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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Korkusa,

pt.: Rola genow 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
naukowym promotor dr hab. inz. Ewy Waleckiej-Zacharskiej prof. UPWr.

Podstawe formalna do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr. Jakuba Korkusa stanowi
pismo przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria, prof. dr hab. Wojciecha
Nizanskiego, zgodnie z uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria, Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu, z dnia 25 czerwca 2024r.

Zasadno$¢ podjetej tematyki

Zakazenia o etiologii Campylobacter jejuni to bez watpienia znaczacy problem
epidemiologiczny w XXI wieku. Jego rozwigzanie jest waznym wyzwaniem nie tylko dla
poprawy bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci ale tez dla zmniejszenia obciazenia
ekonomicznego, ktére wynika z leczenia, hospitalizacji czy utraty produktywnosci
spowodowanej zakazeniem tymi drobnoustrojami.

Kampylobakterioza w wielu krajach jest jedna z najczesciej zgtaszanych chordb. W Europie,
rocznie odnotowuje sie okoto 230 000 przypadkow. Polska, na co wskazuje Autor dysertacji
znajduje si¢ wsréd panstw o jednym z najnizszych wskaznikéw zglaszanych przypadkéw
kampylobakteriozy (3.7/100 tys). Jednak biorac pod uwage charakter i przebieg choroby
wydaje si¢, ze prawdopodobna przyczyna wyniku odbiegajacego od $redniej europejskiej,
jest raczej brak powszechnej diagnostyki kampylobakteriozy, jak rowniez niezglaszanie sie
pacjentdw do placowek stuzby zdrowia.

Wprawdzie wigkszo$¢ przypadkow zapalenia zoladka i jelit powodowanych przez
Campylobacter ma tendencje do samoograniczania i tylko nieznaczny odsetek pacjentdw
wymaga hospitalizacji to jednak u rosnacej liczby 0s6b z niedoborami odpornosci zakazenie
moze mie¢ przebieg powazny, uogdlniony (bakteriemia/sepsa). Dodatkowo, w swietle



aktualne] wiedzy, infekcje Campylobacter moga prowadzié do rozwoju choréb
autoimmunologicznych.

Zakazenia powodowane przez dominujacy u ludzi gatunek Campylobacter jejuni wymagaja
zaangazowania licznych czynnikéw zjadliwosci tych bakterii, ktérych rola w patogenezie
weigz podlega badaniom. Jednym z najwazniejszych mechanizméw wirulencji, ktéry
warunkuje przetrwanie Campylobacter w niekorzystnym $rodowisku, np. w trakcie
farmakoterapii, jest zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu. Struktura ta dzieki swojej ztozonej i nie
do konca zdefiniowanej charakterystyce, zwigcksza tolerancje komérek na czynniki stresowe i,
jak si¢ uwaza, odgrywa kluczowa role w przenoszeniu patogenéw na ludzi. Tak wiec dalsze
badania nad powstawaniem biofilmu sa niezbedne. Powinny one udoskonali¢ strategie
zapobiegawcze 1 terapeutyczne, ktdre skutecznie ogranicza przenoszenie Campylobacter za
posrednictwem tancucha pokarmowego.

Wobec powyzszego. tematyka rozprawy doktorskiej mgr. J. Korkusa, ktéra dotyczy
molekularnych mechanizmoéw tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni, a w szczegdlnosci,
oceny roli gendéw cydB i hydC w procesie powstawania biofilmu, jest aktualna i w peni
uzasadniona.

Struktura rozprawy doktorskiej

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zawarta jest na 97 stronach i ma forme
manuskryptu, ktory zostal podzielony na 7 rozdzialéw poprzedzonych strong tytulowa,
spisem tresci, wykazem skrotow i streszczeniem. W dwdch pierwszych rozdziatach znajduja
si¢ wstep i cel pracy. Opis dokonan badawczych jest zawarty w rozdziatach 3-5, na ktore
sktadaja si¢ zastosowane materiaty i metody, wyniki i dyskusja. W koficowe] czesci rozprawy
zamieszczono wnioski i bibliografie (173 pozycje). Streszczenie pracy doktorskiej jest
przedstawione w jezykach polskim i angielskim, a pozostate jej czesci w jezyku polskim.
Uktad pracy jest dobrze przemyslany. a jej kolejne etapy zachowuja ciag przyczynowo-
skutkowy.

