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rozprawy doktorskiej mgr Jakuba Korkusa pt. ,Rola genéw cydB i hydC w procesie
tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni” wykonanej w Katedrze Higieny Zywnosci i
Ochrony Zdrowia Konsumenta Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu pod kierunkiem dr hab. inz. Ewy Watleckiej-Zacharskiej, prof.
UPWr

Podstawe formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr Jakuba Korkusa
stanowi pismo przewodniczqgcego Rady Dyscypliny Weterynaria, prof. dr hab. Wojciecha
Nizanskiego (MDDDO0000.4100.4.2024) z dnia 01 lipca 2023 r., zgodnie z uchwalg Rady

Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu.

Zakazenia drobnoustrojami z rodzaju Campylobacter spp. u ludzi stanowia powazny
problem epidemiologiczny. Wywolywana przez te bakterie kampylobakterioza, ktora jest
zoonoza, stanowi jedng z najczestszych przyczyn zakazen i zatru¢ pokarmowych u ludzi (tzw.
foodborne disease). Na ten problem zwraca szczegdlna uwage Swiatowa Organizacja Zdrowia.
W wielu krajach, jak USA, Anglia, Holandia, kraje skandynawskie, w ktorych badania
epidemiologiczne s3 prowadzone regularnie, zakazenia ludzi wywolane przez Campylobacter
dominujg obecnie nad infekcjami powodowanymi innymi patogenami, w tym pateczkami
Salmonella spp. Gléwnym zrédlem zakazenia cztowieka sg produkty spozyweze pochodzenia
zwierzgcego. Ta szczegdlna sytuacja epidemiologiczna wynika z faktu powszechnego
wystepowania paleczek Campylobacter spp. u réznych gatunkéw zwierzat, w tym zwierzat
rzeznych. Bakterie te bowiem wchodza w sktad mikroflory jelitowej zwierzat powodujgc u nich
zwykle bezobjawowe nosicielstwo.

Campylobacter spp. moga kolonizowa¢ przewdd pokarmowy kazdego gatunku zwierzat,
jednak izolowane sg najczesciej od ptakow. Dla tych termofilnych mikroorganizméw przewod
pokarmowy ptakoéw jest bardzo ,,goscinny”, gdyz ptaki majg wyzsza temperature wewnetrzna

w porownaniu do innych gatunkow zwierzat. Pomimo 2 rodzaj Campylobacter (C.) w ogdle




obejmuje 45 gatunkéw, to dominujacymi gatunkami u ptakéw sa C. jejuni i C. coli. To
bezobjawowe zakazenie tymi bakteriami w ciagu kilku dni moze rozprzestrzeni¢ si¢ na 100%
ptakéw w stadzie. Gtownymi czynnikami ryzyka, ktére przyczyniaja si¢ do tak szybkiego
rozprzestrzeniania sie Campylobacter spp. w fermach intensywnego chowu drobiu, jest
zanieczyszczone Srodowisko, pasza, woda, brak $rodkéw bezpieczefistwa biologicznego
umozliwiajgcych kontakt z dzikimi zwierzetami, owady, niewlasciwa dezynfekcja pomigdzy
cyklami produkcyjnymi. Zakazenie moze rozprzestrzenia¢ si¢ zardwno poziomo, jak i pionowo
poprzez jaja wylggowe na potomstwo.

Glownym zrodlem zakazenia czlowieka jest zywnos¢ pochodzenia zwierzecego,
zwlaszcza drob, stad wymienione wyzej dwa gatunki tej bakterii wystepujace u drobiu (C.
jejuni i C. coli) sa przyczyna ok. 90% zatru¢ pokarmowych. Dodatkowo duze zagrozenie dla
zdrowia publicznego wiaze si¢ z rosnaca opornoscig tych bakterii izolowanych zaré6wno od
zwierzat, jak 1 ludzi na chemioterapeutyki. Do zakazenia ludzi dochodzi najczgsciej po
spozyciu $wiezych lub niedopasteryzowanych zanieczyszczonych pateczkami Campylobacter
srodkow spozywezych. Tuszki drobiowe i ich narzady wewnetrzne ulegaja zanieczyszczeniu w
trakcie procesu uboju i obrobki poubojowej. Istnieje takze mozliwos$¢ przeniesienia tych
bakterii z tuszek drobiowych na inne produkty spozywcze przechowywane w gospodarstwie
domowym. Niehigieniczna obrobka migsa czy niewtasciwa dystrybucja produktéw drobiowych
sprzyja kontaminacji krzyzowej produktow spozywczych. Zachorowania ludzi o charakterze
epidemicznym zwigzane sg przede wszystkim z piciem mleka i wody zanieczyszczone]
Campylobacter spp. a takze, jak zaznaczono wyzej, ze spozyciem migsa drobiowego (np.
grillowanego) i jego przetwordw.

