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Ocena

osiagnie¢ naukowo-badawezych, przebiegu pracy zawodowej, dorobku
dydaktycznego i popularyzatorskiego, wspélpracy migdzynarodowej oraz
osiagniecia  habilitacyjnego dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajac pt.
,Epidemiologia molekularna Trichinella spiralis — rozpoznanie zmiennosci
genetycznej populacji i $ledzenie transmisji pasozyta w ogniskach wlosnicy”
opracowana na zlecenie prof. dr hab. Stanistawa Winiarczyka — Dyrektora
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Pulawach

W zwigzku z pismem z dnia 20 lipca 2023 r. (BRN-4211/02/2023)
podpisanym przez Dyrektora Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego -
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach Pana prof. dr hab. Stanistawa
Winiarczyka wydaje niniejsza recenzje. Podstawa jej opracowania byla
nadestana dokumentacja przebiegu pracy zawodowej i naukowej dr n. wet. Ewy
Bilskiej-Zajac oraz Jej rozprawa habilitacyjna, jako cykl powigzanych
tematycznie artykuléw naukowych (zgodnie z art. 219 ust. 1, pkt. 2b pod
wspolnym tytulem: ,,Epidemiologia molekularna Trichinella spiralis -
rozpoznanie zmiennosci genetycznej populacji i $ledzenie transmisji
pasozyta w ogniskach wlosnicy” (Putawy, 2023). Autoreferat Pani dr n. wet.
Ewy Bilskiej-Zajac obejmuje siedem rozdziatow, zawartych na 43 stronach oraz
w dalszej czeSci dokumentacji szereg waznych dla oceniajacego zestawien,
o$wiadczen, kopii certyfikatow, publikacji naukowych oraz wykazy dorobku
naukowego. Catos$¢, zostala przygotowana niezwykle starannie, zaréwno pod
wzgledem merytorycznym jak i edytorskim. Dokumentacja postgpowania
habilitacyjnego Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajac zostata opublikowana przez



Wydawnictwo Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Pafistwowego
Instytutu Badawczego (PIWet-PIB) w Putawach, 2023 roku.

Wyksztalcenie i przebieg pracy zawodowej

Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac ukonczyla studia wyzsze na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w 2009 r.,
uzyskujac dyplom i tytut lekarza weterynarii. W tym samym roku podjgta prace
w Zakladzie Higieny Zywno$ci Pochodzenia Zwierzecego Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego w Pulawach, a nastepnie w Zaktadzie Parazytologii i
Choréb Inwazyjnych, bedac zatrudniona kolejno na stanowiskach specjalisty
inzynieryjno-technicznego, asystenta i adiunkta. W 2019 roku uzyskata stopien
naukowy doktora nauk weterynaryjnych na podstawie rozprawy doktorskiej pt.
,Analiza struktury genetycznej nicieni z rodzaju Trichinella wystepujacych w
Polsce i jej zastosowanie w dochodzeniach epidemiologicznych”. Promotorem
wymienionej dysertacji byt Pan prof. dr hab. Tomasz Cencek z PIWet-PIB w
Putawach.

Obecnie, od 1.08.2019 roku jest zatrudniona na stanowisku adiunkta w
Zakladzie Parazytologii i Choréb Inwazyjnych Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Pafistwowego Instytutu Badawczego w Pulawach.

Dzialalno$é naukowa i zawodowa

Habilitantka od poczatku swojej pracy naukowej bierze aktywny udzial w
dziatalnosci naukowej Zaktadu Parazytologii i Choréb Inwazyjnych PIW-PIB.
Tematem przewodnim badan naukowych Habilitantki jest wlosnica. Tematyke
tej czesci dziatalno$ci naukowej mozna podzieli¢ na kilka etapéw badan: a. inne
osiagniecia w zakresie badafh Trichinella spp., b. okreslenie wystgpowania
poszezegblnych gatunkéw nicieni z rodzaju Trichinella w Polsce.

Dzieki wdrozeniu i zastosowaniu w macierzystym Zakladzie metod
molekularnych do identyfikacji gatunkowej larw wlosni, okreslono
rozmieszczenie geograficzne poszczegdlnych gatunkéw wilosni wystgpujacych
w Polsce w populacji $win, dzikéw i liséw. Habilitantka wykazala, ze
najczesciej stwierdzanym gatunkiem u zwierzat (ktérych migso przeznaczone
jest do konsumpcji) jest T. spiralis, a w nastepnej kolejnosci T. britovi. W
trakcie badan zostaty wykryte pierwsze przypadki inwazji T. pseudospiralis i T.
nativa u dzikéw w Polsce. Wyniki te przyczynily si¢ m.in. do wycofania ze
stosowania mato dokladnej metody trichinoskopowej do rutynowych badan
dzikéw, a takze do zmian zalecen, co do mozliwosci mrozenia migsa, jako



efektywnego $rodka inaktywujacego larwy wilosni. Wyniki wyzej opisanych
prac zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych.

W 2013 r. Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac skierowala swoje
zainteresowania naukowe na proby poszukiwania markeréw genetycznych,
ktdre moghyby by¢ skuteczne w rozrdznianiu larw wloéni w obrebie gatunku T.
spiralis oraz T. briotvi. Do tego celu wybrata izolaty larw pochodzace od
polskich dzikéw i lisow. Nastepnie na podstawie jadrowych sekwencji 58
fDNA-ISR i mitochondrialnych sekwencji genu COl okreslita poziom
polimorfizmu w obrebie obu badanych gatunkéw. Analiza sekwencji DNA
uzyskanych z pojedynczych larw T. britovi wykazata 6 i 14 haplotypow
odpowiednio w sekwencjach 5S rDNA-ISR i genu COl. Tylko dwa haplotypy
zarowno dla sekwencji 5S rDNA-ISR, jak i genu COl zostaly wykryte u 7.
spiralis, co sugerowalo wysoki stopien homogenicznosci w obrebie tego
gatunku. Prawdopodobnie, ten stan rzeczy mozna tlumaczy¢ stosunkowo
niedawnym wprowadzeniem 7. spiralis do Europy, szacowanym na 1000 lat
przed nasza era, w przeciwienstwie do ekspansji I. brifovi na Europe,
szacowanej na 15-20 mln lat. Badania przeprowadzone na ww. fragmentach
gendéw 58 rDNA-ISR i mitochondrialnego genu CO1 wykazaly jednak, ze
markery te nie dostarczaja wystarczajgcej ilosci danych do rozrézniania
izolatbw w obrebie gatunku T. spiralis, co stalo si¢ powodem poszukiwan
innych, skuteczniejszych markerdw.

Habilitantka wykryla larwy wlosnia kretego, ktdre okazaly si¢ by¢ hybrydami
pomiedzy T. britovi i T. spiralis. Larwy te zostaly wyizolowane od czterech
dzikéw i dwdch liséw. Wszystkie hybrydy byly kombinacjami najbardziej
rozpowszechnionych haplotypéw, co sugeruje, ze by¢é moze istnieje wigcej
hybrydowych kombinacji haplotypéw. Byly to, pierwsze badania na Swiecie,
w ktorych wykryto naturalnie wystepujace hybrydy pomiedzy T. spiralis i
T. britovi. Co wiecej, wykryte w hybrydach kombinacje haplotypowe wskazujg,
ze poza krzyzowaniem si¢ samic 7. spiralis i samcow T. britovi mozliwe jest
takze krzyzowanie si¢ samcow T. spiralis i samic T. britovi (czego nie udato sig
uzyskaé w badaniach eksperymentalnych). Potwierdza to mozliwosc
naturalnego krzyzowania T. spiralis i T. britovi (bez znaczenia pici par) oraz
wydawania plodnego potomstwa przez hybrydy. Powyzsze odkrycie istotnie
wplywa na rozwdéj wiedzy na temat biologii Trichinella spp. Powstawanie
opisanych hybryd moze doprowadza¢ do mieszania si¢ poszczegélnych cech
oraz powstawania coraz silniejszych i odpornych osobnikéw Trichinella.



Wyniki wspomnianych badaf zostaly opublikowane w dwoch artykutach
naukowych.

