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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Czoski pt. ,,Zakazenia bakteriami Campylobacter

Jejuni — badania oddzialywan bakterii, przeciwcial i ukladu odpornosciowego”.

Oceniana rozprawa zostala przygotowana w Zakladzie Badawczo-Wdrozeniowym Osrodka
Salmonella IMMUNOLAB sp. z 0.0. w Gdansku, a promotorami sg dr hab. Mariusz Grinholc,
prof. UG, oraz dr Magda Rybicka-Misiejko z Zakladu Fotobiologii i Diagnostyki
Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG 1 GUMed.

Podstawg do sporzadzenia recenzji jest wniosek Przewodniczacego Rady Dyscypliny

Biotechnologia z dnia 3. 11. 2025.

Campylobacter jejuni jest Gram-ujemng zakrzywiona lub spiralng bakterig
wystepujaca jako komensal w przewodzie pokarmowym wielu gatunkéw zwierzat — ptakow i
ssakow. Wystepowanie C. jejuni u ptakéw nie wigze si¢ raczej z wystgpowaniem u nich
objawow klinicznych czy zmian makroskopowych w obrebie jelita — jak dotgd nie opisano
zespolu objawow u drobiu wynikajacych z kolonizacji lub zakazenia przez ten drobnoustrdj.
Natomiast omawiana bakteria jest waznym czynnikiem etiologicznym stanéw zapalnych
przewodu pokarmowego u ssakoéw, w tym czlowieka i zwierzat towarzyszacych (psow i
kotow). Zakazenia te przebiegaja pod postacig gastoenteritis, a glownymi objawami sa
wodnista lub krwawa biegunka, wymioty, bolesne skurcze jelit oraz goraczka. Opisywany
problem jest szczegolnie istotny i czesty u ludzi. W wielu krajach, zwlaszcza Europy -
Zachodniej, oraz w USA, kampylobakterioza jest najczgsciej stwierdzanym zakazeniem
przewodu pokarmowego — szacuje si¢ np., ze kazdego roku choruje ok. 1% Europejczykow,
co generuje koszty rzedu 2 mld euro. Kampylobakterioz:; nalezy wiec traktowac nie tylko

jako ogromny problem zdrowotny czy epidemiologiczny, ale rowniez ekonomiczny.

Dréb, zwlaszeza brojlery kurze, uwaza si¢ za glowny rezerwuar i Zrodlo zakazen C.
jejuni u ludzi, gdyz ok. 80% przypadkéw kampylobakteriozy czlowiecka ma zwigzek z
przygotowaniem oraz konsumpcja mi¢sa drobiowego zanieczyszczonego podczas uboju lub

obrobki poubojowej. Z tego powodu niezwykle istotne jest podejmowanie wszelkich dziatan
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majacych na celu z jednej strony ograniczanie czestotliwosci nosicielstwa C. jejuni u ptakow,
a z drugiej uniemozliwienie rozprzestrzeniania si¢ bakterii w trakcie procesow
technologicznych zwigzanych z ubojem. Niestety, bakterie z rodzaju Campylobacter
najczescie] przezywaja rutynowe czynnosci wykonywane podczas obrobki tuszek
drobiowych, takie jak przesycenie chlorem wody stuzacej do mycia tuszek, opryski z kwasow
organicznych, plukanie na goraco czy chtodzenie zimnym powietrzem. Jako Ze na razie brak
jest komercyjnych szczepionek przeznaczonych do stosowania u drobiu (chociaz trwaja prace
nad nimi). jedynym do tej pory sposobem ograniczenia nosicielstwa i siewstwa bakterii
Campylobacter u drobiu jest Scisle przestrzeganie zasad bioasekuracji na fermie. Inne
proponowane metody, takie jak tzw. wykluczenie konkurencyjne (competitive exclusion), tj.
sztuczne zasiedlanie jelit drobiu przez bakterie blokujace patogenom dostgp do blony
sluzowej, czy stosowanie bakteriofagéw, sg na razie na etapic doswiadczen lub nie daly w
peini zadawalajgcych wynikow. Obecnie wielu autorow uwaza, ze najlepszym rozwigzaniem
problemu nosicielstwa Campylobacter bedzie skojarzone zastosowanie réznych systeméw

profilaktycznych i srodkow przeciwdrobnoustrojowych.