Merytoryczna ocena rozprawy

W liczagcym 15 stron Wstepie Doktorant scharakteryzowal bakterie rodzaju

Campylobacter uwzgledniajac ich pozycje taksonomiczna, morfologie i fizjologie. We
wprowadzeniu Autor zamiescit aktualny (styczen 2024) wykaz znanych gatunkéw tego
rodzaju wraz ze zrédtami ich izolacji. Dalsza czes¢ Wstepu poswiecona jest epidemiologii
zakazen C. jejuni. Zostala opisana strona kliniczna kampylobakteriozy, zrédia i rezerwuary
Campylobacter oraz drogi transmisji. Przedstawiono réwniez, na podstawie danych WHO,
czestos¢ wystepowania zakazen powodowanych przez C. jejuni na $wiecie, w odniesieniu do
wieku pacjentéw i obszaru geograficznego. Wystepowanie kampylobakteriozy w Europie, z
uwzglednieniem liczby oséb hospitalizowanych i zmarltych, zostalo szczegdtowo opisane w
odniesieniu do poszczegdlnych panstw. W kolejnej czesci Autor przedstawil aktualng wiedze
na temat etapéw patogenezy zakazen C. jejumi oraz opisal znane modele badawcze
pozwalajace $ledzi¢ jej przebieg. Szczegdtowo zostaly opisane adhezyny umozliwiajace
kolonizacje tkanek, toksyna CDT mogaca mie¢ zwigzek z ostrym przebiegiem zakazenia, a
takze mechanizmy wnikania bakterii do komorek gospodarza.
W tej czesci prezentujacej znaczenie Campylobacter od strony klinicznej, zabrakto jednak
danych na temat rosngcej opornosci tych bakterii na antybiotyki, np. makrolidy czy
fluorochinolony. Jezeli wezmiemy pod uwage fakt, ze kampylobakterioza jest jedna z
najczesciej zgtaszanych w Unii Europejskiej chordb przenoszonych
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droga pokarmowa, taka informacja bylaby dopelieniem cha1akterystyk1 Campylobacter
Jjejuni 1 roli tych bakterii we wspolczesnej medycynie.

W dalszej czesci rozdziatlu zdefiniowano ogdlne pojecie biofilmu bakteryjnego. Doktorant
przedstawit réwniez aktualng wiedze na temat biofilmu tworzonego przez C. jejuni. Opisana
zostata rola jaka pelnig w procesie rozwoju biofilmu C. jejuni geny determinujace ruchliwosé
komorek bakteryjnych, geny odpowiedzialne za chemotaksje, biatka blonowe oraz
mechanizmy regulujace odpowiedz na stres srodowiskowy. Jednoczesnie Autor podkreslit, ze
w tym zakresie wcigz jeszcze brakuje dostateczne] wiedzy. Na zakonczenie rozdziatu
Doktorant opisal metode losowe] mutagenezy jako narzedzia umozliwiajgcego $ledzenie
funkcji gendw oraz opisat trzy gtéwne klasy transpozonéw prokariotycznych. Podkreslono tu
kluczowg role losowej mutagenezy bakterii w badaniach nad genomem C. jejuni.

Wstep do pracy doktorskiej jest oparty o bogate pismiennictwo z okresu 1963-2023 co
stanowi dowod na odpowiednie, teoretyczne przygotowanie Doktoranta 1 wystarczajace
wprowadzenie do realizacji planu badawczego.

Doktorant zaprojektowal szeroki wachlarz badan, ktére postuzyly mu do opisania i
zrozumienia tworzenia biofilmu C. jejuni 1 roli w tym procesie gendw cvdB i hyvdC.
Szczegdtowe cele jakie postawiono w pracy to:

a) identyfikacja nowych gendow bioracych udziat w tworzeniu biofilmu C. jejuni
przeprowadzona z wykorzystaniem losowej mutagenezy za pomoca transpozonu,

b) skonstruowanie mutantoéw delecyjnych, a nastepnie ich komplementacja

¢) iocena/ charakterystyka biofilmu tworzonego przez uzyskane mutanty.

