmu przez C. jejuni. Lepsze zrozumienie procesu tworzenia biofilmu moze
przyczyni¢ si¢ do opracowania inhibitoréw ograniczajacych lub uniemozliwiajacych

produkcje biofilmu.

Cele szczegotowe niniejszej rozprawy:

1) Losowa mutageneza za pomocg transpozonu w celu identyfikacji nowych genéw
uczestniczacych w procesie biofilmu u C. jejuni.

2) Konstrukcja mutantow delecyjnych oraz komplementacja otrzymanych
mutantow.

3) Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu oraz architektury biofilmu uzyskanych

mutantow.
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3. Materialy i metody

3.1 Materialy

3.1.1 Odczynniki chemiczne

Tab. 2 Wykaz odczynnikéw chemicznych wykorzystanych w badaniach

Nazwa Producent
Agaroza PRONA
Aldehyd glutarowy Sigma
Alkohol etylowy Stanlab
Alkohol izoamylowy Chempur
Alkohol izopropylowy Stanlab
Chlorek sodu Chempur
Chloroform Stanlab
Chlorowodorek guanidyny Sigma-Aldrich
Deoksyrybonukleotydy (ANTP) Thermo Scientific
DMSO Merck
Etylodiaminotetraoctan (EDTA) Thermo Scientific
Fenol Sigma-Aldrich
Gliceryna Archem
Lizozym Thermo Scientific
SDS Thermo Scientific
Trizma Base Sigma-Aldrich
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3.1.2 Enzymy

Tab. 3 Wykaz enzymow wykorzystanych w badaniach

Nazwa Producent
Ligaza DNAT4 Promega
Polimeraza DNA Dream Taq Thermo Scientific
Polimeraza DNA Phusion Thermo Scientific
Enzym Fast Digest BamHlI Thermo Scientific
Enzym Fast Digest Pstl Thermo Scientific
Enzym Agel New England Biolabs
Enzym Nhel New England Biolabs
Enzym Dpnl New England Biolabs

3.1.3 Antybiotyki i chemioterapeutyki przeciwbakteryjne

Tab. 4 Wykaz antybiotykow 1 chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych
wykorzystanych w badaniach

Nazwa Stezenie Rozpuszczalnik Producent
wyjSciowe

Amfoterycyna B 2 mg/ml DMSO Pol-Aura
Ampicylina 100 mg/ml H20 Sigma-Aldrich

Cefoperazon 20 mg/ml DMSO Pol-Aura
Chloramfenikol 30 mg/ml Etanol Sigma-Aldrich
Kanamycyna 30 mg/ml H20 Sigma-Aldrich
Streptomycyna 1000 mg/mi H20 Sigma-Aldrich
Tetracyklina 25 mg/ml DMSO Sigma-Aldrich
Trimetoprym 10 mg/mi DMSO Sigma-Aldrich

Wankomycyna 10 mg/ml H20 Pol-Aura
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3.1.4 Bufory i roztwory

Tab. 5 Wykaz buforéw i roztworéw uzytych w badaniach

Nazwa Sktad
Bufor Tris-HCI pH 7,4 100 mM Tris-HCI
Bufor do elektroforezy agarozowej TAE 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM kwas
octowy
Bufor kakodylanowy 0,1M kakodylan sodu
Roztwor NaCl 0,9% 0,9 g/L NaCl

3.1.5 Gotowe zestawy odczynnikow

Tab. 6 Wykaz gotowych zestawdw odczynnikow wykorzystanych w badaniach

Nazwa Producent

Zestaw do oczyszczania produktu PCR Thermo Scientific
Genelet PCR Purification Kit
Zestaw do ekstrakcji produktu PCR z Zelu
agarozowego GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA

GeneJet Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific
Zestaw do losowej mutagenezy
transpozonowej EZ-Tn5™ <KAN-2> Lucigen
Insertion Kit
LIVE/DEAD™ BacLight™Bacterial Viability
Kit, for microscopy & quantitative assays Thermo Scientific
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3.1.6 Podloza mikrobiologiczne

Tab. 7 Sktad podtéz mikrobiologicznych wykorzystywanych w badaniach

Podtoze ptynne Muller-
Hinton

Podltoze state Muller-Hinton Medium GYT

Ekstrakt wotowy 300,0
g/L
Hydrolizat kazeiny 17,5
g/L
Skrobia 1,5 g/L

Ekstrakt wotowy 300,0 g/L Glicerol 10%

Hydrolizat kazeiny 17,5 g/L
Skrobia 1,5 g/L
Agar bakteriologiczny 20,0
g/L

Ekstrakt drozdzowy 1,25
g/L
Trypton 2,5 g/L

Podtoze ptynne LB

Podloze state LB Medium SOC

Pepton K 10,0 g/L
Chlorek sodu 10,0 g/L
Ekstrakt drozdzowy 5,0

g/L

Trypton 20,0 g/L
Ekstrakt drozdzowy 5,0

Pepton K 10,0 g/L
Chlorek sodu 10,0 g/L

Ekstrakt drozdzowy 5,0 g/L
g/L NaCl 0,5 g/L
Agar bakteriologiczny KCI 0,18 g/L
20,0 g/L 2M MgCl; 5 ml

2M MgSOg4 x 7TH.0 5 ml
2M Glukoza 10 ml

Podloze Columbia Agar

Podltoze do okreslenia ruchliwos$ci

bakterii

Kazeina strawiona wyciagiem trzustkowym

12,0 g/L

Ekstrakt wotowy 300,0 g/L
Hydrolizat kazeiny 17,5 g/L
Skrobia 1,5 g/L

Tkanka zwierzgca strawiona pepsyng 5,0 g/L
Wyciag z drozdzy 3,0 g/L
Wyciag bydlecy 3,0 g/L
Skrobia kukurydziana 1,0 g/L
Chlorek sodu 5,0 g/L
Agar 13,5 g/L
Krew barania, bez wtoknika 5 %

Agar bakteriologiczny 4,0 g/L
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3.1.7 Oligonukleotydy

Wszystkie startery zastosowane w tej pracy zostaly zaprojektowane samodzielnie.

Pogrubiona czcionka przedstawia sekwencje¢ miejsc dla enzyméw restrykcyjnych,

natomiast na czerwono zaznaczono sekwencj¢ promotora Pcat.

Tab. 8 Sekwencje starterow uzytych w badaniach

Nazwa
rpsLcat-
FOR
rpsLcat-
REV
cydB-
FOR
cydB-
REV
cydBinv-
FOR
cydBinv-
REV
cydBspr-
FOR
cydBspr-
REV

cydB-
compFO
R

cydB-
compRE
\%

Sekwencja
5’ ACCGGTAACGACTAAAGTTTTAACA 3’

5" GCTAGCTTATTTATTCAGCAAGTCTT 3’

5 GCTATGGCAAATCACAAATCC 3’

5’ CTAAATACACAATGACTCAGG ¥’

5’ACCGGTTATGCTAGCGTAAAAATCACACGCGAAG 3°

5’ACCGGTACTTAAAATCAACCACCAAT 3’

5> GAACCTATGCAAAATCGTATCG 3’

5> GCAAAAAGCTCTGCTAAGG 3’

53

CGCGGATCCitttatgatatagtggatagatttatgatataatgagttatcaacaaatc

ggaatttacggaggataaatgTTTTTTGGTTTAGAACTTGAAGG 3°
5" CGCCTGCAGTTAATATGCGTGATCATCGTTTG 3°
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Cel
Amplifi-
kacja
kasety
rpsl/cat
Amplifi-
kacja
regionu
cydB

Inverse
PCR
cydB

Spraw-
dzanie po
elektropo
racji

cydB

Komple-
mentacja
cydB



Nazwa Sekwencja Cel

hydC- 5> AGTACTTGTGCTCCTTATGTG 3° Amplifi-

FOR kacja

hydC- 5’ CATCGCTTCAATACGCTTTGG 3’ regionu

REV hydC

hydCinv- 5’

FOR ACCGGTTATGCTAGCGGTAAAGATGGTGCTATGGATG  Inverse

CT3 PCR

hydCinv- 5> ACCGGTAGCAATAGCTCTTACCCAGTG 3’ hydC

REV

hydCspr- 5> GCTGCTCGTTGTATTGAA GC 3’ Spraw-

FOR dzanie po

hydCspr- 5> CCTTCC TTGCTT AAAAAG TCAAGT 3’ elektropo

REV racji
hydC

hydC- 5’

compFO CGCGGATCCitttatgatatagtggatagatttatgatataatgagttatcaacaaatc

R ggaatttacggaggataaatg TCAATTTATAAGGAGGCTTTCAT 3° Kompk?-

hydC- 5’ CGCCTGCAGTCAATGCTTTTCTTCTTTTAC 3° hmyzrzaqa

compRE

\%

T7 5’TAATACGACTCACTATAGG 3’ Sekwen-

T3 5’ATTAACCCTCACTAAAGGGA 3’ cjonowa-
nie
plazmid-

ow
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3.1.8 Szczepy bakteryjne i plazmidy

Tab. 9 Wykaz szczepow bakteryjnych i plazmidow wykorzystanych w pracy

Nazwa Opis Zrodto
Campylobacter Szczep dziki (ang. wild type, WT) ATCC
jejuni 81-176
Campylobacter Szczep Campylobacter jejuni 81-176 dr David R.
jejuni DRH212 (STREPR) Hendrixson
Escherichia coli Szczep zawierajacy plazmid pRY112 (CMR) | Department of
pRY112 do komplementacji Microbiology,
Escherichia coli Zawiera plazmid koniugacyjny do University of
DH5a/pRK212.1 koniugacji Campylobacter (AMPR, TETR) Texas
Southwestern
Medical Center,
Dallas, Texas,
USA
Komorki Pochodne szczepu K-12 Novagen
kompetentne endAl hsdR17 (rK12— mK12+) supE44 thi-
E. coli Nova Blue 1 recAl gyrA96 relAl lac F’
[proA+B+ laclqZAM15::Tn10] (TETF)
pCR-4-TOPO Wektor stuzacy do klonowania produktow Invitrogen
PCR. Zawiera gen opornos$ci na
kanamycyne 1 ampicyling.
pKR021 Plazmid zawierajacy kasete rpsL/cat dr Stuart A.
Thompson
Augusta
Univeristy
USA
pJK101 pCR-4-TOPO zawierajacy gen cydB Otrzymane w
pJK201 pPCR-4-TOPO zawierajacy gen hydC trakcie realizacji
pJK102 pJK101 z usunigtym genem cydB pracy doktorskiej
zawierajacy regiony otaczajgce gen cydB
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Nazwa Opis Zrodto

pJK202 pJK201 z usunietym genem hydC
zawierajacy regiony otaczajace gen hydC
pJK103 pJK102::cydBArpsL/cat Otrzymane w
pJK203 pJK202::hydCArpsL/cat trakcie realizacji
pCM-1 pRY 112 zawierajacy gen cydB i promotor | pracy doktorskigj
Pcat
pCM-2 pRY112 gen hydC i promotor Pcat

3.1.9 Oprogramowanie

Tab. 10 Wykaz uzytych programéw w pracy

Nazwa programu Producent
BLAST- Basic Local Alignment Search Toll NCBI
BioEdit Sequence Alignment Editor Tom Hall
Geneious Prime Stellar Data Recovery Inc.
SnapGene Viewer GSL Biotech LLC
Statistica 13.1 Statsoft, USA
ImagelJ National Institutes of Health
Canva Canva Pty Ltd.