Opisano wiele mechanizmdw kolonizacji jelit przez Campylobacter, w tym zdolnos¢ ruchu,
chemotaksje, adhezje, infekcje wewnatrzkomorkowa, synteze entero- i cytotoksyn, obecno$é
bialek szoku cieplnego i pomp efflux oraz zdolnos¢ do tworzenia biofilmu, ktéry odgrywa
kluczowa role w przetrwaniu tych bakterii w $rodowisku. Bowiem pomimo, iz bakterie z
rodzaju Campylobacer sa z jednej strony bardzo wrazliwe na zmiany warunkéw srodowiska, a
z drugiej - maja duze wymagania bytowe, to jednak za sprawa tworzonego biofilmu z fatwoscia
przezywaja w srodowisku produkeji i przetwarzania zywnosci stwarzajgc powazne zagrozenie
dla zdrowia publicznego. W $wietle powyzszego wybor tematu ocenianej rozprawy
doktorskiej, ktora dotyczy bardzo istotnego zagadnienia jakim sg badania nad zdolnoscig i

mechanizmami tych bakterii do tworzenia biofilmu nalezy uzna¢ za trafny i bardzo aktualny.



Przedlozona do oceny rozprawa doktorska posiada typowy uklad dla tego typu
opracowan na stopien naukowy. Jest przedstawiona na 97 stronach manuskryptu, podzielonych
na dziewie¢ rozdzialow, poprzedzonych strong tytutlowa i spisem tresci w kolejnosci:

- wykaz uzywanych skrotow (2 strony),

- streszczenia w jezykach polskim i angielskim (po 2 strony),

- wstep (15 stron),

- cel pracy (1 strona),

- materiaty i metody (30 stron),

- wyniki (13 stron),

- dyskusja (5 stron),

- wnioski (w liczbie 4),

- bibliografia (172 pozycje).

Dokumentacja pracy przedstawiona jest na 5 rycinach i w 37 tabelach zamieszczonych
w tekscie manuskryptu. Zostaly one opracowane bardzo starannie graficznie, przez co sg
czytelne. Pragne jednak zauwazy¢, ze brakuje tabeli 22 ,,Sklad mieszaniny ligacyjnej”, chociaz
Autor odwoluje si¢ do niej na stronie 43 manuskryptu. Przeglad pismiennictwa oparty jest na
172 starannie dobranych pozycjach, co §wiadczy o dojrzatosci naukowej Autora dysertacji oraz
o aktualnosci podjetych badan. Przedstawiona do oceny dysertacja napisana jest poprawnym
jezykiem, z prawidlowym uzyciem nazewnictwa fachowego.

W obszernym wstepie, po krotkim wprowadzeniu w problematyke zakazen
bakteryjnych przenoszonych przez zywnos¢ stanowigcych istotny aspekt ochrony zdrowia
publicznego w skali ogélnoswiatowej, Doktorant bardzo szczegétowo omawia epidemiologie
1 patogeneze zakazen C. jejumi — czynnika etiologicznego kampylobakteriozy powodujgcej
ostre zapalenie zoladka i jelit. W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorant przedstawit definicje
biofilmu z etapami jego tworzenia oraz jego znaczenie w przemysle spozywczym jako istotnego
czynnika chronigcego bakterie przed dzialaniem zmiennych warunkéw sSrodowiska
zewnetrznego, w tym Srodkow dezynfekcyjnych. Nastepnie Doktorant omowit role biofilmu C.
Jjejuni w szerzeniu zakazen na fermach drobiu i w transmisji tych bakterii z przewodu
pokarmowego ubijanych ptakow na tuszke oraz mechanizm tworzenia biofilmu. W tym
ostatnim przypadku Autor dysertacji szczegolowo opisat role genéw odpowiedzialnych za
wirulencje i tworzenie biofilmu C. jejuni.