Innym kierunkiem zainteresowan naukowych Habilitantki byto okreslenie
zroznicowania genetycznego wiosni T. spiralis i T. britovi w Polsce oraz
wykrycie hybryd miedzygatunkowych tych pasozytow na podstawie analizy
markeréw mikrosatelitarnego DNA Oprécz wyzej wspomnianego wykrycia
hybryd miedzygatunkowych T. spiralis i T. britovi za duze osiagniecie w
dziedzinie badan nad wlo$niami nalezy uznaé wyniki badan Habilitantki
uzyskane w swojej pracy doktorskiej, dotyczacej ,,Analizy struktury genetyczne]
nicieni z rodzaju Trichinella wystgpujacych w Polsce i jej zastosowanie w
dochodzeniach epidemiologicznych”. Wyniki badan opisane w pracy
doktorskiej istotnie zwickszyly stan wiedzy w zakresie epidemiologii
molekularnej Trichinella spp. i wykazaly mozliwos¢é zastosowania markerow
mikrosatelitarnych do rozrézniania izolatéw larw w obrebie gatunku (7. spiralis
lub 7. briotvi).

Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac w dalszym rozwoju naukowym
zainteresowala sie takze innymi zagadnieniami zwigzanymi z epidemiologig 1
diagnostyka zoonoz, w tym, wywolywanych przez nicienie z rodziny
Anisakidae, przywry z rodzaju Alaria, pierwotniaki Toxoplasma gondii,
tasiemce Echinococcus spp., nicienie: Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara
spp-

Habilitantka, w zakresie swojej pracy w Krajowym Laboratorium
Referencyjnym nadzoruje i prowadzi badania nad anisakioza. Badania
wystepowania tych pasozytow w rybach morskich wynikajg z regulacji
prawnych. Jak wiemy, do zarazenia czlowieka moze doj$¢ poprzez spozycie
miesa ryb zawierajacego zywe larwy L3 pasozytdw z rodziny Anisakidae.
Szczegodlnie niebezpieczny jest gatunek Anisakis simplex, charakteryzujacy sig
duza iloécia antygendw, ktore nawet po obrdbce termicznej inaktywujgcej
pasozyta, s niebezpieczne dla ludzi i wciaz maja potencjal alergizujacy. Jest to
bardzo ciekawy i niezwykle potrzebny kierunek badan, poniewaz zagrozenie
anisakioza w naszym kraju jest mato rozpoznane, a ,moda” na spozywanie
miesa ryb w postaci surowej lub polsurowej jest coraz powszechniejsza.
Niestety, w wielu przypadkach objawéw chorobowych, lekarze diagnozujg u
ludzi alergic na migso ryb, zamiast alergii na alergeny larw nicienia, przy
praktycznie minimalnej wiedzy spoleczenstwa w tym zakresie.

Waing dziedzing badan Habilitantki sa rowniez badania nad przywrami
z rodzaju Alaria. Badania dotyczyly aspektu wystgpowania tego pasozyta u



zywicieli paratenicznych m.in. dzikéw oraz zaskroficow. W przypadkach
wykrycia tego pasozyta przez lekarzy weterynarii podczas badania poubojowego
miesa pochodzacego od dzikéw w kierunku obecnodci larw wtosni, brak jest
przepiséw regulujacych postgpowanie w takich przypadkach. Przeprowadzone
badania byly jednymi z najbardziej kompleksowych w tym zakresie w
Polsce i zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych.

Na uwage zasluguja badania Habilitantki nad pierwotniakami
Toxoplasma gondii, w aspekcie okreslenia rezerwuaru zywicielskiego oraz
wystepowania T. gondii w migsie i surowych produktach miesnych. Przebieg
tej zoonozy zazwyczaj jest bezobjawowy, jednak w niektorych przypadkach
moze stanowi¢ powazne zagrozenie zdrowia i zycia ludzi, a szczegOlnym
ryzykiem obarczone s3 kobiety w cigzy i osoby o niskiej odpornosci. Cztowiek
zaraza si¢ T. gondii najcze$ciej przez spozycie migsa zawierajacego cysty tych
pierwotniakéw lub poprzez spozycie warzyw zanieczyszczomnych oocystami.
Badania Habilitantki dotyczyty zaréwno zwierzat gospodarskich ($winie, bydlo,
kozy) jak i wolnozyjacych (dziki, lisy, szopy, pizmaki, kuny, borsuki, tchorze,
norki, wydry, drobne gryzonie, ptaki) i wykazaly znaczng prewalencj¢ inwazji
tego pierwotniaka u zwierzat rzeznych ($win i bydia), jak rowniez u
wolnozyjacych zwierzat migso- i wszystkozernych (lisow, dzikow i borsukow),
a takze u drobnych gryzoni i ptakéw drapieznych. Habilitantka brata udzial w
badaniach, ktérych celem byta zaréwno detekcja pasozyta w migsie i surowych
produktach miesnych sprzedawanych komercyjnie w Polsce, jak i jego
charakterystyki molekularnej, w aspekcie zagrozenia zdrowia konsumentow.
Wyniki badah wykazaly dosé znaczny stopieni wystgpowania postaci
inwazyjnych pasozyta w produktach miesnych, a przeprowadzone
genotypowanie pozwolito na okreSlenie typu klonalnego izolowanych
pasozytdw, co pozwala istotnie uzupeinia¢ wiedz¢ na temat epidemiologii
toskoplazmozy w Polsce.

Badania nad Echinococcus spp. i innymi zoonotycznymi tasiemcami
dotyczyly okreslenia wystepowania Echinococcus spp. i innych zoonotycznych
tasiemcOw u lisow, jenotéw, $win, kotow i psdw w Polsce oraz analizy
genetycznego zréznicowania E. multilocularis. Habilitantka brata udzial w
badaniach nad bablowica wielojamowa (alweokokoza), ktora jest jedng z
najbardziej niebezpiecznych parazytoz dla ludzi. W przebiegu alweokokozy
dochodzi do bardzo powolnego rozwoju form larwalnych pasozyta w watrobie,
przypominajacych do zludzenia zmiany nowotworowe typu zlosliwego. W
przypadku populacji $wifi, kotdow oraz pséw w Polsce, byly to pierwsze



stwierdzone przypadki inwazji tego tasiemca opisane w kraju. Udzial
Habilitantki w badaniach nad zréznicowaniem genetycznym E. multilocularis w
Polsce, pozwolil wykazaé, ze na obszarze Polski dochodzi do swoistego
mieszania si¢ zasiegu wystepowania haplotypow E. multilocularis
pochodzacych z Europy Zachodniej z haplotypami majacymi swoje
korzenie w Azji. Jednoczesnie, Habilitantka uczestniczyta w badaniach nad
optymalizacjg metod molekularnych do identyfikacji tasiemca Teania solium
oraz ocenie metod ekstrakcji DNA oraz metod PCR do wykrywania E.
multilocularis. Wyniki wspomnianych badan zostaty takze opublikowane w
renomowanych czasopismach naukowych.

Habilitantka, wraz z gronem naukowcow z zagranicznych jednostek
naukowych brala udzial w badaniach osadéw $ciekowych pod wzgledem
zagrozen parazytologicznych, w tym, w opracowaniu metody do
parazytologicznego badania odwodnionych osadéw $ciekowych 1 oceny
rzeczywistego  zanieczyszczenia tych  substancji  jajami  pasozytow
wskaznikowych.

Zainteresowania naukowe Habilitantki nie zakonczyly sie na wspomnianych
wyzej aspektach z dziedziny parazytologii i inwazjologii weterynaryjnej. W
ostatnich latach dzialalnosci naukowej Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac brafa
udzial w opracowywaniu i optymalizowaniu metod stuzgcych do
wykrywania jaj pasozytéw Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp. w
osadach §ciekowych. Zasadnicza trudnoscia w tego typu badaniu
parazytologicznym tych matryc jest obecno$¢ w nich flokulantow uzytych do
odwadniania §ciekéw, ktére uniemozliwiajg wykrycie jaj pasozytow
tradycyjnymi metodami flotacyjno-sedymentacyjnymi. Opracowana metoda
okazala si¢ wielokrotnie skuteczniejsza niz inne stosowane w tym celu w
Polsce i na $wiecie. Metoda ta zostala opracowana w postaci Polskiej Normy
i postuzyta do okreslenia stopnia kontaminacji jajami pasozytdw osadow
sciekowych z oczyszczalni $ciekéw w Polsce. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze osady S$ciekowe produkowane przez ponad 98% oczyszczalni
$ciekow komunalnych w naszym kraju zawieraja jaja pasozytow, a liczba jaj w
kilogramie suchej masy osadu w niektorych przypadkach sigga nawet 300 000.
Wyniki wspomnianych badan zostaly opublikowane w renomowanych
czasopismach naukowych.

Udzial w projektach badawczych



W okresie 10 lat pracy zawodowej, Habilitantka uczestniczyta w realizacji 18
zadan i projektow badawczych, z tego dwukrotnie jako kierownik projektu
(drugi projekt w trakcie realizacji).