3.1.10 Aparatura

Tab. 11 Wykaz aparatury uzytej do przeprowadzenia badan

Urzadzenie Producent
Cieplarka laboratoryjna MIR-162 Sanyo
Czytnik mikroptytek Spark Tecan
Elektroporator Gene Pulser Xcell BioRad
Inkubator CO2 New Brunswic Galaxy 48 R Eppendorf
Inkubator z wytrzasarka Excella E24 Eppendorf
Komora laminarna II klasy bezpieczenstwa A2 Euroclone
Spektrofotometr DS-11 FX DeNovix
System do elektroforezy horyzontalnej Sub-Cell GT BioRad
System do obrazowania zeli GelDocGo BioRad
Termoblok HB-2 Wealtec Corp.
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Termocykler SimpliAmp Applied Biosystems

Transiluminator Vilber Laormat
\ortex Genie 2 Scientefic Industries
Waga laboratoryjna AXis
Waga precyzyjna Ohaus
Wiréwka Centrifuge 5415 R Eppendorf
Wirowka Centrifuge 5804 R Eppendorf
Zasilacz do elektroforezy PowerPac Basic BioRad

3.2 Metody

3.2.1 Hodowla bakterii

Szczep C. jejuni 81-176 hodowano na agarze MH przez 24 godz. w temperaturze 42°C
w warunkach mikroaerofilnych (5% Oz, 10% CO>). Nastepnie szczep C. jejuni 81-176
zostal przesiany na $wiezy agar MH zawierajagcym 20 pg/ml cefoperazonu, 10 pg/ml
wankomycyny, 2 pg/ml amfoterycyny B i1 inkubowano go w tych samych warunkach.
Otrzymane kolonie wykorzystywano w dalszych etapach badan. Plynne kultury
C. jejuni 81-176 hodowano w bulionie MH i hodowano w $rodowisku mikroaerofilnym
(5% 02, 10% COy). Szczepy E. coli hodowano na agarze LB jak i bulionie LB
uzupelionymi odpowiednimi antybiotykami w zalezno$ci od procedury w warunkach

tlenowych w temperaturze 37°C.

3.2.2 Przygotowanie komorek elektrokompetentnych C. jejuni

W celu przygotowania komorek elektrokompetentnych C. jejuni hodowano w bulionie
MH do osiggnigcia ODsoo 0,35 - 0,4. Nastepnie hodowle bakteryjng inkubowano na
lodzie przez 30 min, po czym wirowano przy 3000 x g przez 15 min w temperaturze
4°C. Powstaty osad zawieszono w 1,5 ml sterylnej zimnej wody destylowanej
I odwirowano przy 1000 x g przez 20 min w temperaturze 4°C, po czym osad ponownie
zawieszono w 750 ul zimnego 10% glicerolu i wirowano w tych samych warunkach.
Osad przemyto nastgpnie dwukrotnie lodowatym 10% glicerolem i na koniec osad

zawieszono w 40 ul pozywki GYT.
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3.2.3 Losowa mutageneza za pomoca transpozonu

Losowa mutageneze za pomocg transpozonu przeprowadzono przy uzyciu zestawu EZ-
Tn5 <KAN-2> (Lucigen). Kompetentne komoérki C. jejuni 81-176 poddano
elektroporacji z 1 ul transpozonu. Elektroporacj¢ przeprowadzono w Bio-Rad Gene
Pulser Xcell (2,5kV, 25 uF, 200 Q). Po elektroporacji komoérki ponownie zawieszono
w 100 pl $wiezego bulionu MH, przeniesiono na podtoze Columbia Agar z dodatkiem
5% krwi baraniej i pozostawiono do regeneracji na 6 godz. w temperaturze 42°C
w atmosferze mikroaerofilne; (5% 02, 10% CO2). Transformanty nast¢pnie

selekcjonowano na agarze MH z kanamycyna (30 pg/ml).

3.2.4 Hodowla biofilmu C. jejuni

Pojedyncze kolonie bakterii hodowano w bulionie MH przez 2 dni. Nast¢pnie bakterie
rozcienczono do ODeoo = 0,2 i inkubowano statycznie przez 72 godz. w temperaturze
42°C w atmosferze mikroaerofilnej (5% 02, 10% CO2) na ptytkach 96-dotkowych.
Tworzenie biofilmu oceniano poprzez barwienie fioletem krystalicznym (CV). W tym
celu, usuwano zawiesing bakteryjna, a studzienki przemyto trzykrotnie wodg. Nastepnie
do kazdej studzienki dodano 150 pl CV i inkubowano przez 15 min w temperaturze
pokojowej. Nastepnie usunieto CV, kazdg studzienke przeptukano 3 razy woda, dodano
150 ul 80% DMSO 1 pozostawiono na noc w temperaturze pokojowej. Nastepnie

zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 570 nm.

3.2.5 Identyfikacja genow przerwanych przez transpozon

Miejsca insercji transpozonu okreslono poprzez sekwencjonowanie amplikonu
otrzymanego przy uzyciu reakcji tahcuchowej polimerazy z arbitralnym starterem (AP-
PCR) (Garsin i wsp., 2004). W tym celu przeprowadzono dwie rundy PCR. W pierwszej
rundzie PCR wykorzystano dwa startery, starter sensowny (Tn5-1-R) specyficzny dla
sekwencji transpozonu 1 arbitralny starter antysensowny (ARBI), ktory ma dwa
regiony: pierwszy region (R1) dziala jak dowolny starter 1 sktada si¢ z 10 losowych
nukleotydoéw starterowych DNA, ktére przylaczaja si¢ w roznych losowych miejscach

natomiast drugi region (R2) zawiera sekwencje specjalnie zaprojektowang o dlugosci
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20 bp, ktora postuzyta jako cel w drugiej rundzie PCR. Po pierwszej rundzie produkt
PCR zostal rozcienczony pigciokrotnie i uzyty w drugiej rundzie PCR ze starterem
komplementarnym do sekwencji R2 startera ARB1 (ARB2) i starterem specyficznym
dla transpozonu (KAN-RP). Otrzymany produkt uwidoczniano za pomocg elektroforezy
w zelu agarozowym, a pojedyncze prazki wycinano z zelu, oczyszczano i przestano do
sekwencjonowania. Po sekwencjonowaniu wyniki poréwnywano z genomem C. jejuni
81-176 (numer dostepu Genbank CP000538.1) w celu identyfikacji gendw przerwanych

przez transpozon.

Tab. 12 Sktad mieszaniny reakcyjnej w pierwszej rundzie AP-PCR

Sktadnik Objetosé
Bufor DreamTaq (10x) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Starter ARBI (10 uM) 0,5 ul
Starter Tn5-1-R (10 uM) 0,5 ul
H20 20 ul

Polimeraz DreamTaq 0,25 pul
Matryca DNA 1l

Tab. 13 Sktad mieszaniny reakcyjnej w drugiej rundzie AP-PCR

Sktadnik Objetosé
Bufor DreamTaq (10x) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
Starter ARB2 (10 uM) 0,5 ul
Starter KAN-RP (10 uM) 0,5 ul
H20 20 ul
Polimeraz DreamTaq 0,25 ul
Matryca produkt PCR 1 ul

z pierwszej rundy rozcienczony 1:4
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Tab. 14 Warunki pierwszej rundy AP-PCR

Etap Temperatura Czas [lo$¢ cykli
Wstepna denaturacja DNA 95°C 3 min 1
Denaturacja DNA 95°C 30s 35
Hybrydyzacja starterow 34°C 455 35
Elongacja 72°C 2 min 35
Koncowa elongacja 72°C 10 min 1
Chlodzenie 4°C 0 1

Tab. 15 Warunki drugiej rundy AP-PCR

Etap Temperatura Czas [lo$¢ cykli
Denaturacja DNA 95°C 30s 40
Hybrydyzacja starteréw 45°C 30s 40
Elongacja 72°C 1 min 40
Koncowa elongacja 72°C 5 min 1
Chtodzenie 4°C 0 1

3.2.6 lzolacja genomowego DNA

Osady bakteryjne, uzyskane poprzez wirowanie 2 ml hodowli bakteryjnej przez 5 min
przy 15000 x g, zawieszono w 100 ul 0.1M Tris-HCL pH 7.4 zawierajgcym 2ug/ml
lizozymu. Uzyskang zawiesing bakteryjng inkubowano przez 20 min w 37 °C. Po tym
czasie do zawiesiny dodano 10 pl 10 % roztworu SDS i kontynuowano inkubacje¢ przez
kolejne 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 200 pl 5 M GuHCl
I proces inkubacji przedtuzono o kolejne 10 min w temperaturze pokojowe;j.
W kolejnym etapie dodano mieszaning fenolu z chloroformem 1 alkoholem
izoamylowym w stosunku 25:24:1 1 wytrzasano przez 1 min. Po wytrzasaniu probki
wirowano przez 5 minut przy 15000 x g. Otrzymang faz¢ wodng przenoszono do nowej
probowki typu Eppendorf i wytrgcano z niej DNA przy uzyciu réwnej objetosci
alkoholu izopropylowego. Proby wirowano przez 5 min przy 15000 x g, zlewano
alkohol znad osadu a osad przemywano w 1 ml 70 % alkoholu etylowego. Po kolejnym
wirowaniu ptyn znad osadu usuwano, a sam osad po wysuszeniu zostal zawieszony

w 50 pl H,0.
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3.2.7 Konstrukcja mutantow delecyjnych

Mutanty delecyjne szczepu C. jejuni 81-176 skonstruowano przy uzyciu systemu
kontrselekcji. Geny bedace przedmiotem badan zostaly amplifikowane za pomocg PCR
(Tab. 16, 17), przy uzyciu odpowiednich dla danych genow starterow FOR i REV
(Tab. 8). Dla genu cydB powielano region o wielkosci 2134 bp obejmujacy gen cydB
(1124 bp) wraz z otoczeniem: 494 bp powyzej genu cydB i 516 bp ponizej genu cydB.
Dla genu hydC powielano region o wielkosci 1434 bp obejmujacy gen hydC (717 bp)
wraz z otoczeniem: 334 bp powyzej genu hydC i 383 bp ponizej genu hydC. Kazdy
powstaly produkt zostal nastgpnie wprowadzony do wektora pCR-4-TOPO. Powstate
plazmidy (pJK101, pJK201) (Tab.9) =zostaly nastgpnie poddane Inverse-PCR
(Tab. 19,20) przy uzyciu odpowiednich dla danych genow starterow inv-FOR i inv-
REV (Tab. 8). Powielone produkty PCR trawiono za pomocg Agel oraz Dnpl
I ligowano uzyskujac plazmidy pJK102 oraz pJK202. Plazmid pJK102 zawierat regiony
otaczajace gen cydB (tacznie 1010 bp) oraz 57 bp poczatku sekwencji i 48 bp konca
sekwencji genu cydB. Plazmid pJK202 zawierat regiony otaczajace gen hydC (tacznie
717 bp) oraz 66 bp poczatku sekwencji genu hydC i 114 bp konca sekwencji genu hydC
(Tab.9). Startery rpsLcat-FOR i rpsLcat-REV (Tab. 8) zastosowano do amplifikacji
kasety rpsL/cat (STREPS, CMR) z pKR021 (Rathbun i wsp., 2009). Nowo powstate
plazmidy i kaset¢ rpsL/cat strawiono enzymami restrykcyjnymi (Agel/Nhel)
i ligowano, aby utworzy¢ nowe plazmidy (pJK103, pJK203) (Tab. 9). Utworzone
plazmidy pJK103, pJK203 wprowadzano poprzez elektroporacje do szczepu C. jejuni
81-176 (DRH212) zawierajacego sSpontaniczng mutacje¢ nadajgcg oporno$¢ na
streptomycyng  (STREP).  Transformanty  selekcjonowano na agarze MH
z chloramfenikolem (CM) (15 pg/ml). Transformanty oporne na chloramfenikol
i wrazliwe na streptomycyne (CMR STREPS) natychmiast poddano elektroporacji
plazmidem pJK102 lub pJK202 (Tab. 9) w celu usuniecia kasety rpsL/cat. Mutanty
selekcjonowano na agarze MH ze streptomycyng w stezeniu 500 lub 1000 lub 2000
png/ml. Pojedyncze kolonie pobrane z tych podtozy badano przesiewowo za pomocg
starterow spr-FOR i spr-REV (Tab. 8) odpowiednich dla genu cydB lub hydC, aby

potwierdzi¢ pomys$lng delecje danego genu bez markera selekcyjnego.
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Tab. 16 Sktad mieszaniny reakcyjnej