W rozdziale Materialty i Metody, ktéry liczy 31 stron, Doktorant scharakteryzowatl

material badawezy. tj. szczepy bakteryjne C. jejuni i E. coli oraz plazmidy. Osiem z dziesieciu
plazmidow otrzymano w trakcie realizacji pracy doktorskiej. Materiat biologiczny oraz
wykazy wuzytych w badaniach odczynnikow chemicznych, enzymow, srodkéw
przeciwdrobnoustrojowych, gotowych zestawéw odczynnikow i podtozy mikrobiologicznych,
zostaly przedstawione w uporzadkowany sposob w tabelach. Podobnie opisano w tabelach
oligonukleotydy, aparature badawczg oraz wykorzystane w pracy oprogramowanie. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze wszystkie startery zostaly samodzielnie zaprojektowane przez
Doktoranta.
W drugiej czgscei tego rozdziatu przedstawiono w sposob szczegdlowy zastosowane metody i
techniki badawcze. To bardzo obszerna czes¢ i warto w tym miejscu przytoczyé badania
wykonane przez Doktoranta: przygotowanie komorek elektrokompetentnych C. jejuni, losowa
mutageneza za pomoca transpozonu, hodowla biofilmu, identyfikacja genéw przerwanych
przez transpozon, skonstruowanie mutantow delecyjnych, komplementacja otrzymanych
mutantéw, colony PCR, izolacja plazmidéw i ich sekwencjonowanie, a nast¢pnie badanie
zdolnosci uzyskanych mutantéw do tworzenia biofilmu i na koniec mikroskopowa analiza
uzyskanego biofilmu w warunkach statycznych i w mikroprzeptywie.

Na tym etapie oceny, odnoszac si¢ tylko do czesci technicznej pracy nalezy wyraznie
podkresli¢, ze Doktorant opanowal bogaty i zréznicowany warsztat badawczy, na ktory
sktada si¢ umiejetnos¢ prowadzenia hodowli bakterii wybrednych w ich formach
planktonicznej 1 osiadlej, badania genetyczne oraz analiza mikroskopowa biofilmu (SEM,
CLSM, BioFlux1000). Moje zastrzezenie budzi jednak zastosowanie barwienia fioletem
krystalicznym do ilosciowe]j 1 jakosciowej oceny wytworzonego biofilmu. Wprawdzie jest to
metoda wcigz stosowana przez niektérych badaczy ale réwnoczesnie coraz czeseiej
kwestionowana. Wynika to z niemiarodajnych odczytow wskutek strat biomasy na etapie
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eliminacji form planktonicznych. Prosze zatem Doktoranta o ustosunkowanie sie w kwestii
wyboru tej techniki.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw to rozdziat liczacy 13 stron, w ktérym
obok tresci zamieszczono 9 rycin i 1 tabele. Po wykonaniu losowej mutagenezy dzikiego
szczepu Campylobacter jejuni 81-176 za pomoca transopozonu EZ-Tn5, Doktorant uzyskat
350 mutantéw, dla ktérych wykonano ilo$ciowg ocene wytwarzanego biofilmu. U 20 z 350
badanych szczepéw wykryto obnizona produkcje biofilmu. Poniewaz celem pracy byta
identyfikacja nowych genéw majacych znaczenie w tworzeniu tej struktury, odrzucono te
mutanty u ktorych transpozon zostal wlaczony w juz znane geny. Ten etap pracy pozwolil
Doktorantowi wyloni¢ dwa szczepy z genami, ktoérych znaczenie w tworzeniu biofilmu C.
Jejuni nie zostato jak dotad opisane. Dotyczy to mutanta z genem cydB (kodujacy oksydaze
cytochromowo-ubichinolowa) i mutanta z genem hydC (kodujacy podjednostke cytochromu
b). W celu okreslenia roli tych gendw w rozwoju biofilmu skonstruowano mutanty delecyjne i
mutanty po komplementacji i ponownie dokonano oceny poziomu wytwarzanego biofilmu.
Jak wykazal Autor, w pordéwnaniu do szczepu dzikiego delecja badanych genéw
spowodowata spadek ilosci wytworzonej biomasy, odpowiednio ~2,5x u mutanta AcydB i
~1,6x u mutanta AhydC. Po ponownym wprowadzeniu kopii odpowiedniego genu do
mutantéw delecyjnych, poziom wytwarzanego biofilmu wracat do tego, jaki obserwowano u
szczepu dzikiego.