Uzyskane patenty

Habilitantka uzyskata dwa patenty o numerze prawa wyltgcznego.

Recenzje wydawnicze

Habilitantka jest autorem 16 recenzji wydawniczych w renomowanych
czasopismach naukowych, o zasiggu mi¢dzynarodowym.

Monografie i rozdzialy w monografiach naukowych

Habilitantka byta wspotautorem czterech monografii naukowych oraz
wspolautorem jednego rozdzialu w monografii naukowej.

Ocena innych aktywnosci naukowych, realizowanych w wigcej niz jednej
jednostce naukowo-badawczej i wspélpraca zagraniczna

Habilitantka w poszczegélnych latach stale podnosila swoje kwalifikacje
zawodowe poprzez uczestnictwo w licznych szkoleniach oraz stazach
zagranicznych. Najwieksza aktywnosé naukowo-badawcza Habilitantki nalezy
przypisaé w momencie rozpoczecia pracy w Zakladzie Parazytologii i Chorob
Inwazyjnych w zespole ds. wlosnicy dr. Mirostawa Rézyckiego pod
kierownictwem prof. Tomasza Cencka. Nabyte do§wiadczenia w stosowaniu
metod molekularnych umozliwily Habilitantce w latach 2012-2022,
nawiazaé wspolprace z wieloma o$rodkami naukowymi, co zaowocowalo
wspolpraca trwajaca do dzisiaj oraz uczestnictwem w kilkunastu stazach
zagranicznych. Nalezy w tym miejscu wymieni¢ wspdlprace z Istituto
Superiore di Sanita (ISS), European Union Reference Laboratory for Parasites,
Rome, Italy i prace pod kierunkiem jednego z najwybitniejszych parazytologow
europejskich - Profesorem Edoardo Pozio. Dalej, wspétprace z National Institute
for Public Health and Environment (RIVM) w Bilthoven, The Netherlands.
Habilitantka w 2013 r. aplikowala z sukcesem o grant Short Term Mission
z organizacji MED VET NET Association (tytul grantu: ,,Examination of
genetic relationship between Trichinella isolates from Poland’”). Od 2016 r.
Habilitantka prowadzi wspotprace z Prof. Anne Mayer-Scholl i jej zespotem z
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin, Germany. Bogata wiedza
oraz nabyte do$wiadczenia w znanych europejskich pracowniach badawczych,
pozwolily Habilitantce z sukcesem aplikowaé o grant Short term mission
COST Euro FBP - ,,New technique MALDI-TOF MS used in investigations on
protein profile of Trichinella isolates”, ktory realizowata w w/w jednostce.



Podczas stazu w BfR, Habilitantka nabyta umiejetnosci badania nowg technika -
MALDI-TOF-MS identyfikacji gatunkowej larw wioéni. W tym czasie,
Habilitantka miala mozliwosé wspdlpracy z wieloma naukowcami z calego
$wiata, m.in. poznata Prof. Andrea Armani oraz dr Lis¢ Guardone z Universita
di Pisa (UNIPI), Dipartimento di Scienze Veterinarie, Italy. Naukowcy ci
opracowywali tematy bezpieczenstwa zywnosci w kontekscie parazytoz
odzwierzecych. W 2019 r. Habilitantkg zaproszono do wzigcia udziatu w
konkursie o stypendium finansowane przez Uniwersytet w Pizie (pomyst
badania glowonogéw w kierunku zoonotycznych nicieni z rodziny Anisakidae).
Zdobycie ww. stypendium pozwolito Habilitantce odby¢ miesigezny staz na
Wydziale Weterynarii Universita di Pisa (UNIPI), Italy. Habilitantka prowadzi
takze dlugoletnia wspélprace z dr Benjaminem Rosenthalem oraz dr
Peterem Thompsonem z United States Department of Agriculture (USDA),
Agricultural Research Service, Animal Parasitic Diseases Laboratory,
Beltsville, MD, USA. Na jednej z konferencji organizowanej przez International
Commision of Trichinellosis w 2015 r. Habilitantka przedstawita wyniki badaf
wlasnych dotyczace stwierdzonego zréznicowania genetycznego w obrgbie
populacji 7. spiralis w Polsce. Przedstawiony wowczas pomyst stworzenia
narzedzia pomocnego w dochodzeniach epidemiologicznych zostat przyjety z
wielkim zainteresowaniem i przyczynit sie do zaproszenia Habilitantki do
bezposredniej wspétpracy w USDA - stazu postdoktorskiego (w latach 2020-
2021), pt. “Postdoctoral research opportunity in molecular epidemiology of
parasites”. Jedynie w wyniku tej wspdtpracy naukowe]j zostaly opublikowane
trzy prace.
Aktywno$¢ naukowa Habilitantki dotyczy takze aktywnej wspolpracy z
o§rodkami krajowymi. Na terenie kraju, Habilitantka prowadzita wspétprace z:
Katedra Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia Publicznego, Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego. Polegala ona na okreSleniu wystgpowania
Trichinella spp. u lisbw z réznych regionow Polski oraz Zakladem
Biologicznych Szkodliwosci Zdrowotnych i Parazytologii, Instytutu Medycyny
Wsi w Lublinie. Zakres prowadzonych badan obejmowat okreslenie zagrozenia
dla $rodowiska lekarzy weterynarii ze strony takich patogendw jak Toxoplasma
gondii, Leptospira spp., Coxiella burnetii i Echinococcus granulosus.
Ocena osiagnieé¢ dydaktycznych

Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze Habilitantka wykazywata w
poszczegblnych latach aktywnosé szkoleniowo-dydaktyczng. Podczas pracy w
PIWet-PIB, Habilitantka prowadzila zajecia dydaktyczne dla lekarzy weterynarii



w ramach kursu ,,Badanie miesa $win, dzikéw, koni i nutrii metoda wytrawiania
préby zbiorczej z zastosowaniem metody magnetycznego mieszania”. W
ramach tych zajeé, Habilitantka prowadzita zaréwno wyklady jak i ¢wiczenia
Jaboratoryjne. W okresie ponad dziesigciu lat pracy zawodowej, Habilitantka
przeprowadzita ponad 200 tego typu kurséw, na ktérych tacznie przeszkolila
ponad 3000 lekarzy weterynarii. Prowadzila takze wykfady na: cyklicznych
szkoleniach ,Diagnostyka pasozytéw z rodziny Anisakidae w rybach i
produktach rybnych”, na specjalizacjach weterynaryjnych ,Higiena Pasz”,
,Higiena Zwierzat Rzeznych i Migsa” oraz ,,Choroby Swin”, a takze na
szkoleniach Inspektoréw Weterynarii w ramach Programéw Wieloletnich
PIWet-PIB 2009-2015.

Habilitantka jest promotorem pomocniczym przewodu doktorskiego mgr inz.
Anny Czubkowskiej, pt. ,,Ocena jakosci mikrobiologicznej surowego mleka
koziego i serdw oraz charakterystyka wybranych bakterii chorobotworczych
wystepujgcych w tych produktach”.

Dodatkowo, Habilitantka bierze czynny udzial w opiece nad praktykantami i
stazystami odbywajacymi obowiazkowe praktyki studenckie wynikajace z
regulaminu  studiéw. Jednoczesnie, sprawowata opieke nad miodymi
pracownikami laboratorium Zaktadu Parazytologii i Choréb Inwazyjnych.
Ocena osiggniec organizacyjnych
Od poczatku swojej pracy naukowej, Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac bierze
czynny udzial w pracach na rzecz Krajowego Laboratorium Referencyjnego
(KLR) ds. wloénicy a takze anisakiozy. Jest odpowiedzialna za organizacj¢ i
koordynowanie spotkan z laboratoriami urzgdowymi, a takze badafi bieglosci
dla terenowych laboratoriéw badajacych mieso $win i dzikoéw oraz laboratoriow
badajacych ryby. Ponadto, w ramach pracy dla KLR ds. wlosnicy oraz
anisakiozy, co roku bierze udziat w organizacji seminariéw dla wojewddzkich
koordynatoréw badan biegtosci, na ktorych przedstawiane sg wyniki badafi oraz
przekazywane sg wiadomosci dotyczace najnowszych danych naukowych oraz
zmian w prawodawstwie w zakresie badan nad Trichinella spp.‘i Anisakidae.
Nalezy zaznaczyé, ze Habilitantka w latach 2010-2017 byta wspdtorganizatorem
siedmiu miedzynarodowych Kkonferencji naukowych: e Miedzynarodowa
Konferencja Naukowa: ,,Wlosnie i wlosnica - aktualne problemy”, Pulawy 23-
14.09.2010 e Miedzynarodowa Konferencja Naukowa: ,Aktualna sytuacja
wlosnicy w Europie Srodkowej”, Putawy 07-08.11.2013 e Miedzynarodowa
Konferencia Naukowa: ,,Wlosnica i inne zoonozy pasozytnicze zwigzane z
zywnoscig ~ pochodzenia  zwierzgcego”,  Pulawy  09-10.10.2014 e



Miedzynarodowa Konferencja Naukowa: ,Wtosnica 1 inne parazyty
odzwierzece zwiazane ze $rodowiskiem sylwatycznym”, Zaborek 05-08.10.2015
e Miedzynarodowa konferencja Naukowa: Wlosnica w nauce i praktyce,
Bochnia, Polska, 08.09.2016 e Wlosdnica i inne odpokarmowe zoonozy
pasozytnicze, Biatowieza, 13-15.09.2017 e Miedzynarodowa Konferencja
Naukowa: ,Zapobieganie wiosnicy, anisakiozie i innym odpokarmowym
parazytozom”, Rogowo, 11-13.09.2018.