Sktadnik Objetose
Bufor DreamTaq (10x) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
Starter FOR (10 uM) 0,5 ul
Starter REV (10 uM) 0,5 ul
H-0 20 ul
Polimeraz DreamTaq (5U) 0,25 ul
Matryca DNA 1
Tab. 17 Warunki PCR dla genow cydB i hydC
Etap Temperatura Czas [lo$¢ cykli
Wstepna denaturacja DNA 95°C 3 min 1
Denaturacja DNA 95°C 30s 35
cydB - 53°C
Hybrydyzacja starterow hydC - 56 °C 30 %
] cydB-2min30s
Elongacja 72°C .
hydC -1 min 30 s
Koncowa elongacja 72°C 10 min 1
Chtodzenie 4°C 0 1

3.2.7.1 Otrzymanie plazmidéw pJK101 i pJK102

Przygotowano mieszaniny reakcyjne (Tab. 18) i inkubowano je przez 3 h w 22 °C.
Nastepnie 2 pl mieszaniny reakcyjne wprowadzono do komorek Nova Blue
i inkubowano na lodzie przez 40 min. Nastepnie komorki poddano szokowi
termicznemu poprzez inkubacje w 42 °C przez 40 s, po czym schtodzono je na lodzie
przez 3 min. W kolejnym etapie do komorek dodano 450 ul medium SOC i inkubowano
przez 1 godz. 30 min w 37 °C przy ciaglym wytrzasaniu z predkoscia 230 rpm. Po tym
czasie komorki zwirowano przez 3 min z predkoscig 3000 x g, a otrzymany osad

zawieszono w 150 ul $wiezego medium SOC. Nastepnie 50 ul zawiesiny wysiano na
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agar LB zawierajacy ampicyling o stezeniu 50 pg/ml i inkubowano w 37 °C przez 24 h.
Aby upewni¢ si¢ czy transformanty zawieraja odpowiednie plazmidy przeprowadzono

colony PCR (3.2.9) oraz sekwencjonowano wyizolowane plazmidy (3.2.10 i 3.2.11).

Tab. 18 Sktad mieszaniny reakcyjnej podczas klonowania z uzyciem wektora pCR-4-
TOPO

Sktadnik Objetosc
Oczyszczony produkt PCR (Tab. 17) 1ul
Salt Solution 1l
H20 3 ul
TOPO Vector 1l

3.2.7.2 Otrzymanie plazmidéw pJK102 i pJK202

Na poczatku przeprowadzono odwrotng reakcje PCR (z ang. Inverse PCR)
wykorzystujac odpowiednie startery inv-FOR i inv-REV (Tab.8) oraz plazmidy
pochodzace z punktu 3.2.7.1. Inverse PCR jest to metoda, ktora umozliwia amplifikacje
regionu o nieznanej sekwencji przy uzyciu starterdw zorientowanych w odwrotnym
kierunku. Metoda ta znalazta zastosowanie w modyfikacji wczesniej sklonowanych
sekwencji. W zaleznosci od celu modyfikacji, mozna przeprowadzi¢ rézne operacje
majace na celu delecje, substytucje lub wstawienie pozadanej sekwencji w plazmidzie
(Silva i wsp., 2017). W tym przypadku Inverse PCR wykorzystano w celu usunigcia

okreslonej sekwencji z plazmidu (Ryc. 5).

42



Usuwany region

B 74 S N

Plazmid

$

PCR

\ 4

Ligacja

’

Ryc. 5 Inverse PCR dla delecji. Zrodto: opracowanie wiasne

Plazmidy z punktu 3.2.7.1 postuzyly jako matryce do amplifikacji (Tab. 19, 20).
Nastepnie otrzymane produkty trawiono enzymami restrykcyjnymi Agel 1 Dpnl
w temperaturze 37 °C, przez 60 min, a nastepnie inkubowano w temperaturze 65 °C
przez 20 min w celu inaktywacji enzymoéw (Tab. 21). Po trawieniu enzymami
restrykcyjnymi produkty oczyszczano za pomocg GeneJet PCR Purification Kit zgodnie
z zaleceniami producenta. Oczyszczone produkty poddawano autoligacji poprzez
inkubacje w temperaturze 22 °C przez 3 godz. (Tab. 22). Nastepnie przeprowadzano

transformacje komoérek Nova Blue (zgodnie z protokotem z punktu 3.2.7.1).
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Tab. 19 Sktad mieszaniny reakcyjnej w Inverse PCR

Sktadnik Objetosce
Bufor Phusion HF (5x) 5ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Starter inv-FOR (10 uM) 0,5 ul
Starter inv-REV (10 uM) 0,5 ul
H20 17,25 ul
Polimeraz Phusion (2U) 0,25 ul
Matryca plazmid z punktu 3.2.7.1 1ul
Tab. 20 Warunki Inverse PCR
Etap Temperatura Czas [lo$¢ cykli
Wstepna denaturacja ]
DNA 98°C 3 min 1
Denaturacja DNA 95°C 10s 35
Hybrydyzacja JK101 - 55 °C
itai/te)rl(')wj F;JJK201 -59°C 30 %
Elongacja 72°C pJK101, pJK201 -2 min 30 s 35
Koncowa elongacja 72°C 10 min 1
Chtodzenie 4°C o0 1

Tab. 21 Sktad mieszaniny podczas trawienia enzymami Agel/Dpnl

Sktadnik Objetose
Bufor 1.1 10 ul
Agel (20 U) 2 ul
Dpnl (20 U) 1l
Inverse PCR 1 pg X ul
H20 Uzupetnione do 100 pl
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Sktadnik Objetosé

produkt PCR trawiony Agel i Dpnl (120ng) x pl
2x bufor do ligacji 10 pl
3U Ligaza T4 DNA 1l

H20 Uzupetniona do 20 pl

Tab. 22 Sktad mieszaniny ligacyjne;j

3.2.7.3 Otrzymanie plazmidow pJK103 i pJK203

Otrzymanie plazmidow pJK103 i pJK203 zostalo osiggnicte poprzez potaczenie
W procesie ligacji strawionych plazmidéw pJK102 i pJK202 z kaseta rpsL/cat (STREP®
CMR) pochodzaca z pKR021. W tym celu zamplifikowana kasete rpsL/cat (Tab. 23, 24)
oraz plazmidy trawiono enzymami restrykcyjnymi Agel i Nhel przez 2 godz. w 37 °C
(Tab. 25), a nastepnie inaktywowano enzymy w temperaturze 65 °C przez 20 min.
Uzyskane fragmenty zostaty wycigte z Zelu i oczyszczone przy uzyciu zestawu Genelet
Gel Extraction zgodnie z instrukcja producenta. Oczyszczone produkty poddano
nastepnie ligacji (Tab. 26). Mieszaniny ligacyjne inkubowano przez 3 godz.
W temperaturze 22 °C, a nastepnie przeprowadzano transformacj¢ komorek Nova Blue
zgodnie z protokotem z punktu 3.2.7.1 i selekcjonowano je na agarze LB z dodatkiem
AMP (50 pg/ml) i CM (30 pg/ml). Aby upewnic¢ si¢ czy transformanty zawieraja kasete
rpsL/cat przeprowadzono colony PCR (3.2.9) oraz sekwencjonowano wyizolowane
plazmidy (3.2.10i 3.2.11).

Tab. 23 Sktad mieszaniny reakcyjnej w celu amplifikacji kasety rpsL/cat

Sktadnik Objetosée
Bufor Phusion HF (5x) Sul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Starter rpsLcat-FOR (10 uM) 0,5 ul
Starter rpsLcat-REV (10 uM) 0,5 ul

H20 17,25 ul

Polimeraz Phusion (2 U) 0,25 ul
Matryca pKR021 1 pul
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Tab. 24 Warunki PCR podczas amplifikacji kasety rpsL/cat

Etap Temperatura Czas Ilos¢ cykli
Wstepna denaturacja DNA 98°C 2 min 1
Denaturacja DNA 98°C 10s 35
Hybrydyzacja starterow 57°C 30s 35
Elongacja 72°C 1min30s 35
Elongacja konczaca 72°C 10 min 1
Chlodzenie 4°C 0 1

Tab. 25 Sktad mieszaniny reakcyjnej podczas trawienia enzymami Agel i Nhel

Sktadnik Objetosé
Plazmid lub kaseta rpsl/cat (1ug) X ul
Agel (20 U) 2 ul
Nhel (20 U) 1 ul
Bufor 1.1 10 pl
H20

Uzupetione do 100 pl

Tab. 26 Sktad mieszanin ligacyjnych

Sktadnik Objetosé
Plazmid pJK102 po trawieniu Agel/Nhel (50 ng) X ul
Kaseta rpsl/cat po trawieniu Agel/Nhel (145 ng) X ul

2x bufor do ligacji 10 ul
3U Ligaza T4 DNA 1ul

H20 Uzupetniona do 25 pl
Sktadnik Objetosé
Plazmid pJK202 po trawieniu Agel/Nhel (50 ng) X ul
Kaseta rpsl/cat po trawieniu Agel/Nhel (151 ng) X ul
2x bufor do ligacji 10 ul
3U Ligaza T4 DNA 1ul

H20

Uzupetiona do 25 pl
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3.2.7.4 Wprowadzenie zmutowanego allelu do C. jejuni DRH212

Zmutowany allel zostal wprowadzony poprzez elektroporacje z plazmidem z punktu
3.2.7.1 do szczepu DRH212, ktory jest pochodng szczepu C. jejuni 81-176 opornym na
streptomycyne. Uzyskane transformanty CMR/STREP® zostaly ponownie poddane
elektroporacji z plazmidem zawierajagcym zmutowany gen, ale pozbawionym kasety
rpsL/cat. W rezultacie w zmutowanym szczepie pozostaty tylko regiony flankujgce
genu z delecja bez markera selekcyjnego. Aby potwierdzi¢ delecje genu z uzyskanych
mutantow wyizolowano z nich DNA (3.2.6) i przeprowadzono reakcj¢ PCR przy
pomocy starterow spr-FOR i spr-REV (Tab. 8). W dalszej kolejnosci uzyskane produkty
wystano do sekwencjonowania w celu potwierdzenia uzyskania prawidlowego mutanta

delecyjnego.