Biorac pod uwage powyzsze, podjecie przez Doktorantke badan dotyczacych
mozliwosci zastosowania przeciwcial IgY, swoistych wobec C. jejuni, w celu ograniczania
nosicielstwa tej bakterii u drobiu uwazam za niezwykle wazne, aktualne i1 celowe.
Dodatkowo, potencjalne korzysci ekonomiczne i epidemiologiczne realizowanego projektu
doskonale wpisujg siec w koncepcje ,.One Health”, zakladajaca poprawe stanu zdrowia ludzi

przez ograniczanie rezerwuarOw zakazen zoonotycznych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 65 stron tekstu, a jej ukiad
jest zgodny z ogolnie przyjetymi normami redakcyjnymi. W tekscie wyr6zniono giéwne
rozdziaty: Wstep, Cele pracy, Materialy, Metody. Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
zawierajace 120 pozycji PiSmiennictwo (zastosowane priei Autorke okreslenie ,Odwolania™
jest zapewne niezbyt trafnym tlumaczeniem ang. stowa ,,references™). Tekst pracy uzupeiniaja
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykazy skrotow, rycin i tabel. Rozprawa
zostala napisana w poprawnym stylu, w sposob jasﬁy i zwigzly (chociaz zawiera pewne
drobne bledy terminologiczne: niektore z nich zostang przedstawione ponizej). We Wstepie
Autorka przedstawia ogOlng charakterystyke gatunku Campylobacter  jejuni, z
uwzglednieniem jego aktualnej klasyfikacji, morfologii, wlasciwosci hodowlanych,
czynnikow zjadliwosci oraz chorobotworczosci dla cziowieka. Ponadto, we Wstepie

Doktorantka analizuje mozliwosci uzycia przeciwcial IgY w ograniczaniu nosicielstwa C.

2



jejuni u drobiu oraz metody pozyskiwania tych przeciwciat z z6ttek jaj kurzych. Rozdziat ten.
napisany w sposdb przejrzysty i komunikatywny, dowodzi bardzo dobrej znajomosei przez
Doktorantke omawianych zagadnieni z dziedziny mikrobiologii oraz immunologii 1 jest
dobrym wprowadzeniem do dalszych czesci rozprawy doktorskiej. Przedstawiona we Wstgpie
hipoteza badawcza zakladajaca uzycie swoistych immunoglobulin IgY u drobiu jako
elementu strategii ograniczania kampylobakteriozy czlowieka znalazia swe odzwierciedlenie
w sformulowanych przez Autorke celach badawczych. Glowne z nich to charakterystyka
fenotypowa i genotypowa izolatow terenowych C. jejuni, opracowanie i optymalizacja
metody izolacji przeciwcial IgY umozliwiajace zastosowanie na skalg przemyslowa, ocena
wplywu tych immunoglobulin na przezywalnosé bakterii in vitro, a takze ocena odpowiedzi
immunologicznej brojleréw kurzych immunizowanych inaktywowanymi komorkami C.
jejuni. W opinii recenzenta, watpliwosci budza sformutowania ,gléwnym celem
[przedstawionej pracy doktorskiej] bylo lepsze zrozumienie mechanizméw kolonizacji
przewodu pokarmowego™ czy ,,praca wnosi nowa wiedze o biologii zakazen C. jejuni” (s. 16 i
17). gdyz préby sztucznego zasiedlenia jelit ptakéw tym drobnoustrojem skonczyly si¢
niepowodzeniem, a wobec niewyjasnienia przyczyn tego niepowodzenia, trudno jest o
miarodajne wnioski. Ponadto, jesli w przedstawionej pracy nie uwzgledniono wynikéw
rownoczesnego podawania antygenéw i IgY (ktore to wyniki stanowig tajemnice firmy
IMMUNOLAB), nie powinno to by¢ podawane jako cel pracy — Recenzent nie jest w stanie

ocenic, czy cel ten zostal zrealizowany.