Czlonkostwo w krajowych i migdzynarodowych organizacjach i
towarzystwach naukowych

Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac jest czlonkiem: Lubelskiej Izby Lekarsko-
Weterynaryjnej, International Commision of Trichinellosis, Polskiego
Towarzystwa  Parazytologicznego 1 Polskiego  Towarzystwa  Nauk
Weterynaryjnych.

Dzialalno$é popularyzatorska — udzial w sympozjach, konferencjach i
kongresach naukowych

Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac brala aktywny udziat w znaczacych
konferencjach naukowych. W wiekszosci byly to migdzynarodowe konferencje
naukowe, na ktérych przedstawiata swoje badania zar6wno w postaci ustnych
prezentacji jak tez w postaci plakatow. Wsréd nich byly to m.in. nastgpujace
konferencje naukowe: Miedzynarodowa Konferencja Naukowa: Congress of
International Association for Food Protection, Marsylia 15-17.05. 2013, SfAM-
MVNA Summer Conference, Brighton, Wielka Brytania, 30.06-03.07.2014,
14th International Conference on Trichinellosis, Berlin, Germany 14-
18.09.2015, 11 thWorkshop of National Reference Laboratories for Parasites,
Rzym, Wiochy, 23.05.2016, 12th European Multicolloquium of Parasitology in
Turku, Turku, Finland, 20-24.07.2016, Conference of COST Action FA1408,
EURO-FBP Working Group and Management Committee Meeting 2016 &
EURO-FBP WG2 Meeting “Analytical methods for foodborne parasites in
human and veterinary diagnostics and in food matrices” Lublijana, Stowenia,
20.09.2016, 12th Workshop of National Reference Laboratories for Parasites
Istituto Superiore di Sanita, Rome, Italy. 18-19.05.2017, Conference of COST
EURO-FBP “Outbreaks and outbreak investigations”, Istituto Superiore di
Sanita Rome, Italy, 18-19.05.2017, Med-Vet-Net Association 5th International
Scientific Conference 2017 One Health: Zoonoses - Emerging Threats, School
of Veterinary Medicine, University of Surrey, Guildford, UK, 27- 29.06.2017,
14th International Congress of Parasitology ICOPA, Daegu, Korea 19-
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24.08.2018, 15th International Conference on Trichinellosis, Cluj-Napoca,
Romania, 26-31.08.2019, AAVP 65th Virtual Annual Meeting, USA 20-
22.06.2020, Uniformed Services University of the Health Sciences, Department
of Microbiology and Immunology, Virtual Seminar, USA 26.10.2020. Lacznie
28 konferencji naukowych, kongreséw i sympozjow. W swoim dorobku
naukowym Habilitantka posiada trzy wyklady na zaproszenie i 23 referaty
wygloszone na konferencjach, sympozjach i zjazdach naukowych. Habilitantka
byla takze o$miokrotnie cztonkiem komitetéw organizacyjnych i naukowych
konferencji naukowych.

Ocena szczegolnego osiagnigcia habilitacyjnego
dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajac
Na osiagniecie naukowe sktada si¢ pie¢ publikacji wchodzacych w skiad
jednotematycznego cyklu prac (cztery prace oryginalne i jedna praca
przegladowa) zatytutowanego ,,Epidemiologia molekularna Trichinella spiralis
— rozpoznanie zmiennosci genetycznej populacii i $ledzenie transmisji pasozyta
w ogniskach wtosnicy”.
WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD CYKLU

Zakaczony cykl publikacji obejmuje pigé prac z lat 2019-2021 indeksowanych w
czasopismach miedzynarodowych znajdujgcych si¢ w bazie danych Journal
Citation Reports (JCR). ,,Impact factor” (IF) zostat przypisany zgodnie z rokiem
publikacji wedtug ,Journal Citation Reports”. Punktacja zostala przypisana
zgodnie z rokiem publikacji, wg list czasopism punktowanych opublikowanych
przez MEIN (wczesniej MNiSW). Wspomniane dane zostaly potwierdzone
analiza bibliometryczna przeprowadzong przez Uniwersytet Warszawski,
Biblioteke Uniwersytecka w Warszawie.

1. Bilska-Zajac E., Rozycki M., Korpysa-Dzirba W., Belcik A., Zigtek-
Barszcz A., Wlodarczyk Ramus M., Gontarczyk A., Cencek T.
Trichinella outbreaks on pig farms in Poland in 2012-2020. Pathogens
2021, 10, 1504, https://doi.org/10.3390/pathogens10111504 IF 2021 =
4,531, MEiIN = 100, liczba cytowan (WoS) =4

2. Karadjian G., Bilska-Zajac E., Bahn P., Py J-S, Johne A., Gassilloud B.,
Roézycki M., Cencek T., Mayer-Scholl A., Vallée 1. Species identification
of Trichinella originated from various host and different geographical
location by MALDI-TOF, Experimental Parasitology, Volume 213, 2020,
107890, ISSN 0014-4894, https://doi.org/10.1016/j.exppara.2020.107890.
IF 2020 = 2,011, MEiN = 100, liczba cytowan (WoS) = 8
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3. Thompson P., Bilska-Zajac E., Zarlenga D., Liu M., Cencek T., Rézycki
M., Rosenthal B. Divergence at mitochondrial and ribosomal loci
indicates the split between Asian and European populations of Trichinella
spiralis occurred prior to swine domestication, Infection, Genetics and
Evolution, Volume 88, 2021, 104705, ISSN  1567-1348,
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2021.104705. IF 2021 = 4,393, MEIN =
100, liczba cytowan (WoS) = 4

4. Bilska-Zajac E., Rosenthal B., Thompson P. Trich-tracker — a practical
tool to trace Trichinella spiralis transmission based on rapid, cost-
effective sampling of genome-wide genetic variation. International
Journal for Parasitology, 2022, Volume 52(2-3), 145-155,
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2021.08.002. IF 2021 = 4.33, MEIN = 100,
liczba cytowan (WoS) =2

5. Bilska-Zajac E., Thompson P., Rosenthal B., Rézycki M., Cencek T.
Molecular epidemiology of Trichinella: achievements and challenges,
Infection, Genetics and Evolution, Volume 95, 2021, 105080,
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2021.105080 IF 2021 = 4.393, MEIN =
100, liczba cytowan (WoS) =0

Sumaryczny IF dla cyklu prac stanowiacych osiagnigcie naukowe wynosi
19,658. Suma punktéw cyklu prac stanowigcych osiagnigcie wg MEIN wynosi
500 punktow. Liczba cytowan cyklu prac stanowigcych osiggnigcie wg Web of
Science wynosi 18. Wklad pracy Habilitantki w powstanie wymienionego wyzej
cyklu publikacji polegal gléwnie na opracowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu i wykonaniu do$wiadczefi, wykonaniu analiz dotyczacych probek
pochodzacych z Polski, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz
sformutowania wnioskéw, napisaniu manuskryptu, a takze opracowaniu wiasnej
wizji przedstawienia tematyki badawczej. Przedstawione fakty Swiadcza o
wiodacej roli Habilitantki w opracowaniu koncepcji badan naukowych i ich
przeprowadzeniu. W pieciu publikacjach wchodzacych w  sklad cykluy,
Habilitantka jest pierwszym autorem w trzech z nich i drugim autorem w dwoch
z nich.