3.2.7.4.1 Elektroporacja |

Do komorek elektrokompetentnych C. jejuni DRH212 dodano 2 pul jednego
z plazmidow z punktu 3.2.7.2 1 poddano elektroporacji (2,5 kV, 25 uF, 200 Q).
Nastepnie komorki zawieszono w 100 pl §wiezego bulionu MH i przeniesiono na
podioze Columbia Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej i pozostawiono na 6 godz.
w temperaturze 42°C w atmosferze mikroaerofilnej (5% 02, 10% CO2). Transformanty
nastepnie selekcjonowano na agarze MH z chloramfenikolem (15 pg/ml). Wyroste
kolonie nastgpnie przesiewano wykorzystujac odbicie lustrzane na agar MH z CM 30
pg/ml, STREP 100 pg/ml i STREP 500 pg/ml. Z transformantéw CMR /STREPS
wyizolowano DNA (3.2.6) i przeprowadzono PCR (Tab. 27, 28) w celu potwierdzenia

wystgpowania kasety rpsl/cat.
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Tab. 27 Sktad mieszaniny PCR

Sktadnik Objetosce
Bufor DreamTaq (10x) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Starter rpslcat-FOR (10 uM) 0,5 ul
Starter rpsicat-REV (10 uM) 0,5 ul
H20 20 ul

Polimeraz DreamTaq 0,25 pul
Matryca DNA 1l

Tab. 28 Warunki PCR

Etap Temperatura Czas Ios¢ cykli
Wstepna denaturacja DNA 95°C 3 min 1
Denaturacja DNA 95°C 30s 35
Hybrydyzacja starterow 57°C 30s 35
Elongacja 72°C 1min30s 35
Koncowa elongacja 72°C 7 min 1
Chtodzenie 4°C 0 1

3.2.7.4.2 Elektroporacja 11

Do komorek elektrokompetentnych mutantéow DRH212 CMR/STREP® dodano 2 pl
odpowiedniego plazmidu z punktu 3.2.7.3 1 poddano elektroporacji (2,5 kV, 25 uF, 200
Q). Po elektroporacji komorki zawieszono w 100 pl $wiezego bulionu MH
| przeniesiono na podtoze Columbia Agar z dodatkiem 5% krwi baraniej i pozostawiono
do regeneracji na 6 godz. w temperaturze 42°C w atmosferze mikroaerofilnej (5% O»,
10% COg2). Transformanty nastgpnie selekcjonowano na trzech szalkach Petriego
zawierajacych agar MH ze STREP (1 - 500 pg/ml; 2 - 1000 pg/ml; 3 - 2000 pg/ml).
Kolonie uzyskanych mutantow przesiewano réwnocze$nie na dwie ptytki: agar MH
zCM 30 pg/ml i STREP 100 pg/ml. Z transformantéow CMS/STREPR wyizolowano
DNA (3.2.6) i przeprowadzono PCR (Tab. 29, 30) w celu potwierdzenia usunigcia
kasety rpsL/cat. W dalszej kolejnosci produkt PCR wystano do sekwencjonowania

(startery spr-FOR i spr-REV) w celu potwierdzenia poprawnej delecji genu.
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Tab. 29 Sktad mieszaniny PCR

Sktadnik Objetosc
Bufor DreamTaq (10x) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Starter spr-FOR (10 uM) 0,5 ul
Starter spr-REV (10 uM) 0,5 ul
H-0 20 ul
Polimeraz DreamTaq (5 U) 0,25 ul
Matryca DNA I ul

Tab. 30 Warunki PCR

Etap Temperatura Czas Ilos¢ cykli

Wstepna denaturacja DNA 95°C 3 min 1

Denaturacja DNA 95°C 30s 35
AcydB 53°C

Przylaczenie starterow 30s 35
AhydC 56 °C

) AcydB 1 min15s
Elongacja 72°C ] 35
AhydC 1 min
Koncowa elongacja 72°C 7 min 1
Chlodzenie 4°C o0 1

3.2.8 Komplementacja otrzymanych mutantow

Aby upewni¢ si¢, ze obserwowany fenotyp zmutowanego szczepu jest zwigzany
z delecja badanych genow, przeprowadzono komplementacje mutantow dzika kopia
genow. W tym celu odpowiedni gen amplifikowano metodg PCR (Tab. 31,32) ze
starterami comp-FOR i comp-REV (Tab. 8).
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Tab. 31 Sktad mieszaniny PCR dla genow cydB i hydC.

Sktadnik Objetosc
Bufor Phusion HF (5x) 5ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
Starter comp-FOR (10 uM) 0,5 ul
Starter comp-REV (10 uM) 0,5 ul
H20 17,25 ul
Polimeraz Phusion (2 U) 0,25 pul
Matryca DNAC. jejuni 81-176 1 ul
Tab. 32 Warunki PCR
Etap Temperatura Czas [lo$¢ cykli
Wstepna denaturacja DNA 98°C 3 min 1
Denaturacja DNA 98°C 10s 35
cydB 71,9°C
Hybrydyzacja starterow * 30s 35
hydC 69,6 °C
Elongacja 72°C cydB 455 35
hydC 30 s
Elongacja konczaca 72°C 10 min 1
Chtodzenie 4°C 00 1

*Temperatur¢ hybrydyzacji starterow okreslono za pomoca kalkulatora na stronie

(www.thermofisher.com/tmcalculator)

Oczyszczone produkty PCR oraz wektor pRY112 (CMR) trawiono przy uzyciu enzymu

BamHI (Tab. 33,34). Nastepnie strawione produkty oraz plazmid zostaty rozdzielone

poprzez elektroforezg w zelu agarozowym. Oczekiwane fragmenty (produkty 1 plazmid)

zostaly wyciete z zelu, a nastgpnie oczyszczone przy uzyciu zestawu do ekstrakcji

zelowej GenelJet Gel Extraction.
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Tab. 33 Sktad mieszanin reakcyjnych podczas trawienia enzymami BamHI i Pstl

Sktadnik Objetos¢ Sktadnik Objetos¢
pRY112 (1 pg) X ul PCR cydB lub hydC X ul
bufor FastDigest 2 ul (0,2 ug)
FastDigest BamHI 1 ul Bufor FastDigest 2 ul
H20 Uzupetniona FastDigest BamHI 1 ul
do 20 ul H-0 Uzupetniona do 30
ul
Sktadnik Objetos¢ Sktadnik Objetosé
PCR cydB lub hydC Xl PRY112 strawione BamHI Xl
strawione BamHI (0,2 nug) (1 ng)
Bufor FastDigest 2 ul Bufor FastDigest 2 ul
FastDigest Pstl 1 ul FastDigest Pstl 1 ul
H20 Uzupeknio H20 Uzupetiona
na do 30 pl do 20 pl

Oczyszczone produkty PCR oraz plazmid trawiono nastgpnie przy uzyciu enzymow

Pstl i oczyszczano jak poprzednio.

Tab. 34 Czas trawienia enzymami restrykcyjnymi FastDigest

Enzym Plazmid PCR
BamHI 5 min 37 °C nastepnie 5 min 80 °C 5 min 37 °C nastg¢pnie 5 min 80 °C
Pstl 5min 37°C 30 min 37 °C

Nastepnie przeprowadzono ligacje w temperaturze 22 °C przez 3 h (Tab. 35). Dwa pl
kazdej mieszaniny uzyto do transformacji DHSo/pRK212.1 (wedlug protokotu
w punkcie 3.2.7.1). Transformanty selekcjonowano na agarze LB zawierajacy AMP
(100 pg/ml), TET (12,5 pg/ml) i CM (30 pg/ml).
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Tab. 35 Sktad mieszanin ligacyjnych w celu utworzenia plazmidow do komplementacji
pCM-1ipCM-2

pCM-1
Sktadnik Objetose
Plazmid pRY112 strawiony BamHI i Pstl (76 ng) Xul
Produkt PCR cydB stawiony BamHI i Pstl (145 ng) X ul
2x Bufor do ligacji 10 pl
3U Ligaza T4 DNA Il
H20 Uzupetniona do 20 pl
pCM-2
Sktadnik Objetos¢
Plazmid pRY112 strawiony BamHI i Pstl (112) ng Xul
Produkt PCR hydC stawiony BamHI i Pstl (145) ng Xul
2x Bufor do ligacji 10 pl
3U Ligaza T4 DNA Il
H20 Uzupelniona do 20 ul

3.2.8.1 Przygotowanie komoérek kompetentnych E. coli DH5a/pRK212.1

Pojedyncza kolonia, uzyskang za pomocg posiewu redukcyjnego na poditozu statym LB
z dodatkiem AMP (100 pg/ml) 1 TET (12,5 pg/ml), zaszczepiono 5 ml bulionu LB
Z tymi samymi antybiotykami i inkubowano przez noc w 37°C przy 230 rpm. Nastgpnie
hodowle rozcienczano 1:40 i inkubowano do osiggniecia wartosci ODeoo 0,4 - 0,5.
Bakterie zostaty nastepnie odwirowane przez 10 minut w 4°C przy predkosci 6000 rpm.
Po odwirowaniu osad bakteryjny zawieszono w zimnym 50 mM CacCl; i inkubowano na
lodzie przez 20 min. Bakterie ponownie odwirowano przez 10 min w 4°C przy 6000
rpm. Po kolejnym odwirowaniu osad bakteryjny zawieszono w 2,5 ml 50 mM CaCl;
z dodatkiem 25% glicerolu. Bakterie w objetosci 80 pl rozdzielono do probowek typu

Eppendorf i zamrozono w -80°C.
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3.2.8.2 Koniugacja Campylobacter jejuni z E. coli

Przenoszenie DNA do C. jejuni jest mozliwe za pomocg koniugacji, procesu, w ktorym

dochodzi do transferu materialu genetycznego migdzy bakteriami poprzez bezposredni

kontakt komorek. Szczepy E. coli, ktore zawieraja plazmid mobilizacyjny pRK212.1,

wykazuja zdolno$¢ do przeprowadzania koniugacji z C. jejuni.

Dzien 1

1.

Wysianie mutantow C. jejuni na agar MH zawierajacy 20 pg/ml cefoperazonu,
10 ug/ml wankomycyny, 2 ug/ml amfoterycyny B i inkubowanie przez 48 godz.

w temperaturze 42°C w warunkach mikroaerofilnych (5% Oz, 10% COy).

Dzien 2

1.

Wysianie E. coli z danym plazmidem pCM-1/pCM-2 na agar LB zawierajacy
AMP (100 pg/ml), TET (12,5 pg/ml), CM (30 pg/ml) i inkubowanie

w temperaturze 37 °C przez 24 godz.

Dzien 3

1.

Przesianie mutantow C. jejuni na 3 ptytki z agarem MH zawierajacym 20 ug/ml
cefoperazonu, 10 pg/ml wankomycyny, 2 pg/ml amfoterycyny B i inkubowanie
przez 18 godz. w temperaturze 42°C w warunkach mikroaerofilnych (5% Ox,
10% COy).

2. Rozpoczecie nocnej hodowli szczepu E. coli z danym plazmidem pCM-1/pCM-
2 w 5ml bulionu LB zawierajagcym AMP (100 pg/ml), TET (12,5 pg/ml), CM
(30 pg/ml) i inkubowanie w temperaturze 37 °C z wytrzasaniem 230 rpm.

Dzien 4

1. Zaszczepienie 10 ml LB zawierajgcego CM (15 pug/ml) 375 ul catonocnej
hodowli E. coli z plazmidem pCM-1/pCM-2 i inkubacja do ODeggo = 0.45 - 0.5.