Wstep, ktéry z wielka przyjemnoscia doktadnie przeanalizowatem, stanowi logiczng i
dobrze skomponowang czes¢ pracy wprowadzajaca szczegétowo w problematyke zakazen

bakteriami z rodzaju Campylobacter spp. u ludzi i zwierzat oraz role biofilmu tych bakterii w
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etiopatogenezie zakazen. Ta cze$¢ dysertacji dowodzi bardzo dobrej znajomosci przez
Doktoranta problematyki oraz pismiennictwa (w tym rozdziale zacytowano 151 pozycji oraz
publikacje Kim i wsp. 2015, ktorej nie zamieszczono w wykazie, a prace Svensson i wsp. 2014
zamieszczono dwukrotnie (poz. 146 1 147), co stanowi 88% ogdlnej ich liczby). Analiza tego
rozdziatlu wprowadza stopniowo, ale szczegétowo w zagadnienia, ktérych dotyczy dysertacja.
Z analizy cytowanego w tym rozdziale pi$miennictwa przekonywujgco wynika rowniez cel
pracy.

Glownym celem pracy doktorskiej byta ocena roli genéw cydB i hydC, wytypowanych
przy wykorzystaniu losowej mutagenezy za pomoca transpozonu, w procesie tworzenia
biofilmu przez C. jejuni. Cele te byly realizowane w oparciu o trzy nastgpujace zadania
szczegblowe:

1) losowa mutageneza za pomocg transpozonu w celu identyfikacji nowych genow
uczestniczacych w procesie tworzenia biofilmu u C. jejuni;

2) konstrukcja mutantéw delecyjnych oraz komplementacja otrzymanych mutantow;

3) ocena zdolnosci tworzenia biofilmu oraz architektury biofilmu uzyskanych
mutantow.

Kolejny rozdziat to ,,Materialy i metody”, w ktérym Doktorant w formie tabelaryczne;j
zestawil wykorzystane w badaniach odczynniki chemiczne, enzymy, antybiotyki i
chemioterapeutyki, bufory 1 roztwory, gotowe zestawy odczynnikéw, podloza
mikrobiologiczne, oligonukleotydy, szczepy bakteryjne i plazmidy, oprogramowanie i
aparature.

Naste¢pnie w podrozdziale ,,Metody” zamieszczono zwigzly opis badan laboratoryjnych
(hodowla bakterii, przygotowanie komorek ektrokompetentnych C. jejuni, losowa mutageneza
za pomocg transpozonu, hodowla biofilmu C. jejuni, identyfikacja gendéw przerwanych przez
transpozon, izolacja genomowego DNA, konstrukcja mutantéw delecyjnych, otrzymanie
plazmidow pJK101 i pJK102, pJK102 i pJK202 oraz pJK103 i pJK203, wprowadzenie
zmutowanego allelu do C. jejuni DRH212, elektroporacja I i II, komplementacja otrzymanych
mutantéw, przygotowanie komorek kompetentnych E. coli DH5a/pRK212.1, koniugacja C.
Jejuni z E. coli, colony PCR, izolacja plazmidow, sekwencjonowanie plazmidow, okreslenie
zdolnosci tworzenia biofilmu uzyskanych mutantéw w warunkach statycznych, okreslenie
zdolnosci ruchu uzyskanych mutantéw, krzywa wzrostu szczepu dzikiego, szczepow
zmutowanych oraz szczepéw po komplementacji, skaningowa mikroskopia elektronowa
(SEM), konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa (CLSM), analiza biofilmu za pomoca

mikroprzeptywowego BioFlux 1000z i analiza statystyczna. Wymienione metody $wiadczg o
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bardzo duzym zakresie, skrupulatnie przeprowadzonych badan, wykonanych z zastosowaniem
nowoczesnych technik, ktére wymagaly od Doktoranta opanowania szerokiej gamy metod
badawczych z zastosowaniem technik biologii molekularnej. Zakres wykonanych badan
$wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu przez Doktoranta warsztatu badawczego i o Jego
ogromnej pracowitosci.