Z analizy opublikowanych publikacji w przedstawionych do oceny cyklu jako
szczegblnego osiggniecia naukowego, wynika jednoznacznie, ze cel badan
zostal jasno sprecyzowany, a metody badan zostaly prawidlowo dobrane,
zgodnie z najnowszymi zaleceniami i trendami badan w tej dziedzinie na
poziomie §wiatowym.

Kroétka ocena znaczenia przeprowadzonych badan i osiagnietych wynikow
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Publikacia Nr 1: Bilska-Zajac E.; Rézycki M.; Korpysa-Dzirba W.; Belcik A.;

Zietek-Barszcz A.; Wiodarczyk-Ramus M.; Gontarczyk A.; Cencek T.
Trichinella outbreaks on pig farms in Poland in 2012-2020. Pathogens 2021, 10,

1504

Publikacja dotyczyta charakterystyki ognisk Trichinella spiralis w
populacji trzody chlewnej w Polsce. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze co roku notuje si¢ wlosnice u $win w co najmniej jednej lub nawet
kilku fermach trzody chlewnej. Wyniki identyfikacji gatunkowej
uzyskane za pomocg badania multiplex PCR wykazaty, ze w 26 fermach
$winie zarazone byly T. spiralis, natomiast w 4 stadach wykryto T.
britovi. Lacznie 192 tusze $win zostaly uznane za niezdatne do spozycia i
przeznaczone do utylizacji ze wzgledu na obecnos¢ wlosni.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze problem wiosnicy w populacji
$wini w Polsce jest niestety wcigz aktualny. Habilitantka dokonata analizy
mozliwych scenariuszy zarazenia $wih w fermach. Najbardziej
prawdopodobng przyczyng wlosnicy w tego typu gospodarstwach, wydaje
sie zjedzenie przez §winie szczura zarazonego wiosniami. Habilitantka
zasugerowata, Zze opisane zarazenie bylo zwigzane z nielegalng
dziatalnoscia gospodarza np. poprzez dodanie do karmy odpadkéw po
odstrzelonych dzikach lub lisach. Z powodu braku mozliwosci zdobycia
niezbitych dowodéw podczas wywiadu, przeprowadzenie badan
laboratoryjnych z wykorzystaniem nowoczesnych technik badawczych, w
tym spektrometrii mas i metod biologii molekularnej, moze da¢ w takich
przypadkach wiarygodng odpowiedZ. Konieczno$é opracowania takich
narzedzi badawczych bylto tematem kolejnych prac wechodzacych w skiad
osiggniecia habilitacyjnego.

Publikacja Nr 2: Karadjian G., Bilska-Zajac E., Bahn P., Py J-S, Johne A.,
Gassilloud B., Rozycki M., Cencek T., Mayer-Scholl A., Vallée 1. Species
identification of Trichinella originated from various host and different
geographical location by MALDI-TOF, Experimental Parasitology,
Volume 213, 2020, 107890

Publikacja dotyczyta oceny przydatnosci techniki MALDI-TOF do
szybkiej identyfikacji gatunkéw wiosni. Habilitantka podjeta temat badan
nowej metody opartej na spektrometrii mas celem przystosowania jej do
identyfikacji gatunkowej wlosni. Dane o wystgpowaniu poszczego6inych
gatunkow sa podstawg do m.in. szacowania ryzyka szerzenia si¢ inwazji
w $rodowisku, jak tez ryzyka dla zdrowia i zycia ludzi. Réznicowanie
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larw na poziomie gatunku i genotypu opiera si¢ gtdwnie na metodach
molekularnych. W tym celu najczesciej stosuje si¢ multipleks PCR, PCR-
RFLP i sekwencjonowanie. Metody te sa jednak bardzo czasochtonne, co
uzasadnia konieczno$é poszukiwania ich szybszych odpowiednikow.
Habilitantka zauwazyta, ze w ostatnich latach spektrometria masowa z
desorpcja laserowsg/jonizacja wspomagang przez matryce (MALDI-TOF
MS) stala sie rutynowa metoda identyfikacji gatunkéw bakterii ze
wzgledu na jej skutecznosé, poréwnywalna z metodami molekularnymi
plus réwniez szybkosé jej wykonania i niski koszt badania. W/w metoda
jest wykorzystywana do identyfikacji gatunkow bakterii i grzybow, stad
badania te staly sie inspiracjg do opracowania metody opartej na MALDI-
TOF MS takze do identyfikacji gatunkowe] Trichinella spp. Powstata
baza danych, zawierajgca widma spektrofotometryczne profilu
biatkowego izolatéw larw wlosni pochodzacych z Niemiec liczaca 33
rekordy okazata si¢ zbyt skapa, dlatego tez w ramach akcji COST Euro-
Fbp we wspdlpracy z dr Karadijanem Habilitantka podjgta probe
przeksztatcenia prototypowej bazy widm spektrofotometrycznych
Trichinella spp. w baze o charakterze uzytkowym do identyfikacji
gatunkowej szczepéw terenowych pochodzacych od naturalnie
zarazonych zwierzat. Utworzono widma gtowne (MSP), ktére zostaly
wlaczone do bazy prototypowej celem przeksztatcenia jej w bazg
uzytkowa. W ten sposéb baza prototypowa zostala wzbogacona o 102
widma spektrofotometryczne. Obecnie baza uzytkowa zawiera dane z 70
izolatow T. spiralis, 51 izolatéw T. britovi, 6 izolatow T. nativa, 5
izolatéw T. pseudospiralis, po jednym izolacie T8, T9 i T. patagoniensis.
Najwyzsze oceny przypasowania do rekordow z bazy danych uzyskaty
widma spektrofotometryczne probek T. spiralis (log>2,0), pozwalajac na
100%  identyfikacje  gatunkowg badanych  probek. Podobnie
stuprocentows identyfikacje gatunku otrzymano dla szczepow T. britovi,
T. pseudospiralis i T. nativa. Autorzy przeprowadzonych badan
stwierdzili, ze zastosowana metodyka spelnia wymagania dla identyfikacji
gatunkowej larw Trichinella wystepujacych w Europie (7. spiralis, T.
britovi, T. nativa i T. pseudospiralis). Technika MALDI-TOF-MS okazata
sie metodg tatwg do przygotowania izolatdéw do badan, krétkim czasem
analizy i prawdopodobnie dobrg alternatywa dla metod molekularnych.

Publikacja Nr 3: Thompson P., Bilska-Zajac E., Zarlenga D., Liu M.,
Cencek T., Roézycki M., Rosenthal B. Divergence at mitochondrial and
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ribosomal loci indicates the split between Asian and European
populations of Trichinella spiralis occurred prior to swine domestication,
Infection, Genetics and Evolution, Volume 88, 2021, 104705