2. Zaszczepienie 6 ml bulionu MH mutantami C. jejuni (18-godzinna hodowla
z ptytek) 1 doprowadzenie do ODegoo = 1.0.

3. Przemycie jednorazowe 0,5 ml kultury bakteryjnej E. coli 0 ODgoo = 0,45 - 0,5,

poprzez 5-minutowe wirowanie przy 3000 x g, w temperaturze 4 °C. Nastepnie
usunigcie supernatantu i dodanie 10 ml bulionu MH bez antybiotykdéw. Po tym
etapie, ponowne wirowanie przy tych samych warunkach, a nastgpnie usunigcie
supernatantu w celu eliminacji  wszelkich pozostato$ci antybiotykow.
Ostatecznie, zawieszenie osadu szczepu E. coli w 1 ml zawiesiny szczepu biorcy
C. jejuni.
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4. Wirowanie mieszaniny bakteryjnej przez 5 min przy 3000 x g, 4 ° C i usunigcie
supernatantu.

5. Zawieszenie komoérek w 100 pl bulionu MH bez antybiotykéw. Natozenie na
agar MH bez antybiotykow.

6. Inkubowanie w temperaturze 37 © C w warunkach mikroaerofilnych (5% Ox,
10% COy) przez 6 godz.

7. Zawieszenie bakterii z punktu 6 w 2 ml bulionu MH i wirowanie przez 5 min
przy 3000 x g, 4 ° C a nastgpnie usunigcie supernatantu.

8. Zawieszenie bakterii z punktu 7 w 1,8 ml bulionu MH i rozprowadzenie po
200 pl bakterii na agarze MH zawierajacym 10 pg/ml trimetoprimu, 100 pg/ml
streptomycyny i 10 pg/ml chloramfenikolu i inkubowanie przez 4-5 dni
w temperaturze 42 © C w warunkach mikroaerofilnych (5% O2, 10% CO>).

3.2.9 Colony PCR

Obecnos¢ plazmidow w uzyskanych transformantach potwierdzano za pomocg metody
colony PCR. Uzyskane kolonie transformantéw dodawano bezposrednio do reakcji
PCR.

Tab. 36 Sktad mieszaniny PCR

Sktadnik Objetose
Bufor DreamTaq (10x) 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Startery:
FOR (10 uM) i REV (10 uM) pJK101, pJK201

pJK102, pJK202

Kazdy po 0,5 pul
FOR (10 uM) i rpsL/cat-REV (10 uM) | pJK103, pJK203

T7 (10 uM) i comp-REV pCM-1, pCM-2
(10 uM)
Polimeraza DreamTaq 0,25 ul
H20 20 pul
Matryca Pojedyncza kolonia
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Tab. 37 Warunki colony PCR

Ilos¢
Etap Temperatura Czas ]
cykli
Wstepna
denaturacja 95°C 3 min 1
DNA
Denaturacja
95°C 30s 35
DNA
pJK101, pJK102 - 53°C
Hybrydyzaga o> ¢ 30 35
zacja S
yoryeyzad pJK201, pJK202 - 56 °©
starterow
pCM-1-57°C
pJK102, pJK202, pCM-2
-1 min
Elongacja 72°C pCM-1—-1min15s -
pJK201 -1 min 30s
pJK101-2 min 30 s
Koncowa .
_ 72°C 10 min 1
elongacja
Chtodzenie 4°C © 1

3.2.10 Izolacja plazmidow

Izolacje plazmidoéw przeprowadzono za pomocg zestawu do izolacji plazmidow GenelJet
Plasmid Miniprep Kit zgodnie z instrukcja producenta. W tym celu 2 ml 16-18
godzinnej hodowli bakteryjnej wirowano przez 2 min z predkoscia 8000 rpm.
Otrzymany osad zostal zawieszony w 250 pl buforu 1 w celu rozpuszczenia komorek.
Nastepnie dodano 250 pl buforu 2 w celu lizy komorek, po czym delikatnie mieszano
poprzez inwersj¢. W kolejnym kroku dodano 350 ul buforu 3 w celu renaturacji DNA
I rOwniez mieszano poprzez inwersje. Probka zostala nastgpnie poddana wirowaniu
przez 5 min przy obrotach 12 000 rpm, a uzyskany supernatant zostal przeniesiony na

kolumng, gdzie ponownie go wirowano przez 1 min przy obrotach 12 000 rpm.
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Kolumna nastgpnie zostala dwukrotnie przemyta przy pomocy buforu 4. W koncowym
etapie przeprowadzono elucje¢ dodajac 31 ul H2O ogrzanej do 70 °C. Do oceny stezenia i
czystosci wyizolowanego plazmidu postluzono si¢ spektrofotometrem DS-11 FX

(DeNovix)

3.2.11 Sekwencjonowanie plazmidow

Poprawno$¢ sekwencji uzyskanych plazmidow zostata zweryfikowana poprzez
sekwencjonowanie przy uzyciu starterow T7 1 T3, ktére przeprowadzita firma Genomed
S.A.

3.2.12 OkreSlenie zdolnosci tworzenia biofilmu uzyskanych mutantow

w warunkach statycznych

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przeprowadzono zgodnie z punktem 3.2.4

3.2.13 Okreslenie zdolnos$ci ruchu uzyskanych mutantow

Aby oceni¢ ruchliwo$¢, pojedyncza koloni¢ hodowano w MHB do ODewo = 0,2.
Nastepnie 1 pl inokulum wkluwano za pomoca pipety w $srodek 9-cm szalki Petriego
zawierajace] 25ml 0,4 % agaru MH 1 inkubowano przez noc w temperaturze 42°C

w atmosferze mikroaerofilnej (5% 02, 10% CQO?2).

3.2.14 Krzywa wzrostu

Dla szczepu dzikiego, zmutowanych szczepdw oraz szczepdw po komplementacji
sporzadzono krzywe wzrostu. Nocne hodowle C. jejuni, rozcienczono w bulionie MH
do ODegoo = 0,05 i inkubowano w temperaturze 42°C w atmosferze mikroaerofilnej (5%
02, 10% CO2). Probki pobierano we wskazanych odstgpach czasu co 3 godz. i

okreslano wartosci ODeoo.

56



3.2.15 Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Biofilm do analizy SEM przygotowano metoda inkubacji adsorpcyjnej. W tym celu 2
ml zawiesiny bakteryjnej (ODeoo = 0,2) w bulionie MH dodano do 6-studzienkowej
plytki zawierajacej agar MH 1 inkubowano przez 3 dni. Po inkubacji delikatnie usuni¢to
supernatant, a fragmenty agaru przeptukano PBS w celu wyeliminowania luzno
przylegajacych komorek bakteryjnych. Fragmenty agaru z dotaczonymi biofilmami
zawarte w probowkach typu Eppendorf zalano 0,5 mL 2,5% roztworu aldehydu
glutarowego (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i inkubowano przez jeden dzien
w temperaturze 4°C. Po procesie utrwalenia probki krotko odwirowano i trzykrotnie
przemyto w 0,1 M buforze kakodylanowym (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Po6zniej probki przepuszczano przez rosnacy gradient stezenia etanolu (30%, 50%, 70%,
90% 1 99,8%). Otrzymane probki napylano warstwa wegla (EM ACE600, Leica
Microsystems, Wetzlar, Niemcy) 1 obserwowano za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego Auriga 60 (Oberkochen, Niemcy) przy powigkszaniu 2500 i 10000.

Badania przeprowadzono w 2 powtdrzeniach.

3.2.16 Konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa (CLSM)

Szczepy C. jejuni hodowano na agarze MH przez 24 godz. w 42°C w warunkach
mikroaerofilnych (5% 02, 10% CO2). Nast¢pnie bakterie zawieszano w bulionie MH
i doprowadzano do ODego= 0.5. Nastepnie 1 ml zawiesiny bakteryjnej zaszczepiono na
sterylnych 96-dotkowych polisterynowych ptytkach i inkubowano przez 2 godz.
w temperaturze 42°C w warunkach mikroaerofilnych (5% 02, 10% CO2). Nastepnie
zawiesing bakteryjng na plytce ostroznie zastgpiono 1 ml $wiezego bulionu MH
i inkubowano przez 3 dni w tych samych warunkach. Przed obserwacja biofilmu
komorki barwiono poprzez dodanie barwnikow SYTO 9 i jodku propidyny (PI) wedtug
instrukcji producenta. Tak wybarwione komorki obserwowano w mikroskopie
konfokalnym Zeiss Cell Observer SD wyposazonym w obiektyw 10x (NA 0.3) (Zeiss,
Gottingen, Niemcy) i kamere Rolera EM-C2 (QImaging, Surrey, BC, Kanada). Zywe
komorki wybarwione SYTO-9 (zielone) wykrywano przy uzyciu lasera 488 nm
(Zeiss/Leica) i emisji 502-538 nm. Martwe komorki wybarwione Pl (czerwone)

obrazowano za pomocg lasera 561 nm (Zeiss) lub 552 nm (Leica) przy emisji 575-625
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nm. Pozyskane obrazy poddano obrobce i analizie w programie Fiji/Imagel 1 okreslono
procent zywych 1 martwych komoérek. Badania przeprowadzono w 3 powtoérzeniach.

Dla kazdego powtorzenia analizowano 3 zdj¢cia.

3.2.17 Analiza biofilmu za pomoca systemu mikroprzeplywowego BioFlux 1000z

System przeptywu mikroprzeplywowego BioFlux 1000z z plytkami 48-dotkowymi
(Fluxion Biosciences, Alamenda, USA) wykorzystano do badania adhezji i tworzenia
biofilmu w przeptywie cigglym. Szczepy bakteryjne C. jejuni rozcienczono do
uzyskania 102 CFU/ml w MHB. Na poczatek inokulum (1ml) inkubowano przez
1 minute¢ bez przeptywu w celu adhezji bakterii w studzienkach. Nastgpnie
zainicjowano przeptyw przy 0,2 dyn na 1 cm?. Ptytke inkubowano w temperaturze 42°C
przez 48 godz. w komorze inkubatora (85% N2 i 10% COg) (Carl Zeiss Pecon Incubator
XL S1, Erbach, Niemcy). Obrazowanie prowadzono w odstepach 2-godzinnych przez
48 godz. przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axio Inverted Observer 7 (Carl
Zeiss, Erbach, Niemcy) wyposazonego w kamer¢ Orca Flash 40 (Hamamatsu, Japonia)
1 obiektyw 10% (tryb kontrastu réznicowo-interferencyjnego [DIC]). Obrazy nastegpnie
analizowano za pomocg oprogramowania Image J na podstawie analizy progowe;j tla.
Badania przeprowadzono w trzech powtdrzeniach biologicznych i trzech powtdérzeniach

technicznych.