Analizujac rozdzialy 4. (Materiaty) oraz 5. (Metody) ocenianej dysertacji, nalezy
stwierdzi¢, ze badania przeprowadzone zostaly przy uzyciu nowoczesnych, wlasciwie
dobranych metod badawczych. Warte podkreslenia jest to, ze Doktorantka umiejetnie taczy
klasyczne techniki mikrobiologiczne, testy serologiczne (aglutynacja probowkowa, ELISA),
metode analizy bialek w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) oraz techniki biologii |
molekularnej. Ogélem, do badan zostalo wstgpnie zakwalifikowanych 5 izolatow C. jejuni,
uzyskanych z 87 wymazéw pobranych od kur w réznym wieku i pochodzacych z réznych
ferm. Identyfikacja tych izolatéw zostata przeprowadzona za pomocg metod biochemicznych
(zestaw API Campy), serologicznych (aglutynacja lateksowa: zestaw komercyjny Microgen
Campylobacter) i molekularnych (wykrywanie okreslonych fragmentéw DNA za pomocg
techniki PCR). Z uwagi na fakt, ze jeden z izolatéw (CJ8) wykazywal pewne roznice w
stosunku do szczepow referencyjnych C. jejuni oraz pozostatych izolatow terenowych, zostal

on wylaczony z dalszych badan. Natomiast trzy z pozostatych izolatow tej bakterii zostaly



nastepnie uzyte do immunizacji kur w celu uzyskania przeciwcial IgY, do badania aktywnosci
tych przeciwcial in vitro (hamowanie wzrostu bakterii) do immunizacji kurczat oraz do testu
challenge. Moje uwagi i pytania dotyczace tej cz¢sci dysertacji sa nastgpujace:

1/ Pojecie ,,proby $rodowiskowe™ odnosi si¢ do takich materialow, jak gleba, woda, itp., a nie
do materialéw klinicznych, a takimi byly wymazy z kloaki.

2/ Jaka byla rzeczywista liczba izolatow C. jejuni uzyskanych z tych wymazéw? Autorka
podaje, ze bylo ich 5, chociaz ich oznaczenia (CJ5, CJ6, CJ8-10) sugerujg, ze co najmniej 10.
Jesli rzeczywiscie udato sie wyizolowaé tylko 5 szczepow tej bakterii z 87 wymazow, to albo
$wiadczy to o niskiej ekstensywnosci kolonizacji drobiu (5,75%), albo o niskiej skutecznosci
procedury izolacji. Jest to istotne w kontekscie niepowodzenia w probie re-izolacji C. jejuni
od kurczat doswiadczalnych w dalszych etapach badan.

Jaki jest odsetek kur (w réznych kategoriach wickowych) bedacych nosicielami C. jejuni
wedlug danych literaturowych?

3/ Identyfikacja badanych szczepow. Chociaz identyfikacja metodami biochemicznymi moze
by¢ skuteczna w wigkszosci przypadkow (istotny jest zwlaszcza test hydrolizy hipuranu,
ktéry wypada dodatnio praktycznie tylko w przypadku C. jejuni). to jednak opisywane sg
zardwno hipuranoujemne szczepy C. jejuni, jak i hipuranododatnie szczepy C. coli. Z kolei
samo stwierdzenie obecnos$ci pewnych genow (bez ich sekwencjonowania) tez nie jest pewng
metoda diagnostyczng — niektore wykorzystane przez Autorke startery PCR (np. dla genow
16S rRNA, flaA czy cadF) moga dawa¢ produkty PCR takze z innymi gatunkami
Campylobacter. Szkoda, ze Doktorantka nie przeprowadzila sekwencjonowania ktoregos z
dajacych si¢ amplifikowaé genow izolatu CJ8 — gdyby w ten spos6b zostala potwierdzona
jego identyfikacja jako C. jejuni, moglby by¢ on w przyszlosci zastosowany jako naturalnie
atenuowany szczep szczepionkowy. Oczywiscie opisane tu pewne watpliwosci dotyczace
identyfikacji izolatu CJ8 sg praktycznie bez znaczenia z uwagi na wylgczenie go z dalszych
etapow przeprowadzonych badan. b

Omawiajac identyfikacje bakterii Campylobacter systemem identyfikacyjnym API CAMPY,
nalezy zwréci¢ uwage na bledne podanie przez Autorke nazw niektorych testow wehodzacych
w jego sklad. Wedlug producenta, test oznaczony skrotem SUT to okreslanie zdolnosci
asymilacji bursztynianu, a nie jak podala Doktorantka, fermentacji sacharozy (bakterie
Campylobacter nie fermentuja weglowodanow). Podobnie, test ERO to badanie wrazliwosci
na erytromycyne, a nie test na erytrytol, natomiast CFZ to test hamowania wzrostu przez
cefazoling.