Dobrze zaplanowane badania i zastosowane metody badawcze, w tym system do
losowej mutagenezy przy uzyciu transpozonu EZ-Tn5, pozwolily Doktorantowi wygenerowac
350 mutantoéw szczepu dzikiego C. jejuni 81-176 1 oceni¢ je pod katem zdolnosci tworzenia
biofilmu. Analizujac biblioteke transpozonowa Autor dysertacji zidentyfikowal geny zwigzane
z adhezjg, metabolizmem, transportem blonowym i oddychaniem, ktérych rola w tworzeniu
biofilmu u Campylobacter nie byta wczesniej badana. W kolejnych etapach badan Doktorant
skoncentrowat si¢ na roli genu cydB (zwigzany z tancuchem oddechowym i metabolizmem) i
hydC (zwigzany z transportem elektronéw 1 metabolizmem energetycznym) w tworzeniu
biofilmu przez C. jejuni. Dla okreslenia roli genéw cydB i hydC w produkcji biofilmu uzyskano
mutanty delecyjne AcydB 1 AhydC C. jejuni oraz mutanty, w ktorych dokonano komplementacji
gendw cydB 1 hydC do mutantdow delecyjnych. Wykazano, ze mutacje gendw cydB i hydC nie
wplynely na ruchliwos$¢, wzrost ani zywotno$¢ bakterii, co mogltyby wplywaé na tworzenie
biofilmu. Natomiast delecja gendw cydB i hydC znaczaco obnizyla zdolnos¢ do produkcji
biofilmu badanego szczepu C. jejuni. Mutant AdcydB wytwarzal biofilm charakteryzujacy sig
luzno zorganizowana, nieregularng strukturg oraz znacznie mniejsza objetoscia niz szczep
rodzicielski. Z kolei mutant AhydC produkowal biofilm réwnomierny z przewaga komorek
kokoidalnych, co §wiadczyto o przejsciu komoérek w stan obnizonej aktywnosci fizjologiczne;j
i metabolicznej i zwigkszeniu opornosci na niekorzystne warunki srodowiska (stan VBNC, ang.
viable but not culturable). Komplementacja przywrécita fenotyp dziki w obu mutantach, przez
co udowadniono, ze obserwowany efekt zwigzany jest wylacznie z delecjg tych genow.
Wykorzystanie mikroprzeptywowego systemu Bioflux umozliwilo Doktorantowi zbadanie
dynamiki tworzenia biofilmu. W przypadku szczepu rodzicielskiego 1 szczepow
komplementowanych comp-cydB i comp-hydC zaobserwowano systematyczny i stopniowy
wzrost powierzchni zajmowanej przez biofilm. Przy czym w szczepie komplementowanym
comp-cydB stwierdzono pdzniejsze uruchomienie produkeji biofilmu w stosunku do szczepu
rodzicielskiego. Swiadezy to o dostosowaniu tego szczepu do warunkéw Srodowiskowych i
op6znionej ekspresji genu cydB zlokalizowanego na plazmidzie. Wykazano natomiast, Ze
tworzenie biofilmu przez mutanty AcydB i AhydC bylo bardzo ograniczone podczas catego

eksperymentu. Biofilm mutanta AcydB zajmowal jedynie 2-4% powierzchni kanatu
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mikroprzeptywowego. Natomiast w przypadku mutanta AhydC w pierwszych godzinach
eksperymentu biofilm stanowit 3-7%, a nastgpnie 10-13% powierzchni kanatu. Wyniki te
sugeruja, iz geny cydB oraz hydC wplywaja posrednio lub bezposrednio na produkcje macierzy
zewnatrzkomorkowej. Te bardzo interesujace wyniki badan dotyczace tworzenia biofilmu
przez szczep dziki 1 mutanty C. jejuni i ocena jego struktury wraz z wizualzacja za pomoca
konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej oraz ocena dynamiki tworzenia w kanale
uktadu mikroprzeptywowego i wptywu delecji gendw cydB 1 hydC na ruchliwos$¢ oraz wzrost
na podlozu Mueller-Hintona wraz z krzy wymi wzrostu przedstawiaja bardzo czytelne ryciny 8-
14. Zatem tekst rozdzialu ,,Wyniki” uzupelniony wysokiej jakosci rycinami przybliza
czytajacemu wyniki tych bardzo zlozonych eksperymentow w sposdb przejrzysty i
komunikatywny.

Kolejna czes¢ dysertacji zawiera wnikliwa analize uzyskanych wynikéw, popartg
licznymi danymi z pismiennictwa. W mojej opinii jest to autentyczna dyskusja, z ktorej wynika
zasadno$¢ prowadzenia kolejnych etapéw badan dla uzyskania zalozonego celu. Podkreslam
to, gdyz nie czesto zdarza sie by autor dysertacji tak szczegdtowo omawial problematyke, ktorej
ona dotyczy. Redakcja tego rozdzialu stanowi dowdd duzej dojrzatosci naukowej Doktoranta,
ktorej wyrazem jest umiejetnosc analizy uzyskanych wynikow badan wiasnych w konfrontacji
z danymi zawartymi w pismiennictwie, a przede wszystkim doglebna znajomoscia literatury
przedmiotu.

Na zakonczenie Doktorant formutuje cztery wnioski, ktore sa poprawne i odpowiadaja
zatozonym celom badan oraz znajdujg petne odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach.