3.2.18 Analiza statystyczna

Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono za pomoca programu Statistica 13.1.
Kazdy eksperyment przeprowadzono przynajmniej w 3 powtdrzeniach. Do okreslenia
istotnos$ci obserwowanych roznic w tworzeniu biofilmu miedzy mutantami Ez-Tn5
uzyto jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) oraz test Tukeya. ANOVA
Kruskala-Wallisa oraz test Bonferroniego pozwolity okresli¢ czy rdznice w tworzeniu
biofilmu miedzy mutantami, szczepem dzikim i komplementowanymi mutantami sa
istotne. ANOVA jednoczynnikowa umozliwila okreslenie istotnosci rdznic
W ruchliwo$ci badanych szczepéw, natomiast ANOVA wieloczynnikowa zostata
wykorzystana do oceny istotnosci réznic w krzywej wzrostu, zywotnosci oraz dynamice
tworzenia biofilmu. Warto$¢ p rowna lub mniejsza niz 0,05 uznawana byta za istotnie

statystyczng.
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4. Wyniki

4.1 Losowa mutageneza za pomoca transpozonu

W celu identyfikacji nowych gendéw zaangazowanych w tworzenie biofilmu
przez C.jejuni przeprowadzono losowg mutagenez¢ szczepu C. jejuni 81-176 za
pomoca transpozonu EZ-Tn5. Procedura mutagenezy umozliwia wprowadzenie
transpozonu w genom bakterii, rowniez w regiony zawierajace geny. W tych
przypadkach efektem wilaczenia si¢ transpozonu w genom bakterii moze by¢ przerwanie
cigglosci genow i utrata ich funkcjonalnosci. Po utworzeniu biblioteki transpozonowej
szczepu C. jejuni 81-176 okreslono zdolno$¢ uzyskanych mutantéw do tworzenia
biofilmu w odniesieniu ze szczepem typu dzikiego. Wsrod 350 uzyskanych mutantow
C. jejuni 81-176  dwadziescia wykazywalo znaczny spadek (3,07-8,99-krotny)
produkcji biofilmu w poréwnaniu ze szczepem typu dzikiego (Ryc. 6). Charakterystyka
otoczenia genetycznego wbudowanego w genom C. jejuni transpozonu wykazata, ze w
mutantach charakteryzujacych si¢ obnizong zdolno$cig tworzenia biofilmu transpozon
zostal wlaczony w geny zwigzane takimi procesami biologicznymi jak ruchliwosc,
adhezja komorek, metabolizm, transport btonowy oraz oddychanie. W uzyskanej
bibliotece transpozonowej znalazty si¢ mutanty o obnizonej zdolnos$ci tworzenia
biofilmu, w ktorych transpozon zostat wigczony w zidentyfikowane wczesniej geny
zwigzane ztworzeniem biofilmu przez C. jejuni. Uzyskano rowniez mutanty O
obnizonej zdolno$ci tworzenia biofilmu w ktorych transpozon zostat wtaczony w geny,
ktorych udzial w procesie tworzenia biofilmu przez C. jejuni nie zostal dotychczas
opisany. Wsrod nich znalazly si¢ takie geny jak cydB kodujacy oksydazg
cytochromowo-ubichinolowg oraz hydC kodujacy podjednostke cytochromu b (Tab.
37). Poniewaz duza cze$¢ nowych genow zidentyfikowanych dzigki bibliotece
transpozonowej kodowata biatka hipotetyczne dalsze badania skupialy si¢ na

potwierdzeniu roli genéw cydB i hydC w procesie tworzenia biofilmu u C. jejuni.
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Ryc. 6. Zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez mutanty C. jejuni 81-176 wygenerowane
Z uzyciem transpozonu Ez-Tn5 na podstawie barwienia CV komorek po 72 godzinach
wzrostu w warunkach mikoaerofilnych (5% O, 10% CO). Wykres przedstawia srednia
absorbancje (570 nm) wyrazong w stosunku do szczepu typu dzikiego (WT). Stupki
btedow ukazuja odchylenia standardowe z co najmniej trzech niezaleznych
eksperymentow. Dane analizowano za pomocg ANOVA. Wyniki uznawano za istotnie

statystycznie, gdy warto$¢ p < 0,05 (*).

Tab. 37 Whyniki identyfikacji otoczenia genetycznego miejsc przerwanych przez

transpozon w mutantach C. jejuni 81-176 ze zmniejszonym poziomem tworzenia

biofilmu.
Mutant Identyfikator Opis
w genomie
11A9 CJJB1176 0119 cydB - oksydaza ubichinolowa cytochromu d,
podjednostka Il
10E10 CJJ81176 1281 hydC - podjednostka cytochromu b
11B1 CJJ81176_1143 pglB - biatko szlaku glikozylacji
7D9  CJJ81176 0721 flgG - biatko precika podstawy ciata wiciowego
10E8  CJJ81176_1550 pflA — biatko wici
E47  CJJ81176_ 1548 biatko chemotaksyjne
2K CJJ81176_1389 hipotetyczne biatko I
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15K CJJ81176_0128 hipotetyczne biatko II

24K CJJ81176 0439 hipotetyczna oksydoreduktaza
27K CJJ81176_0897 transporter ABC

D1 CJJ81176_0356 przeciwutleniacz, rodzina AhpC/Tsa
Co64  CJJI81176_1245 biatko z rodziny wymiennikéw séd/wodor
E24  CJJ81176_1495 hipotetyczne dwufunkcyjne biatko putA
El7  CJJ81176_1363 hipotetyczne biatko III

E13 CJJ81176_0034 hipotetyczne biatko IV

E7 CJJ81176_0250 acetylotransferaza, rodzina GNAT

E40 CJJ81176_1309  hipotetyczna deaminaza trifosforanu deoksycytydyny

E26  CJJ81176_1296 syntaza pseudourydyny duzej podjednostki rybosomalne;j
z rodziny RIUA

E37  CJJ81176_0728 hipotetyczne biatko konserwatywne TIGR00486

E48  CJJ81176_1340 czynnik pomocniczy ruchliwo$ci

4.2 OKreslenie zdolno$ci tworzenia biofilmu przez szczepy C. jejuni AcydB oraz

AhydC przy pomocy barwienia fioletem krystalicznym (CV)

W celu okreslenia wktadu wytypowanych w procesie mutagenezy za pomoca
transpozonu genoéw cydB oraz hydC w proces tworzenia biofilmu przez C. jejuni
uzyskano mutanty delecyjne tych gendéw oznaczone odpowiednio jako AcydB oraz
AhydC (Ryc. 7). Nastepnie uzyskano mutanty AcydB oraz AhydC, do ktérych ponownie
wprowadzono kopie genow cydB oraz hydC w procesie komplementacji. Mutanty te
nazwano comp-cydB oraz comp-hydC. Celem komplementacji byto wykluczenie
mozliwych efektow polarnych wprowadzonych delecji genéw cydB oraz hydC na
proces tworzenia biofilmu, poprzez probg przywrocenia wyjsciowego fenotypu C. jejuni

po ponownym wprowadzeniu kopii tych genéw do mutantow delecyjnych.

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez wyjsciowy szczep C. jejuni 81-176 oraz
mutanty AcydB i AhydC oraz mutanty comp-cydB i comp-hydC okreslono za pomoca
barwienia fioletem krystalicznym (CV). Mutanty AcydB i AhydC wykazywaty istotnie
(p<0,05) nizszg zdolno$¢ produkcji biofilmu w poréwnaniu z typem dzikim oraz danym

szczepem po komplementacji (Ryc. 8). Wartosci ODs7o w tescie CV dla szczepu
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rodzicielskiego, mutanta AcydB, szczepu po komplementacji comp-cydB wynosity
odpowiednio 0,46 + 0,09, 0,18 = 0,06 i 0,48 = 0,11. Dla mutanta AhydC i szczepu po
komplementacji comp-hydC wartosci te wyniosty 0,28 + 0,08 i 0,43 + 0,08. Biofilm
szczepu dzikiego, mutanta AhydC oraz szczepow komplementowanych comp-cydB jak
I comp-hydC byt obserwowany zaréwno jako pier$cienie na granicy faz powietrze-ciecz
jak i na dnie mikroptytki. Z kolei biofilm mutanta AcydB byt wykrywalny wylacznie na
obrzezach dna ptytki. Natomiast mutant AhydC tworzyt biofilm na brzegach i w
srodkowej czesci dna dotka. W przypadku szczepu typu dzikiego, jak i szczepoéw po
komplementacji comp-cydB i comp-hydC obserwowany byl gesty biofilm na calej

powierzchni dna dotka (Ryc. 9).

AL -
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Ryc. 7. Elektroforeza w 0,8 % zelu agarozowym przedstawiajgca rozdzial produktow
PCR po amplifikacji genéow cydB i hydC oraz ich otoczenia za pomoca starterOw spr-
FOR i spr-REV w szczepie dzikim C. jejuni 81-176 i w mutantach AcydB i AhydC
majaca na celu potwierdzenie delecji genow cydB i hydC. Sciezka 1 — produkt PCR
uzyskany ze szczepu dzikiego C. jejuni 81-176 odpowiadajacy regionowi zawierajacym
gen cydB wraz z otoczeniem (2286 bp) Sciezka 2 — produkt PCR uzyskany z mutanta
AcydB odpowiadajacy regionowi otaczajacym gen cydB (1278 bp). Sciezka 3 —
Standard GeneRuler DNA Ladder Mix Sciezka 4 - produkt PCR uzyskany ze szczepu
dzikiego C. jejuni 81-176 odpowiadajacy regionowi zawierajacym gen hydC wraz z
otoczeniem (1601 bp) Sciezka 5 — produkt PCR uzyskany z mutanta AhydC
odpowiadajgcy regionowi otaczajacym gen hydC (1079 bp).
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Ryc. 8. Tworzenie biofilmu przez szczep dziki oraz mutanty C. jejuni. Stupki btedow
ukazuja odchylenia standardowe z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow.
Dane analizowano za pomoca ANOVA Kruskala-Wallisa. Istotnos¢ ustalono na

poziomie p <0,05 i oznaczono (*).

81-176 AcydB comp-cydB

AhydC comp-hydC

Ryc. 9. Tworzenie biofilmu przez szczep dziki oraz mutanty C. jejuni na ptytce po
72 godzinnej inkubacji na podstawie barwienia CV.
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4.3 Wizualizacja biofilmu za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej
(SEM)

Analiza wynikéw skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) (Ryc. 10),
ujawnita znaczng réznorodno$¢ architektury biofilmu C. jejuni. Wszystkie badane
biofilmy wykazywaty obecno$¢ dwoch typoéw morfologii komorek: normalny spiralny
ksztalt oraz ksztatt kokoidalny, ktory wskazuje na stan VBNC (ang. viable but
nonculturable). Dodatkowo, wyraznie zauwazalne byly rurkowate struktury krzyzujace
si¢ 1 tworzace sie¢, co prawdopodobnie odpowiada wiciom bakteryjnym. Biofilm
zarébwno szczepu dzikiego C. jejuni 81-176, jak i szczepu comp-cydB byt dojrzaty i
dobrze rozwiniety, sktadat si¢ gtdéwnie z duzych skupisk komorek tworzacych agregaty
polaczone ze soba. Dodatkowo, zauwazono obecno$¢ licznych struktur, ktére
prawdopodobnie byly utworzone z agregatow biatkowo-polisacharydowych. Z kolei
mutant AcydB wytworzyl stabszy, niejednolity biofilm o nieregularnej strukturze.
Jedynie w niektorych obszarach zaobserwowano skupiska komorek potaczonych ze
sobg, podczas gdy w pozostatych obszarach pojawialy si¢ puste przestrzenie z
pojedynczymi komoérkami. W przypadku szczepu komplementowanego comp-hydC
zaobserwowano roéwnomierne rozmieszczenie biofilmu bez wyraznych obszarow
zawierajacych agregaty z duzymi skupiskami komorek. Dodatkowo zauwazono, ze
komorki w biofilmie szczepu comp-hydC byty bardziej zwarte niz w przypadku szczepu
dzikiego. Mutant AhydC tworzyt rownomierny biofilm pozbawiony wyraznych
obszarow o zwigkszonej koncentracji lecz z przewaga komorek kokoidalnych.