Ocena ilosci wytworzonego biofilmu, ktéry badano jednakowg metoda w dwdch
doswiadczeniach (u 350 mutantdw, a nastepnie u mutantdw AcydB, AhydC, comp-cydB,
comp-hydC), byla wykonywana w odniesieniu do tego samego, dzikiego szczepu C. jejuni
81-176. Jednak szczep ten w obu badaniach wykazywal znacznie rézniacy sie poziom
wytworzonej biomasy (ODs7 1 na Ryc. 6 1 ODs7 0,48 na Ryc. 8).

Nasuwa si¢ zatem pytanie czy Ow ,punkt odniesienia” nie powinien prezentowaé takich
samych lub bardzo zblizonych wartosci? Jakie parametry doswiadczenia zdaniem Doktoranta,
mogly wplyna¢ na te rozbieznosci? Czy niedoskonalo$é metody badawczej (CV), jak
wczesniej sugerowatam, mogta o tym zdecydowac?

W dalszej czesci Doktorant wykonatl badania struktury biofilmu, jego zywotnoécei i dynamiki
rozwoju, za pomocg mikroskopii. Obrazy uzyskane w SEM dowiodly, ze mutanty delecyjne
AcydB, AhydC C. jejuni tworza struktury biofilmu réznigce sie od tych obserwowanych u
szczepu dzikiego 1 mutantéw po komplementacji. Analiza zywotnosei biofilméw wykonana
za pomoca CLSM wykazatla, ze odsetki komérek zywych 1 martwych w biofilmach mutantow
AcydB, AhydC oraz comp-cydB, comp-hydC), byly zblizone ale odmienne od szczepu
dzikiego C. jejuni.

Czym mozna tlumaczy¢ prawie 2x wyzszy odsetek martwych komoérek w biofilmie szczepu
dzikiego, w poréwnaniu do mutantow?

Mikroskopia konfokalna dostarczyta rowniez dowoddéw na zwigzek badanych gendéw ze
zmniejszona adhezja 1 kolonizacja powierzchni. Na uwage zasluguje ostatni etap pracy, na
ktérym Doktorant zastosowal system BioFlux1000 do oceny tworzenia biofilmu i udziatu w
tym procesie genow cydB i hydC. To cenne badanie, w ktérym analizy wykonywane sg w
warunkach zblizonych do naturalnych (w mikroprzeptywie). Badanie to odzwierciedla w
czasie, prawdopodobny przebieg powstawania biofilmu C. jejuni, jaki moze mie¢ miejsce w
organizmie gospodarza. Tu ponownie stwierdzono zwigzek gendw cydB i hydC z tworzeniem
biofilmu C. jejuni. Ich brak u mutantéw delecyjnych znaczaco obnizal dynamike rozwoju
biofilmu. Delecja badanych genow skutkowala zmniejszeniem adhezji i kolonizacji
powierzchni przez badane mutanty. Co ciekawe, u mutantéw po komplementacji nastepowatl
powrdt do formowania biofilmu jednak w poréwnaniu do szczepu dzikiego, dopiero w 14-tej
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(u mutanta comp-hydC) 1 26-ej (u mutanta comp-cydB ) godzinie prowadzenia eksperymentu.
W rozdziale Dyskusja Doktorant wyjasnit prawdopodobna przyczyne tej opdznione;
transformacji w forme osiadta.

W Dyskusji zostato przypomniane znaczenie C. jejuni w patologii cztowieka. Autor
ttumaczy tez dlaczego biofilmy tworzone przez drobnoustroje to wazne zagadnienie
medyczne w odniesieniu do cech tej struktury, powodowanych zakazen i zwigzanych z nimi
problemoéw terapeutycznych. To cenna uwaga, ktéra wyjasnia konieczno$¢ prowadzenia
badan nad mechanizmami warunkujacymi tworzenie kazdego biofilmu. Jednak to ciekawe
wprowadzenie do dyskusji zaburzaja nieco kwestie dotyczace biofilméw E. coli i P.
aeruginosa, ktére sg powtdrzeniem tresci prezentowanych we Wstepie niniejszej rozprawy
doktorskiej.