Kolejna publikacja dotyczyla opracowanie narzedzia umozliwiajgcego
okreglanie podobiefistwa genetycznego izolatow larw T. spiralis z
wykorzystaniem sekwencjonowania NGS wybranych fragmentow
genomu do  praktycznego  zastosowania ~w  dochodzeniach
epidemiologicznych. Istota badan bylo zréznicowanie genetyczne w
obrebie gatunku 7. spiralis poprzez analize uzyskanych podczas
sekwencjonowania genomowego calych sekwencji mitochondrialnych i
duzych fragmentéw rybosomalnego DNA. Badania duzych genoméw ( w
tym przypadku ponad 64 min bp) cechujg si¢ wysokg koszto- i
czasochlonnoscia, z tego powodu, powyzszy temat poruszany jest przez
niewielka liczbe naukowcéw. Zmienno$¢ genetyczna w europejskie;]
populacji T. spiralis oszacowana wstepnie na podstawie analizy krotkich
fragmentow rybosomalnego DNA, a takze kilku markeréw
mikrosatelitarnych okazata sie bardzo niska. W swoich badaniach
Habilitantka wykorzystata metode NGS, dokonata sekwencjonowania i
rekonstrukcji genomu mitochondrialnego (mtDNA) oraz duzego
fragmentu rybosomalnego (rDNA). Powstal w ten sposéb mtDNA o
dhugosci 13 987 par zasad oraz rDNA o dlugosci 7706 par zasad
sktadajacy sie z matej podjednostki rDNA 18S (18S), wewngtrznej
sekwencji transkrybowanej 1 (ITS-1), podjednostki tDNA 5,8S (5,8%),
wewnetrznej sekwencji transkrybowanej 2 (ITS-2) i sekwencji duze]
podjednostki 28S rDNA (28S). Lokalizacje, z ktorych pochodzity probki
o najwickszej roéznorodnosci allelicznej 7. spiralis wskazaly na
pochodzenie tego gatunku z Azji, poniewaz posiadal on wyzszy odsetek
unikalnych haplotypéw 1 znacznie wigkszg rozbiezno$¢ migdzy
haplotypami niz probki z zachodniej czesci Europy. Wniosek ten, okazal
sie réwniez zgodny z hipotezami biogeograficznymi przedstawionymi w
pracach innych autoréw o $rodkowoazjatyckim pochodzeniu gatunkow
Trichinella, ktére nastepnie zostaly rozproszone w réznych lokalizacjach
geograficznych. Wedlug  analizy  filogenetycznej  haplotypy
péocnoamerykanskiego T. spiralis byly zagniezdzone wéréd sekwencji
europejskich i odrézniaty sie od tych w Europie jedynie 4 mutacjami,
ktére zostaty podzielone miedzy sekwencje potnocnoamerykanskie. Nie
bylo zadnej unikalnej mutacji, ktéra mozna by przypisa¢ populacji
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péocnoamerykaniskiej. Wyniki te, wraz z ogolnym brakiem
zroznicowania genetycznego wérdd zachodniego T. spiralis wskazaly, ze
do doktadnych badan epidemiologicznych i wyodrebnienia ognisk
epidemii wywotanych przez europejskie i ponocnoamerykanskie T.
spiralis potrzeba wigkszej ilodci danych genetycznych. Zaréwno na
podstawie mtDNA, jak i rDNA wykazano, ze zachodnie 7. spiralis
rozgaleziaja sie od azjatyckiego T. spiralis juz u podstawy catego kladu T.
spiralis. Wyniki przeprowadzonych badan wskazaly, ze powstaly klad
zachodni jest parafiletyczny do izolatdw azjatyckich i mial z nimi
wspolnego wezesniejszego przodka. Oceniajgc zasadniczego celu pracy
Habilitantki, jakim bylo opracowanie narzedzia, ktore bgdzie pomocne w
dochodzeniach  epidemiologicznych do identyfikacji réznic lub
genetycznych powigzan analizowanych subpopulacji 7. spiralis okazato
sie, ze nawet tak zaawansowana i szeroka analiza opierajaca si¢ na catym
genomie mtDNA i diugich fragmentach rDNA jest niewystarczajaca.
Sekwencjonowanie ~ calego  genomu  zapewniloby  najbardziej
wszechstronne sposoby roznicowania izolatéw 7. spiralis. Jednak do
scharakteryzowania kazdego (~64 MB) genomu potrzebne bylyby
olbrzymie zasoby finansowe, co podwazaloby praktycznos¢ takiego
podejécia do $ledzenia transmisji tego pasozyta. Alternatywa dla
sekwencjonowania catych genoméw sg techniki ograniczonej
reprezentacji genomu. Opierajg sie one na czerpaniu informacji z wielu
loci rozproszonych w catym genomie, umozliwiajgc badanie genetyki
populacji, selekcji, sprzezen i powigzan fenotypowych.

Publikacia Nr 4: Bilska-Zajac E.,. Rosenthal B., Thompson P. ,Trich-
tracker — a practical tool to trace Trichinella spiralis transmission based
on rapid, cost-effective sampling of genome wide genetic variation”.

W przeprowadzonych badaniach, Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajgc
postanowila opracowa¢ narzedzia, ktére efektywnie wykorzystaja
zmienno$¢ genetyczng rozproszong w genomie tego pasozyta do
rozpoznania réznic pomiedzy izolatami larw T. spiralis. Metodyka zostala
oparta jest na technice RADseq, w trakcie ktérej przy uzyciu enzymow
restrykcyjnych tworzy si¢ biblioteki DNA. Takie biblioteki DNA
zawieraja sekwencje wielu losowych loci rozmieszczonych w
analizowanym genomie. Jednoczesne sekwencjonowanie wszystkich
takich fragmentéw dostarcza informacji o tysiacach loci ale nie o catym
genomie (co zmniejsza koszty badania). Uzyskane podczas
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sekwencjonowania surowe dane genetyczne mozna bada¢ pod katem
polimorfizméw  pojedynczego nukleotydu (SNP), cennych dla
zrozumienia epidemiologii, historii ewolucyjnej i ekologii. W pracy tej
Habilitantka opracowala narzedzie, ktére nazwata Trich-tracker, do
charakteryzowania zmiennosci i struktury genetycznej badanych izolatow
larw na podstawie loci rozmieszczonych losowo w genomie T. spiralis.
Narzedzie to lgczy w sobie metode biologii molekularnej - RADseq oraz
analizy bioinformatyczne. Metoda RADseq opiera si¢ na amplifikacji, a
nastepnie sekwencjonowaniu NGS krétkich fragmentow genomu
powstalych po cieciu dedykowanymi enzymami restrykcyjnymi.
Uzyskane krotkie sekwencje nukleotydowe (okoto 120-150 par zasad)
poddaje si¢ kontrolom jakosciowym oraz segregacji i przyréwnuje do
genomu organizmu wiasciwego (tutaj T. spiralis). Nastgpnie Trich-tracker
- integruje rézne programy bioinformatyczne (Stacks, Bowtie 2,
SAMtools, Geneious Prime i STRUCTURE) i tworzy katalogi loci dla
badanej populacji. Na podstawie stworzonych katalogéw poréwnuje si¢
pomiedzy sobg pule loci uzyskane dla badanych prébek, co pozwala na
odroznianie analizowanych izolatow. Trich-tracker posiada wiele
mozliwosci filtrowania danych, co utatwia i przyspiesza analizg. W

analizowanej pracy, opracowane narzedzie uzyto do analizy 56
skolekcjonowanych izolatow T. spiralis, pochodzacych z 4 roznych
ognisk wiodnicy oraz od dzikéw. Za pomoca Trich-trackera analizowano
filogenetyczne podobienstwo izolatow a takze ich strukture¢ genetyczna.
Uzyskane wyniki wykazaly, ze kazdy izolat w danym ognisku wlosnicy
nie r6znil sie znaczaco od innych z tego ogniska (dotyczylo to 3 ferm);
ognisko w czwartej fermie posiadatlo najbardziej niejednorodne
genetycznie izolaty larw, przy czym izolaty te réznily sig nie wigcej niz 5
SNP-ami na milion par zasad. Taki stan rzeczy wskazuje na mozliwos¢
zarazenia sie $win z dwdch roéznych zrodet lub dwukrotnej inwazji 7.
spiralis ' w danym gospodarstwie. Izolaty larw wiosni pozyskane od
szczurdw nie roznily sie od izolatow od $win zarazonych w tym samym
ognisku wskazujgc na to samo zrédio ich zarazenia. Analizujgc rdznice
pomiedzy izolatami pochodzacymi od dzikéw z réznych regiondow
geograficznych zaobserwowano co najmniej 20 punktowych mutacji na
milion zsekwencjonowanych zasad. Jeszcze wigksze réznice zanotowano
poréwnujgc poszczegblne izolaty z ognisk wlosnicy $win do wigkszosci
izolatdow od dzikéw. Mutacje punktowe, SNP, generalnie powstajg
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stosunkowo wolno, co moze sprawi¢, ze metoda RADseq bedzie mniej
dokladnie informowala o ostatnio powstalych (najnowszych)
rozbieznosciach populacji. Jednak wolniejsze tempo powstawania mutacji
punktowych bardzo dobrze odzwierciedla i koreluje z utrwalonymi
wzorcami genetycznymi przodkéw analizowanej populacji. Dlatego,
nawet niewielka liczba réznych utrwalonych SNPéw dostarcza
wystarczajacych  danych umozliwiajgcych —rozréznienie odrebnych
genetycznie izolatéw. Habilitantka zwrédcita uwage na fakt, ze liczba
zsekwencjonowanych par zasad potrzebnych do rozréznienia izolatow
zalezy od réznorodnosci genetycznej miedzy izolatami. Istnieje bowiem
korelacja, ze im wiecej zsekwencjonowanych par zasad, im wigcej
analizowanych loci, tym wieksza moc dyskryminacyjna opracowane;
metody Trich-tracker. W przypadku dochodzen epidemiologicznych
istotng kwestig jest mozliwo$¢ praktycznego zastosowania danego
narzedzia, ktére powinno charakteryzowaé sig szybkoscig i akceptowalna
cena. W opisanym do$wiadczeniu udato si¢ ustali¢ powiazania
epidemiologiczne miedzy izolatami z Polski przy analizie zaledwie 400
000 par zasad (ponad 1000 losowych loci z catego genomu). Generalnie,
zmienno$é genetyczng wystarczajgca do rozrdzniania izolatéw T. spiralis
uzyskano na podstawie analizy okolo 1% genomu jako catosci. Ta ilo§¢
informacji jest zatem wystarczajgca do szybkiego i efektywnego podziatu
izolatdbw na spoéjne grupy (ogniska wiosnicy/fermy), wykrycia roznic
pomiedzy izolatami, a co za tym idzie do wnioskowania o Zrédlach
wloénicy w danym ognisku lub pokrewienstwie genetycznym badanych
izolatow.