Wystepowaly takze wigksze przerwy migdzy poszczeg6lnymi skupiskami komorek.
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81-176 AcydB comp-cydB

Ryc. 10. Struktura biofilmu wytworzonego przez szczep dziki oraz mutanty C. jejuni w

obrazowaniu za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) po 72 godz.
Powiekszenie A (x 2 500) 1 B (x10 000)
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4.4 Wizualizacja biofilmu za pomoca konfokalnej laserowej mikroskopii
skaningowej (CLSM)

Na podstawie analizy obrazéw uzyskanych w CLSM (Ryc. 11) dokonano oceny
procentowego udzialu zywych i martwych komoérek w biofilmie. Komoérki zywe
barwiono si¢ na kolor zielony, podczas, gdy komorki martwe na czerwono. Dla dzikiego
szczepu C. jejuni 81-176 stwierdzono, ze odsetek zywych komorek wynosit 70,3% +
8,58 natomiast komorek martwych byto 29,7% + 8,58. Mutant AcydB charakteryzowat
si¢ wysokim odsetkiem zywych komorek, ktory wyniost 87,77% + 1,81 w poréwnaniu
do martwych komorek, ktore stanowity 12,23% =+ 1,81. W przypadku szczepu
komplementowanego comp-cydB zaobserwowano, ze udziat zywych komoérek wynosit
84,75% + 7,05 , natomiast martwych komorek byto 15,25% + 7,05. Dla mutanta AhydC
odsetek zywych komorek ksztattowat si¢ na poziomie 86,17% =+ 3,92, a martwych
13,83% + 3,92. Natomiast w przypadku szczepu komplementowanego comp-hydC
zywe komorki stanowity 82,6% + 9,32 a martwe 17,4 % =+ 9,32. Nie zauwazono
istotnych réznic w zywotno$ci pomiedzy badanymi szczepami p > 0,05. Dodatkowo
oceniono procent powierzchni zajetej przez biofilm. Szczep C. jejuni typu dzikiego
wykazywal umiarkowana, ale istotng zdolno$¢ tworzenia biofilmu zajmujac 58,20 % =+
2,32 obserwowanej powierzchni. Delecje genow cydB i hydC znaczaco obnizyly te
zdolno$¢, sprawiajac, ze biofilm zajmowal odpowiednio 6,88 % + 1,56 1 14,89 % + 1,78
powierzchni dotka. Po komplementacji zaobserwowano przywrocenie zdolnosci do
tworzenia biofilmu do poziomu zblizonego do szczepu typu dzikiego, ktory zajmowat
odpowiednio dla szczepu comp-cydB 65,36 % + 7,71 i comp-hydC 43,87 % + 1,24

powierzchni dotka.
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Ryc. 11 Reprezentatywny obraz CLSM zywych (barwienie Syto9) i martwych komorek
(barwienie PI) bakteryjnych w biofilmach C. jejuni oraz obrazy potaczone (Syto9 + PI)
(A). Zywe komorki barwily si¢ na zielono za pomoca SYTO 9, podczas gdy martwe
komorki barwity si¢ na czerwono przy pomocy jodku propidyny (PI). (B) Procent
zywych 1 martwych komorek, obliczony na podstawie trzech losowo wybranych
obrazéw. Dane przedstawiono jako s$redniag + SD. Wyniki analizowano
wieloczynnikowg ANOVA p > 0,05.

4.5 Badanie biofilmu w warunkach przepltywu

Dynamike tworzenia biofilmu przez szczep C. jejuni 81-176 oraz uzyskane
mutanty badano za pomoca systemu Bioflux (Ryc. 12). W przypadku dzikiego szczepu
C. jejuni 81-176 obserwowano stopniowy i systematyczny przyrost powierzchni
biofilmu. Po 8 godzinach zauwazono zwigkszenie powierzchni biofilmu. Kolejny
przyrost powierzchni biofilmu miat miejsce po 22 godzinach trwania eksperymentu
osiggajac ponad 50% powierzchni kanatlu przeptywowego. Po tym czasie obserwowano
dalszy systematyczny wzrost biofilmu, ktory po 48 godzinach zajmowal ponad 90%
catkowitej powierzchni kanalu. W przypadku mutanta AcydB zaobserwowano
ograniczony przyrost biofilmu przez caly czas trwania eksperymentu. Biofilm

wytwarzany przez mutanta AcydB zajmowal od 2 do 4 % powierzchni kanatu. W
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przypadku szczepu comp-cydB przyrost biofilmu zaobserwowano dopiero po 26
godzinach. Miedzy 28 a 30 godzing eksperymentu odnotowano okoto pigciokrotny
przyrost powierzchni biofilmu w szczepie comp-cydB. Po tym czasie zaobserwowano
dalszy systematyczny wzrost powierzchni biofilmu, ktory po 48 godzinach stanowit
ponad 75% catkowitej powierzchni kanalu. W przypadku mutanta AhydC przyrost
biofilmu takze byl ograniczony. Miedzy 2 a 30 godzing trwania eksperymentu
powierzchnia zajmowana przez biofilm wahata si¢ miedzy 3,5 % a 7 %. Po tym czasie
zaobserwowano przyrost powierzchni biofilmu do 10 % - 13 %. W szczepie comp-hydC
od godziny 14 obserwowano systematyczny wzrost powierzchni biofilmu az do 34
godziny, w ktoérej poziom zajmowanego biofilmu w kanale wynosit ponad 50 %.
Poziom ten utrzymywat si¢ az do 48 godziny trwania eksperymentu.
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Ryc. 12 Dynamika tworzenia si¢ biofilmu w kanale uktadu mikroprzeptywowego
(BioFlux 1000z) przez szczep C. jejuni 81-176 oraz wytworzone mutanty podczas

48 godzinnej inkubacji w warunkach przeptywowych (0,2 dyn/cm?); punkty
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przedstawiaja $rednie wartosci pomiarow + SD, n = 3; * istotnie statystyczne réznice

w porownaniu do kontroli p < 0,05.

4.6 Wplyw delecji genow cydB i hydC na ruchliwo$¢ oraz wzrost C. jejuni.

Ruchliwos$¢ badanych szczepoéw C. jejuni okreslono po 24 godzinnej inkubacji
w podtozu Mueller-Hinton (MH) z dodatkiem 0,4% agaru. Strefy wzrostu dla dzikiego
szczepu C. jejuni, mutantow AcydB i AhydC oraz szczepoéw comp-cydB i comp-hydC
wynosily odpowiednio 21,92 mm + 1,44; 20,5 mm =+ 1,38; 20,75 mm =+ 1,6; 21,33 mm +
1,3 oraz 21,42 mm =+ 1,38 (Ryc. 13). Réznice pomigdzy szczepami nie byly istotne
statystycznie (p > 0,05), co dowodzi, ze delacja genow cydB i hydC nie wptywa na

ruchliwos¢ C. jejuni.

81-176

AcydB comp-cydB R 4mdC « comp-hydC

Ryc. 13 Ruchliwo$¢ szczepu typu dzikiego oraz uzyskanych mutantow C. jejuni po 24
godzinach inkubacji w podtozu Mueller-Hinton (MH) z dodatkiem 0,4% agaru.

Aby okresli¢ czy delecja genow cydB oraz hydC wplywa na wzrost C. jejuni 81-176
wyznaczono krzywa zaleznosci ODeoo 0d czasu (Ryc. 14). Wskazniki ODsoo dla szczepu
dzikiego C. jejuni 81-176, AcydB i comp-cydB oraz AhydC i comp-hydC byty zblizone
we wszystkich punktach czasowych. Nie zaobserwowano znaczacych roznic (p > 0,05),

co dowodzi, ze szczepy te majg podobne tempo wzrostu.
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Ryc. 14 Krzywe wzrostu typu dzikiego oraz uzyskanych mutantow C. jejuni . Dane

przedstawiajg warto$ci srednie = SD. p>0,05

71



5. Dyskusja

Campylobacter jejuni to najczestsza przyczyna bakteryjnej, wodnistej biegunki
Uludzi na calym $wiecie. Bakterie te sg trudne w hodowli i maja specyficzne
wymagania pokarmowe, co powoduje ze liczba rzeczywistych przypadkow
wywotanych przez C.jejuni moze by¢ niedoszacowana (Turonova i wsp., 2015).
Bakterie te w odrdznieniu od innych patogenow jelitowych sg naturalnie kompetentne
do przyjecia DNA na drodze transformacji, co powoduje, ze z tatwoscia moga
przyjmowacé obce DNA, w tym geny opornosci na antybiotyki (Bae i wsp., 2014).
Uwaza si¢, iz kluczowg role w przetrwaniu C. jejuni w $rodowisku odgrywa proces
tworzenia biofilmu. Campylobacter spp. zdolne sg do formowania biofilmu na réznego
rodzaju powierzchniach abiotycznych (Teh i wsp., 2017). Produkowana przez bakterie
macierz zewnatrzkomorkowa zapewnia im ochron¢ przed dzialaniem S$rodkow
dezynfekcyjnych czynigc bakterie istotnym problemem w przemysle spozywczym
(Rossi 1 wsp., 2021). W S$rodowisku produkcji zywno$ci obecnos$¢ biofilméw
bakteryjnych moze prowadzi¢ do kontaminacji produktéw spozywczych, co z kolei
moze skutkowaé obnizeniem jako$ci oraz zmniejszeniem trwatosci tych produktow.
Takie zjawisko zwigksza tez ryzyko wystgpienia chorob przenoszonych droga
pokarmowa, co stanowi istotne zagrozenie dla zdrowia konsumentow (Bridier i wsp.,
2014).

W biofilmie mikroorganizmy przenosza i nabywaja geny oporno$ci na
antybiotyki czesciej niz komorki wolnozyjace, co stwarza powazne zagrozenie dla
zdrowia publicznego (Haddock i wsp., 2010). W przypadku niektorych bakterii
patogennych tworzenie biofilmu moze by¢ przyczyna zakazen wewnatrzszpitalnych
oraz infekcji zwigzanych z implantami czy urzadzeniami medycznym stanowiac istotne
wyzwanie kliniczne, gdyz takie zakazenia sa trudniejsze do leczenia i prowadza do
powaznych komplikacji zdrowotnych u pacjentow (Lebeaux i wsp., 2014). Z tego
powodu niezwykle istotne jest prowadzenie badan nad mechanizmem powstawania
biofilméw oraz metodami ich kontroli i eliminacji, ktore moga przyczyni¢ si¢ do
poprawy bezpieczenstwa zywno$ci oraz zmniejszenia ryzyka zakazen w kontekscie
opieki zdrowotnej.

Do tej pory opisano okolo 36 gendow zaangazowanych w regulacje i dynamike
tworzenia biofilmu u C. jejuni (Piining i wsp., 2021). Badania nad mechanizmem

tworzenia biofilmu u innych bakterii takich jak Pseudomonas aeruginosa czy
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Escherichia coli wykazaty, ze proces ten jest skomplikowany i angazuje wiele genow
nalezacych do roznych szlakow metabolicznych. W przypadku P. aeruginosa analiza
metabolomu przy pomocy modelu kinetycznego doprowadzita do identyfikacji 239
szlakow metabolicznych, ktorych zahamowanie wywotato zmiany w produkcji biofilmu
w postaci zmniejszenia lub zwigkszenia jego poziomu (Vital-Lopez i wsp., 2015).
Natomiast w badaniach nad E. coli przeprowadzonych przez Niba i wsp.
zidentyfikowano 110 gendw, ktorych delecja hamowata tworzenie biofilmu (Niba
i wsp., 2008). Ponadto, analiza z wykorzystaniem mikromacierzy wykazata obecnos$¢
2504 gendw o zréznicowanym poziomie ekspresji w dojrzalym biofilmie w poréwnaniu
z komorkami planktonicznymi w przypadku P. aeruginosa oraz 1292 genow
w przypadku E. coli (Ranjith i wsp., 2017; Heacock-Kang i wsp., 2018). Niedawne
badanie przeprowadzone przez Tram i wsp. (2020) wykorzystujace poréwnawcze
podejscie omiczne, ujawnito istotne rdéznice miedzy biofilmem a komoérkami
planktonicznymi C. jejuni. Analiza transkryptomu wykazata zr6znicowang ekspresj¢
620 genow w biofilmie w stosunku do komorek planktonicznych, potwierdzajac
ztozono$¢ procesu tworzenia biofilmu u C. jejuni (Tram i wsp., 2020).