W czesci dotyczacej charakterystyki biofilmu tworzonego przez mutanty delecyjne pada
stwierdzenie, ze mutant AhydC tworzyl biofilm z przewagg komérek kokoidalnych, czego nie
odnotowano dla mutanta AcydB. Czym zdaniem Doktoranta mozna tlumaczy¢ dominacje tych
komorek tylko u jednego z mutantow?

Opis dynamiki tworzenia biofilmu jaki stworzono na podstawie badan w mikroprzeptywie
zawiera moim zdaniem niescisto$¢. Autor wskazal bowiem, ze tylko mutant comp-cydB
tworzyl biofilm z opéZnieniem w stosunku do szczepu dzikiego. Jednak jak pokazujg wyniki
badan (Ryc. 12) oba mutanty wykazywaty to ,,opdznienie” cho¢ nalezy sie zgodzié, ze rozne
W czasie.

Wyniki eksperymentéow przeprowadzonych przez Doktoranta pozwolily mu na
sformulowanie ostatecznych wnioskéw co do znaczenia gendéw cydB i hydC. Geny te zostaly
okreslone jako pelniace istotne funkcje w procesie tworzenia biofilmu przez Campylobacter
jejuni. Dodatkowo wskazano, ze zastosowana technologia EZ-Tn5 jest skutecznym
narzedziem do badania mechanizméw warunkujgcych proces tworzenia biofilmu przez te
bakterie.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska posiada moim zdaniem wysoka
wartos¢ naukowa. Dyskusja dotyczaca uzyskanych wynikoéw daje jasny poglad na znaczenie
prowadzonych badan. W warstwie technicznej pracy doktorskiej, co ponownie chce
zaznaczy¢, mgr J. Korkus zaprezentowal umiejetnosé¢ przygotowania i postugiwania sie
bogatym i zréznicowanym warsztatem badawczym, od technik biologii molekularnej do
analizy z wykorzystaniem nowoczesnej mikroskopii. Dostarczenie odpowiedzi na pytania
dotyczace funkcji genéw cydB i hydC w procesie tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni
uwazam za znaczgcy wklad w rozwd) mikrobiologii biofilmu medycznego oraz wazne
osiagniecie naukowe Doktoranta.

Uwagi dodatkowe

Recenzowang rozprawe oceniam pozytywnie pod wzgledem jezykowym i formalnym.
Prace charakteryzuje tad edytorski i odpowiednia szata graficzna. Moje dodatkowe, drobne
uwagi sg nastepujace:
a) w pracy maja miejsce braki w zakresie korelacji cytowania i odnosnika w bibliografii. W
wiekszosci dotyczy to nieprawidlowej daty publikacji. Btedne informacje pojawiaja sie m. in
na stronach: 15 (w spisie poz. 52), 17 (poz. 59), 22 (poz. 25, 71), 23 (brak pozycji z 2015t),
72 (poz. 161 127).
b) Okreslenie ,.system przeplywu mikroprzeptywowego BioFlux 1000” nalezatoby zastapié
okresleniem ,,system kontrolowanego mikroprzeptywu BioFlux 1000,
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Ocena koncowa

Rozwigzanie problemu badawczego zostalo wykonane na wysokim poziomie
merytorycznym. Doktorant opanowal umiejetnos$¢ projektowania i prowadzenia ztozonych
eksperymentéw naukowych. Jednoczesnie, wykazat si¢ on zdolnoscia do analizy danych za
pomoca nowoczesnych narzedzi analitycznych. Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Korkusa,
pt.: Rola genéw cypdB i hydC w procesie tworzenia biofilmu Campylobacter jejuni,
zrealizowana pod kierunkiem dr hab. inz. Ewy Waleckiej-Zacharskiej, prof. UPWr,
potwierdza przygotowanie i ogolng wiedze Doktoranta w zakresie dyscypliny Weterynaria.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia ustawowe
kryteria okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym 1 Nauce (Dz.U. z 2018, poz. 1668 z po6zZniejszymi zmianami) i w zwigzku z
powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria, Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu, o dopuszczenie mgr. Jakuba Korkusa do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysoka warto$¢ naukowa recenzowanej rozprawy
doktorskiej i wazng problematyke badawcza, wnioskuje o wyréznienie rozprawy
doktorskiej Pana mgr. Jakuba Korkusa.

Wroctaw 2.09.2024r

Dr hab. Ewa Dworniczek