Publikacja Nr 5: Bilska-Zajac E., Thompson P., Rosenthal B., Rozycki
M., Cencek T. Molecular epidemiology of Trichinella: achievements and
challenges, Infection, Genetics and Evolution, Volume 95, 2021.

Pigta publikacja zamyka przedtozony cykl prac jako osiggnigcia
naukowego w postepowaniu habilitacyjoym. Jest to praca przegladowa i
nietypowa dla opracowafi habilitacyjnych, z tego wzgledu, Ze zawiera
dane niestanowigce wstepu, ale podsumowanie prowadzonych badan.
Badania wlasne s3 tutaj przedstawione na tle $wiatowych osiggnigc
epidemiologii molekularnej. W badaniach organizméw eukariotycznych,
wielokomoérkowych, istniejg praktyczne ograniczenia takie jak wzgledy
finansowe, a takze czasochlonno$¢ analiz, ktére istotnie spowalniajg
rozwdj dziedziny. W przypadku nicieni Trichinella spp. epidemiologia
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molekularna jest dziedzing ciggle rozwijajaca si¢. Habilitantka dokonata
systematycznego przegladu literatury, podczas ktorego wyselekcjonowala
ponad 300 prac, z ktérych w publikacji wykorzystata 83 prace, ktore
znaczaco przyczynily si¢ do zrozumienia biologii tego pasozyta i roZwWoju
dziedziny epidemiologii molekularnej. Szes¢ prac doswiadczalnych (7%)
jest autorstwa Habilitantki i istotnie wplywaja one na przyszite
ksztaltowanie si¢ tego kierunku badan. Pierwsze wymienione prace w
niniejszej publikacji opisuja osiagniecia, ktére doprowadzily do
klasyfikacji larw Trichinella i okreslenia systematyki tego rodzaju, czego
dokonano na podstawie kryteriow biologicznych. Z kolei, kolejne prace
doéwiadczalne, zawierajace badania przeprowadzone z uzyciem metod
biologii molekularnej, istotnie przyspieszyty rozwdj dziedziny pozwalajac
na okre$lenie dokladnej systematyki wilosni kretych, precyzyjne
odtworzenie ewolucji tych pasozytow, z uwzglednieniem poszczegdlnych
gatunkéw  oraz  szczegétowe  rozpoznanie — rozprzestrzenienia
geograficznego gatunkéw tego pasozyta. Kolejne cytowane prace
przedstawiaja szereg badaf przeprowadzonych na wielu roznych
markerach genetycznych, ktére doprowadzity do wyjasnienia historii
ewolucji adaptacji fenotypowych, a mianowicie odporno$ci na niska
temperature dla T. nativa, T6 oraz T. chanchalensis. Istotny wklad w
dziedzine epidemiologii molekularnej przyniosty badania, dzigki ktorym
udato sie potwierdzi¢ sugerowang w doswiadczeniach hybrydyzacje
miedzygatunkows. Naturalne krzyzowanie si¢ réznych gatunkéw wiosni
potwierdzono dla T. nativa i T6 a takze dla dwdch najezgsciej
wystepujacych w Polsce gatunkéw T. spiralis i T. britovi. Kolejne
cytowane w niniejszej pracy do$wiadczenia, mialy na celu okreslenie
zréznicowania genetycznego w obrebie populacji 18 réznych gatunkéw
wloéni. Pierwsze dowody zmiennosci genetycznej w obrgbie gatunku T.
spiralis odnotowano w 1992 r., poprzez wykrycie zmiennosci w
allozymach izolatéw z réznych regionéw zoogeograficznych. Nastepnie
wykazano pewne polimorfizmy w obrgbie T. spiralis i w ten sposob
zidentyfikowano wyrazne poziomy zmiennosci wsréd gatunkéw. Podjgto
rowniez probe okreslenia struktury genetycznej populacji wiosni z
izolatow zebranych z Europy, obu Ameryk, Afryki i Azji. Zastosowanie
markeréw mikrosatelitarnych pozwolito wykaza¢, ze izolaty T. spiralis
byly prawie jednolite genetycznie w calej Europie i w obu Amerykach
(znacznie wiekszg zmienno$¢ genetyczng zanotowano w 6 azjatyckich
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izolatach T. spiralis). Opisane wyniki badan podkreslity historig ewolucji
i dotkliwo$¢ zjawiska ewolucyjnego w postaci waskiego gardla jakie
wystapito w populacji T. spiralis w Europie. Wystgpujaca jednorodnos¢
T. spiralis w Buropie i obu Amerykach stwarza praktyczne trudnosei w
rozroznieniu nawet tych subpopulacji tego pasozyta, ktére dzieli duza
odlegto$¢ geograficzna. W kolejnych pracach zostaly opisane badania
przeprowadzone z uzyciem innych markerow mikrosatelitarnych,
prowadzone na izolatach réwniez z calego Swiata, ktore potwierdzity
olbrzymia homogeniczno$¢ genetyczng wystgpujaca w populacji T.
spiralis, ale jednoczesnie dostarczyly dowodéw wystgpowania réznych
genotypéw w populacji tego gatunku oraz na mozliwos¢ wielokrotnych
zarazen u dzikéw. Badania wykonane z uzyciem powyzszych markerow
mikrosatelitarnych, wykonane przez Habilitantke wykazaty, ze pomimo
malego zréznicowania genetycznego populacji T. spiralis, istniejg grupy -
subpopulacje, ktére mozna od siebie odrozni¢. Wyniki badan daja duza
nadzieje na stworzenie narzedzia przydatnego w praktycznym
dochodzeniu epidemiologicznym, chociaz, czasochionnosc,
pracochtonnoéé i wysokie koszty badan opartych na dostgpnych
markerach mikrosatelitanego DNA mocno ograniczaja mozliwos¢
zastosowania ich w analizie biezagcych ognisk wiosnicy. Jednak, dzigki
zastosowaniu nowatorskiej w dziedzinie badan nad wiodnica metody
ddRADseq, opartej na sekwencjonowaniu randomowych loci z calego
genomu oraz ich analizie, udato si¢ Habilitantce opracowa¢ narzedzie
nazwane Trich-tracker, ktére duzo szybciej znajduje istotne rdéznice
pomiedzy izolatami larw T. spiralis, niz jakakolwiek inna dotychczas
stosowana technika. Technika ta jest zdecydowanie mniej czasochtonna i
kosztowna, niz analizy markeréw mikrosatelitarnych stosowane
dotychczas w badaniach nad T. spiralis.
Ocena koncowa

Gtdéwne cele badan naukowych Habilitantki, ktérych wyniki przedstawiono w
ocenianym jednotematycznym cyklu publikacji, byly nastepujace: 1.
charakterystyka ognisk Trichinella spiralis w populacji trzody chlewnej w
Polsce. 2. ocena przydatnoéci techniki MALDI-TOF do szybkiej identyfikacji
gatunkéw wtosni. 3. opracowanie narzedzia umozliwiajgcego okreslanie
podobienstwa genetycznego izolatéw larw 7. spiralis z wykorzystaniem
sekwencjonowania NGS wybranych fragmentéw genomu do praktycznego
zastosowania w dochodzeniach epidemiologicznych.
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Nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze Habilitantka zrealizowata wszystkie cele
postawione sobie w pracy habilitacyjnej. Habilitantka dokonata charakterystyki
30 ognisk wloénicy u trzody chlewnej, ktore stwierdzono w Polsce na
przestrzeni 10 lat, wykazujge kilka mozliwych scenariuszy zarazen $win tymi
pasozytami. Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac dokonala oceny przydatnosci
metody MALDI-TOF-MS do identyfikacji gatunkowej terenowych izolatow
larw wioéni. Przeprowadzita takze analiz¢ calego mitochondrialnego genomu
oraz duzych fragmentéw rybosomalnego DNA pozyskanych z 30 probek T.
spiralis w poszukiwaniu markeréw przydatnych do rozrdzniania subpopulacji w
obrebie tego gatunku. Stwierdzita takze brak istnienia wystarczajace; liczby
mutacji w obrebie analizowanych sekwencji, co spowodowato konieczno$¢
poszukiwania innych markeréw i metod do osiggnigcia kluczowego celu.
Etapem koncowym przeprowadzonych badan bylo opracowanie narzedzia o
nazwie Trich-tracker, ktére pozwala na wykrywanie roznic genetycznych oraz
pokrewienstwa pomiedzy analizowanymi izolatami T. spiralis.