Aby zidentyfikowaé nowe geny zwigzane z tworzeniem biofilmu w szczepie
C. jejuni 81-176 wykorzystano system do mutagenezy przy uzyciu transpozonu EZ-
TnS. Transpozon Tn5 wywodzi si¢ z transpozondéw bakteryjnych i nie ma wymagan
dotyczacych docelowej sekwencji dla insercji potencjalnie umozliwiajac wigksza
czesto$¢ insercji niz inne systemy transpozycji (Barquist i wsp., 2013). Lin i wsp.
(2009) udowodnili, ze transpozon TnS stanowi efektywne narzedzie do systematycznej
charakterystyki istotnych funkcjonalnie genéw u C. jejuni. Mandal i wsp. (2017)
wykorzystali technologi¢ Tn5 do analizy genomu C. jejuni. Z kolei Teh i wsp. (2017),
stosujac te sama metodologie, badali geny zwigzane z tworzeniem biofilmu przez
C. jejuni. Autorzy ci uzyskali jedynie 22 mutanty na jednym z siedmiu badanych
szczepow C. jejuni, co sugeruje, ze wydajnos¢ transpozycji moze zaleze¢ od szczepu
(Teh i wsp., 2017).

W niniejszej pracy za pomoca losowej mutagenenzy wygenerowano 350
mutantow szczepu C. jejuni 81-176, ktore zostaly ocenione pod katem zdolnosci
tworzenia biofilmu w poroOwnaniu ze szczepem dzikim. DwadzieScia mutantow
wykazywato 3,07 do 8,99-krotny spadek w zdolnosci tworzeniu biofilmu w porownaniu
z typem rodzicielskim. Niektore z uzyskanych mutantéw zawieraly insercje w genach,

ktorych udzial w procesie tworzenia biofilmu zostal juz potwierdzony przez innych
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badaczy. Byly to miedzy innymi geny zwigzane z ruchliwoscig flgG, pflA (Svensson
I wsp., 2014; Kalmokoff i wsp., 2006) oraz gen pglB zaangazowany w glikozylacje
(Cain 1 wsp., 2019), co potwierdza wiarygodno$¢ mutagenezy za pomocg transpozonu
EZ-Tn5. Analizujac bibliotek¢ transpozonowa uzyskang w ramach tej pracy
zidentyfikowano geny zwigzane z adhezjg, metabolizmem, transportem btonowym
I oddychaniem, ktéore nie byly wczesniej wigzane z tworzeniem biofilmu
u Campylobacter. Dalsza analiza wykazata, ze znaczaca cze¢$¢ zidentyfikowanych
gendéw koduje biatka hipotetyczne, ktorych rola w C. jejuni nie jest w pelni poznana lub
nie byta w ogble badana. Wérdd zidentyfikowanych gendw za pomocg mutagenezy przy
udziale transpozonu znalazly si¢ takze geny o znanej roli, ktore jednak nie byty dotad
wigzane z wytwarzaniem biofilmu przez C. jejuni. Dlatego tez w kolejnych etapach
badan skupiono si¢ na roli genéw cydB i hydC w tworzeniu biofilmu przez C. jejuni.
Gen cydB zwiazany jest z tancuchem oddechowym i metabolizmem, natomiast gen
hydC z transportem elektronow i metabolizmem energetycznym. Gen cydB u C. jejuni
jest zlokalizowany w operonie cydAB. U E. coli, zestaw genow cydABX koduje
cytochrom bd oraz oksydaze chinolowa o wysokim powinowactwie. Enzym ten
odpowiedzialny jest za oddychanie tlenowe w $rodowisku o niskiej zawarto$ci tlenu.
Wykazano, ze utrata cytochromu bd ma wptyw na strukture biofilmu E. coli. Usunigcie
genow cydAB u E. coli spowodowalo zmniejszenie ilosci macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz zwigkszylo podatno$¢ bakterii na stres nitrozacyjny
i oksydacyjny (Beebout i wsp., 2019). Co wigcej, Beebout i wsp. odkryli, ze brak
cytochromu bd prowadzi takze do zmniejszenia opornosci biofilmu na antybiotyki, co
sugeruje, ze moze on stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny przy zwalczaniu biofilmu
(Beebout i wsp., 2018). W przypadku C. jejuni, geny cydAB koduja oksydaze o niskim
powinowactwie, ktora jest odporna na cyjanek. Oksydaza ta poprawia zdolnos¢
przetrwania C. jejuni w warunkach mikroaerobowych. Jackson i wsp. (2007)
udowodnili, ze oksydaza ta nie jest niezbedna dla wzrostu C. jejuni, ale ma istotny
wplyw na zywotno$¢ komodrek w atmosferze mikroaerofilnej. Badacze zaproponowali
tez zmiang nazwy oksydazy CydAB na CioAB (oksydaza niewrazliwa na cyjanek),
poniewaz nie wykazuje charakterystycznych cech cytochromu bd (Jackson 1 wsp.,
2007).

Gen hydC wchodzi w sktad kompleksu genow kodujacych hydrogenaze Ni/Fe
u C. jejuni (hydABCD), ktorej aktywnos¢ i transkrypcja zwieksza si¢ w warunkach
ograniczajacych dostepnos¢ tlenu (van der Stel i wsp., 2017). Gen hydA jest
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odpowiedzialny za kodowanie matej podjednostki biatka, ktora peni role liganda
klastra Fe-S. Gen hydB koduje miejsce aktywne hydrogenazy Ni/Fe. Z kolei gen hydC
jest genem, ktory koduje podjednostke cytochromu typu b hydrogenazy Ni/Fe
zakotwiczong w blonie. Gen hydD koduje proteaze, ktorej zadaniem jest uczestniczenie
w procesie dojrzewania hydrogenazy (Parkhill i wsp., 2000). Obecno$¢ podjednostki
cytochromu b kodowanej przez hydC w genomie C. jejuni sugeruje, ze hydrogenaza
jest enzymem, ktéry wychwytuje wodoér i prawdopodobnie umozliwia bakterii
oszczedzanie energii (Weerakoon i wsp., 2009). Wykazano, ze poziom ekspresji genu
hydC zwigksza si¢ w trakcie wzrostu bakterii w temperaturze 42 °C w poréwnaniu z
37 °C, a takze w obecno$ci zelaza lub izotiocyjanianu benzylu w $rodowisku oraz
w odpowiedzi na stres kwasowy (Stintzi, 2003; Palyada i wsp., 2004; Reid i wsp., 2008;
Dufour i wsp., 2013). Udziat gené6w hyd w procesie tworzenia biofilmu u C. jejuni nie
zostal jednak dotad zbadany.

Aby okresli¢ rolg genéw cydB i hydC w produkcji biofilmu uzyskano mutanty
delecyjne AcydB i AhydC C. jejuni oraz mutanty, w ktorych dokonano komplementacji
genow cydB i hydC do mutantow delecyjnych. Wykazano, ze mutacje genéw CcydB
I hydC nie wplyngly na ruchliwo$¢, wzrost ani zywotnos¢ bakterii, co moglyby
wplywacé na tworzenie biofilmu. Stwierdzono, ze delecja genow cydB i hydC znaczaco
obnizyta zdolno$¢ do produkcji biofilmu badanego szczepu C. jejuni. Mutant AcydB
wytwarzal biofilm charakteryzujacy si¢ luzno zorganizowana, nieregularng strukturg
oraz znacznie mniejsza objetoscig niz szczep rodzicielski. Z kolei mutant AhydC
produkowal biofilm réwnomierny z przewaga komorek kokoidalnych, co moze
swiadczy¢ o przejsciu komorek w stan VBNC. Komplementacja przywrocita fenotyp
dziki w obu mutantach, udowadniajac, ze obserwowany efekt zwigzany jest wylacznie z
delecja tych gendéw. Wykorzystanie mikroprzeptywowego systemu Bioflux umozliwito
zbadanie dynamiki tworzenia biofilmu. W przypadku szczepu rodzicielskiego
I szczepow  komplementowanych comp-cydB i comp-hydC  zaobserwowano
systematyczny i stopniowy wzrost powierzchni zajmowanej przez biofilm. Jednakze
w szczepie komplementowanym comp-cydB stwierdzono podzniejsze uruchomienie
produkcji biofilmu w stosunku do szczepu rodzicielskiego, co mozna wytlumaczy¢
dostosowaniem do warunkow S$rodowiskowych i opo6zniong ekspresja genu cydB
zlokalizowanego na plazmidzie. W przeciwiefistwie do tego, tworzenie biofilmu przez
mutanty AcydB iAhydC bylo bardzo ograniczone podczas catego eksperymentu.
Biofilm mutanta AcydB zajmowal jedynie 2-4%  powierzchni  kanalu
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mikroprzeplywowego. Natomiast w przypadku mutanta AhydC w pierwszych godzinach
eksperymentu biofilm stanowit  3-7% powierzchni kanalu, a nastepnie 10-13%
powierzchni kanatu. Moze to sugerowaé, iz geny cydB oraz hydC wptywajg posrednio
lub bezposrednio na produkcje macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Niniejsze badania udowodnily role genéw cydB i hydC w procesie tworzenia
biofilmu u C. jejuni 81-176, co stanowi uzupetnienie wiedzy na temat molekularnych
podstaw tworzenia biofilmu przez ten istotny patogen. Jednoczesnie wykazano, iz
technologia EZ-Tn5 jest wiarygodnym i skutecznym narzedziem do badania
mechanizmu tworzenia biofilmu u C. jejuni. Lepsze zrozumienie procesu tworzenia
biofilmu moze przyczyni¢ si¢ do opracowania inhibitorow ograniczajacych Iub

uniemozliwiajacych produkcje biofilmu.
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6. Whnioski

1. Delecja gendéw cydB oraz hydC istotnie obnizyta poziom biofilmu w szczepie
C. jejuni 81-176.

2. Wprowadzenie plazmidu z kopiag genu cydB lub hydC do mutantéw delecyjnych cydB
oraz hydC przywrodcito zdolnos¢ tworzenia biofilmu w tych szczepach, dowodzac ze
obserwowane obnizenie zdolnosci do wytwarzania biofilmu zwigzane jest

z aktywnoscia genow cydB i hydC.

3. Delecja genéw cydB i hydC nie wptyn¢ta na ruchliwos$é, zywotno$¢ ani tempo
wzrostu C. jejuni, co wskazuje na rzeczywisty udzial tych genéw w proces tworzenia

biofilmu przez t¢ bakterig.

4. System EZ-Tn5 jest skutecznym narzedziem do identyfikacji nowych genoéw

potencjalnie biorgcych udzial w mechanizmie tworzenia biofilmu u C. jejuni 81-176.
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