4/ W opisie badania in vivo pewnych wyjasnien wymagaja nastgpujace kwestie:
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a/ jaka metoda badane byly 3-dniowe piskleta na obecnos¢ bakterii Campylobacter? Skoro
wszystkie ptaki byly ujemne, jak wytlumaczy¢ pozZniejszy wzrost stgzenia swoistych
przeciwciat u pisklat kontrolnych?

b/ jaki byt stosowany koagulant oraz antykoagulant do przygotowywania probek surowicy lub
osocza? Nie jest to opisane w sekcji Materiaty/Odczynniki.

¢/ z jakich odcinkéw przewodu pokarmowego pobierano wymazy w 39. dniu (po eutanazji)?
d/ czy nie byloby wskazane uzycie dodatkowej grupy kontrolnej kurczat, nie zakazanych w
24. dniu? Pozwoliloby to na lepsza oceng skuteczno$ci odpowiedzi immunologicznej u
ptakéw immunizowanych.

e/ o jaka mieszaning antygenéw chodzi w punkcie 5.5.2? Skad wiadomo, ze izolaty CJ5 i CJ6
sg zroznicowane pod wzgledem antygenowym? Czy Autorka miata na mysli zawiesing
komorek bakteryjnych? W jaki sposéb drobnoustroje byty inaktywowane?

f/ w punkcie 5.5.1 Doktorantka powoluje si¢ na 3 pozycje literaturowe odnoszace si¢ do
badan eksperymentalnych z uzyciem C. jejuni. Tymczasem zadna z tych publikacji nie

uwzglednia tego drobnoustroju.

W kolejnej czesci dysertacji Doktorantka opisuje uzyskane przez siebie wyniki.
Poréwnujac rézne metody izolacji przeciwcial IgY z zottek jaj kur immunizowanych, Autorka
wykazala, ze najbardziej optymalna pod wzgledem wydajnosci, a takze uzyskanej czystoscei i
aktywnosci przeciwcial jest technika precypitacji z chlorkiem sodu. Jednak, niezaleznie od
zastosowanej metody oczyszczania przeciwcial, czgs¢ z nich bylo zawsze traconych w
etapach posrednich kazdej zastosowanej procedury. Doktorantka wykazala réwniez, ze
uzyskane przeciwciata IgY byty zdolne do hamowania wzrostu C. jejuni na podiozu ptynnym,
przy czym najwigksza skutecznosé tego procesu miata miejsce przy dodaniu przeciwcial w
dawce 0.5 mg/ml w momencie inokulacji podioza.

Dodatkowo, w badaniach in vivo, okreslone zostaly stezenia swoistych przeciwcial IgY w .
surowicy, stezenia cytokin w osoczu oraz stgzenia przeciwcial klasy IgA w tresci jelit kurczat.
Stwierdzono, ze najsilniejsza odpowiedZ immunologiczna (wyrazona jako stgzenia IgY w
surowicy, IgA w tresci jelit oraz interleukin 1B. 8 1 10 ‘W osoczu) miata miejsce u ptakow w
grupie D, immunizowanych pierwsza dawka antygenu doustnie, a druga - domigsniowo.
Zaréwno sam opis wynikow. jak i zataczone ryciny i tabele sg jasne i czytelne, a interpretacja
na ogdl poprawna. Jednak, w opinii recenzenta, kilka kwestii wymaga wyjasnienia oraz
szerszego omowienia. Szkoda, ze w niewielkim tylko stopniu kwestie te zostaly poruszone w

Dyskusji, ktéra wydaje sie by¢ raczej skroconym opisem uzyskanych wynikow.



1/ Co to znaczy ,,pojedyncza dawka” przeciwcial (s. 31 oraz 46)?

2/ Na rycinie 13 (panel C), w 24. godzinie inkubacji jest wyraznie mniejsza liczba komorek
C. jejuni w grupie ..24h” w stosunku do kontroli (,,KN"; roznica jest nawet statystycznie
istotna). Przeciez skoro przeciwciala byly dodawane dopiero po 24 godz. inkubacji, w tym
momencie obie grupy powinny mie¢ jednakowg liczbe komorek? Jak to wyjasnic?