Recenzowang prace doktorska oceniam pozytywnie ze wzgledu na jej nastepujace
walory:

- stanowi ona szczegdlowe opracowanie naukowe wnoszace nowe dane do patogenezy
zakazen pateczkami Campylobacter jejuni, zwlaszcza dotyczace roli gendw cydB i hydC w
procesie tworzenia biofilmu;

- badania zrealizowano z zastosowaniem nowoczesnych metod biologii molekularne;j,
co podnosi ich warto$¢ naukowg i wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow;

- wnioski z pracy poglebiajg aktualng wiedze dotyczgca mechanizmu tworzenia
biofilmu przez Campylobacer jejuni oraz dowodza, iz system EZ-Tn5 jest skutecznym
narzedziem do identyfikacji gendw potencjalnie biorgcych udzial w tworzeniu biofilmu tej
bakterii;

- przenoszac uzyskane wyniki badan na grunt praktyczny nalezy stwierdzic, iz w ogole

lepsze poznanie procesu tworzenia biofilmu przez bakterie z rodzaju Campylobacter otwiera
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na przyszto$é mozliwosci opracowania inhibitoréw ograniczajgcych lub uniemozliwiajgcych
jego produkcje, co bez watpienia przyczyni si¢ do ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ zakazen
tymi bakteriami ludzi i zwierzat oraz ich przetrwania w Srodowisku produkcji zywnosci.

Biorac pod uwage uzyskane wyniki badan stwierdzam, ze Doktorant wykazal rolg
genéw cydB i hydC w procesie tworzenia biofilmu, co bez watpienia uzupelnia wiedze na temat
molekularnych podstaw tego procesu u Campylobacter jejuni. W mojej opinii rozprawa
doktorska mgr. Jakuba Korkusa stanowi potrzebne i wartosciowe opracowanie dotyczace
interesujacego i aktualnego problemu badawczego.

7 obowigzku wnikliwego recenzenta pragne Doktorantowi zwréci¢ uwage na kilka,
wezesniej nie wymienionych, niedociagnie¢ dotyczacych glownie pismiennictwa:

- praca Hakeem i Lu, 2021 (str 15) - w wykazie pismiennictwa jest 2020 (powinno by¢
2021); w kilku cytowanych publikacjach w tekscie podano btedny rok: Islam i wsp. 2005 (str.
17) - powinno by¢ 2006, Crushell i wsp. 2003 (str 22) - powinno by¢ 2004, Bridier i wsp. 2014
(str 72) - powinno by¢ 2015, Beebout i wsp. 2018 (str 74) - powinno by¢ 2021;

- brak w wykazie piSmiennictwa cytowanej w manuskrypcie na stronie 23 pracy
Chandrashekhar i wsp. 2015 oraz na stronie 72 pracy Rossi wsp. 2021.

Ponadto na stronie 39 Doktorant pisze, cyt. .,...préby wirowano...” powinno by¢
.,...probki wirowano ..”; na stronie 66 jest, cyt. ,.Komorki zywe barwiono si¢ na kolor zielony,
...” powinno by¢ ,,..barwily si¢ ...”; na stronie 71 Ryc 14 jest, cyt. ., Krzywe wzrostu typu
dzikiego ...” powinno by¢ ,,Krzywe wzrostu szczepu typu dzikiego ...” i wreszcie na stronie
77 Whniosek 1 jest, cyt. ..... istotnie obnizyla poziom biofilmu w szczepie...” powinno by¢
,»--.istotnie obnizyta poziom tworzenia biofilmu w szczepie...”.

Przedstawione uwagi krytyczne, ktére majg wytacznie charakter porzadkowy lub
uzupeiniajacy, nie umniejszaja wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy i nadal nie
wplywaja na jej jednoznacznie bardzo pozytywna i wysoka ocene.

W konkluzji wyrazam opinie, Ze rozprawa doktorska mgr. Jakuba Korkusa pt. ,.Rola
gendw cydB i hydC w procresie tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni” speinia ustawowe
wymogi zawarte w art. 187 ust. 1 - 4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2023 r., poz. 742) oraz ,, Trybie postgpowania w sprawie nadania
stopnia naukowego doktora” wprowadzonego uchwata nr 31/2023 Senatu Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 26 maja 2023 r. w sprawie wprowadzenia trybu
postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora. Bioragc powyzsze pod uwage
przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr. Jakuba Korkusa do dalszych
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etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia naukowego doktora. Jednoczesnie, z uwagi

na walory naukowe i poznawcze, wnosze o wyroznienie rozprawy stosowng nagrodg.

G

prof- dr hab. Andrzej Koncicki