3/ Jak wytlumaczy¢ wzrost stezen przeciwcial IgY u kurczat kontrolnych (grupa K AB i K
CD) poczawszy od 14. dnia zycia (Ryc. 14)? Stgzenia te sg praktycznie takie same jak w
grupie B, otrzymujgcej 2 dawki antygenu C. jejuni. Sam opis ryciny 14 budzi pewne
zastrzezenia, np. nie wynika z niej, ze byl wzrost st¢zenia przeciwcial w grupie B po
pierwszym podaniu antygenu (jak podaje Doktorantka), ani tez ze grupy kontrolne
wykazywaly .jedynie §ladowe poziomy IgY™ (matczynych), ktore ,nastepnie ulegly
stopniowemu obnizeniu”. Raczej u wszystkich grup kurczat obserwowano stopniowy spadek
przeciwcial matczynych, ktore utrzymywaty si¢ do mniej wigcej 14. dnia.

4/ Rowniez Rycina 15 zasluguje na szersze omowienie. Jak wytlumaczyé czgsto wyzsze
stezenia przeciwcial IgA w grupie K AB (tj., kontrolnej) niz grupie B (immunizowanej
dwiema dawkami antygenéw C. jejuni)? W niektorych przypadkach oznaczone stezenia tej
grupy kontrolnej doréwnywaly warto$ciom zmierzonym dla grupy D (absorbancja na
poziomie 0.8).

5/ Rycina 16 przedstawia oczywiscie stezenia interleukin w osoczu, a nie w tresci jelit.

Oprécz powyzszych uwag merytorycznych, z obowigzku recenzenta chciatbym zwrocié
uwage na pewne bledy terminologiczne w ocenianej dysertacji, np. zastosowanie przez
Autorke okreslenia ,.wici” (w bakteriologii uzywamy pojecia ..rzgski” na okreslenie narzadu
ruch bakterii), ,.czas generacji komérek™ (lepsze byloby okreslenie ,.czas migdzy podziatami
komorek™ lub ,,czas podwojenia populacji™), ,,drobne przezuwacze” (powinno by¢ .,male
przezuwacze”), ,,faza spoczynku” hodowli (chyba chodzi o ..faze przygotowawcza/zastoju™?), -

a takze ,.aglutynacja plynna” i ,,posiew na murawg”.

W podsumowaniu rozprawy doktorskiej Autorka zawarla 5 wnioskéw. W opinii recenzenta,
przeprowadzone (i opisane) badania uzasadniaja tylklo pierwsze cztery z nich. Poniewaz
Doktorantka nie przeanalizowala w swej dysertacji dziatania przeciwciat IgY w badaniach in
vivo, wniosek nr 5, wskazujacy na potencjal wykorzystania tych przeciwcial w ograniczaniu

kolonizacji jelit u kurczat, nalezaloby pominac.



Ocena konicowa

Powyzsze uwagi nie umniejszaja w sposob znaczacy walorow poznawczych i aplikacyjnych
pracy. Oceniana rozprawa doktorska zostala zaplanowana i zrealizowana w sposob
skrupulatny i kompleksowy, a uzyskane wyniki mogg by¢ bardzo obiecujgce z punktu
widzenia opracowania strategii ograniczania nosicielstwa Campylobacter u drobiu.
Szczegblnie wysoko oceniam t¢ czesé przeprowadzonych przez Doktorantke badan. ktore
dotyczyly poréwnania metod izolacji przeciweial IgY i oceny ich swoistosci oraz
efektywnoéci w badaniach in vitro. Badania in vivo, mimo niepowodzenia izolacji
Campylobacter jejuni od kurczat eksperymentalnych zakazanych wczesnie) tym
drobnoustrojem, moga natomiast stanowi¢ wartosciowy wstgp do przyszlych badan nad
epidemiologia zakazen C. jejuni, w tym nad opracowaniem optymalnego modelu
doswiadczalnego. Biorac powyzsze pod uwagg. stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr
Pauliny Czoski pt. ,,Zakazenia bakteriami Campylobacter jejuni — badania oddzialywan
bakterii, przeciwcial i ukladu odpornosciowego” odpowiada warunkom okreSlonym w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 poz.
574 z p6zn. zmianami) i wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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