Na podstawie wynikéw badan uzyskanych w pracach sktadajacych si¢ na
prezentowane osiggniecie naukowe, Habilitantka sformutowata nastepujace
wnioski:

1. wlosnica nadal jest wykrywana w gospodarstwach trzody chlewnej i wciaz
stanowi zagrozenie dla bezpieczenstwa konsumentéw wieprzowiny.
2. metoda MALDI-TOF-MS jest przydatna do identyfikacji gatunku wiosni
wystepujacych w Europie (T. spiralis, T. britovi, T. nativa i T. pseudospiralis).
3. liczba mutacji wystepujgca w obrebie catego mitochondrialnego genomu oraz
w duzych fragmentach rybosomalnego DNA jest niewystarczajgca dla
wykrywania réznic pomiedzy izolatami T. spiralis w kontekscie
epidemiologicznym.
4, opracowane narzedzie Trich-tracker umozliwia wykrywanie réznic oraz
okreélanie pokrewienstwa genetycznego pomiedzy izolatami larw T. spiralis,
dzieki czemu moze mieé¢ zastosowanie w dochodzeniach epidemiologicznych w
ogniskach wlosnicy.
5. zrédtem wloénicy dla $win w gospodarstwach trzody chlewnej w Polsce moga
byé zaréwno wektory (np. szczury) ale takze migso, odpadki poubojowe i tusze
zwierzat pozyskanych przez mysliwych dodawane nielegalnie przez whascicieli
do paszy dla swin.

Whioski koncowe

Jednotematyczny cykl publikacji sktadajacy sie na osiagnigcie habilitacyjne
oraz inne dokonania naukowo-badawcze Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajac
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uzyskane po nadaniu stopnia doktora sg pracami oryginalnymi i stanowia
powazny i niezwykle cenny wklad w rozwéj nauk weterynaryjnych.

Czasopisma, w ktorych opublikowano wyniki ocenianych badafi majg wysoka
i bardzo wysoka range na naukowym rynku edytorskim.

Jesli zadamy sobie pytanie - jak wazne sg tego typu badania na terenie kraju
oraz w skali europejskiej i §wiatowej, odpowiedZ na tak postawione pytanie
bedzie jednoznaczna — przeprowadzone badania i opracowanie nowych metod
diagnostycznych sa niezwykle cenne w aspekcie epizootycznym i
epidemiologicznym, zaréwno dla lekarzy medycyny jak i lekarzy weterynarii
oraz wniosty nowsg jako$¢ w Swiecie nauki.

Tematyka publikacji Habilitantki wskazuje na Jej sprecyzowane
zainteresowania badawcze. Sa one ukierunkowane i zwiazane z inwazjami
Trichinella spiralis, ale jednocze$nie, dotycza one kilku innych ciggle groznych
pasozytow i inwazji pasozytniczych, jak Anisakis simplex, Echinococcus
mulilocularis, przywry z rodzaju Alaria czy Toxoplasma gondii. Dorobek
naukowy Habilitantki oceniam wysoko zaréwno jako wktad do postepu wiedzy
w naukach weterynaryjnych, jak i w tworzeniu podstaw praktycznego dziatania
- jako odpowiedzi na potrzeby praktyki zwigzane z Jej miejscem pracy.

Dorobek naukowy Habilitantki oceniam wysoko, z pewnoscig przyczynia sig
on do postepu wiedzy w naukach weterynaryjnych, jak i w tworzeniu podstaw
praktycznego dziatania. Dorobek ten jest odzwierciedleniem dociekliwosci oraz
potrzeby nieustannego poszerzania i poglebiania nabytego doswiadczenia
Autora oraz wyrazem skutecznego dgzenia do szerokiego wykorzystywania
wiedzy w formacie aplikacyjnym. Warto w tym miejscu ponownie wskazac, ze
Habilitantka brata udziat w szkoleniach zagranicznych oraz wykazywata duzg
aktywnos¢ na forum wielu kongresow naukowych, a takze aktywnie
przekazywatla swoja wiedze 1 do§wiadczenie podczas szeregu szkolen. Oceniany
dorobek naukowy taczy w sobie cechy jednorodnosci w zakresie szeroko pojete;
diagnostyki laboratoryjnej, opartej na najnowoczesniejszych metodach
badawczych, jest bardzo bogaty i przedstawia sobg bardzo duze walory
naukowe, a takze charakteryzuje go doskonala znajomo$¢ opracowywanych
zagadnien.

Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajac, opublikowata ogdtem 65 prac, w tym 21
prac doswiadczalnych, 4 opracowania monograficzne, 17 prac przegladowych i
popularno-naukowych, opracowata 19 doniesien na zjazdy i konferencje
naukowe i 4 materialy szkoleniowe. W 30 pracach Habilitantka byla pierwszym
autorem. Zwraca uwage fakt, ze wiekszo$¢ publikacji przypada na okres po
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uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych. Poziom i zakres doniesien
naukowych oraz prac przegladowych i popularno-naukowych, swiadczg o Jej
wielkiej aktywnosci w propagowaniu uzyskanych wynikéw badan i
poszukiwaniu nowych drég badawczych.

W $wietle opisanych faktéw stwierdzam, ze Pani dr n. wet. Ewa Bilska-Zajgc
— to wysokiej klasy specjalista w zakresie rozpoznawania i diagnozowania
inwazji szeregu groznych dla zdrowia ludzi i zwierzat pasozytow.

Kandydatka na doktora habilitowanego umiejetnie stosuje swoja wiedzg i
warsztat naukowy w praktyce, co daje pelna podstawe do oceny, ze posiada Ona
odpowiednie przygotowanie do samodzielnej pracy badawczej. Jednym z
efektow Jej wiedzy oraz do$wiadczenia zawodowego, jest wspomniane juz
wyzej opracowanie narzedzia badawczego, ktore nazwata Trich-tracker, do
charakteryzowania zmiennosci i struktury genetycznej badanych izolatow larw
na podstawie loci rozmieszczonych losowo w genomie 7. spiralis. Narzgdzie to
laczy w sobie metode biologii molekularnej - RADseq oraz analizy
bioinformatyczne. Jest to niewatpliwie szczegélne dokonanie naukowe,
zastugujace na najwyzszg oceng.

Mitym akcentem w ocenie dorobku naukowego Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-
Zajac jest podkreslenie Jej roli w kontynuowaniu niezwykle bogatego polskiego
dorobku naukowego w zakresie badan nad Trichinella spiralis i wtosnica. Od
roku 1950 polscy parazytolodzy byli inicjatorami powstania kliku
miedzynarodowych Komisji, majacych na celu promocje badan naukowych i
zwalczanie groznych inwazji pasozytniczych. M.in. w Polsce powstala
Miedzynarodowa Komisja Wiosnicowa i przez 20 lat jej Sekretariat miescit sig
w Polsce, poczatkowo we Wroctawiu, a nastgpnie w Poznaniu. Polska byla
takze gospodarzem kilku miedzynarodowych konferencji naukowych
poswieconych tym zagadnieniom, a polscy naukowcy przez kilka dekad
zasiadali w najwazniejszych europejskich i $wiatowych gremiach zajmujacych
siec wlosniem kretym i wlosnicg, cieszac si¢ wielkim autorytetem we
wspomnianych zagadnieniach.

W $wietle zaprezentowanych ocen i recenzji stwierdzam, zZe
dotychczasowy dorobek naukowy, dydaktyczny i popularyzatorski oraz
wspotpraca miedzynarodowa Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajgc oraz nabyte
przez Nig do$wiadczenia i umiejetnosci upowazniaja mnie do postawienia
wniosku o uznanie zaréwno dorobku naukowego oraz przedlozonego
jednotematycznego cyklu publikacji w formule osiagnigcia habilitacyjnego, jako
odpowiadajacym wymaganiom osiagniecia naukowego i spemiajgcych warunki
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okreslone w obowiazujacej Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. (art. 221, ust. 1)
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742, Rozdziat 3) i
Ustawy z dnia 13 stycznia 2023 r. o zmianie ustawy — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce oraz niektérych innych ustaw (Dz.U. z 2023 r., poz. 212).

Wnosz¢ zatem wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Pulawach o dopuszczenie Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajac do dalszych
etapéw przewodu habilitacyjnego.

Olsztyn, dn. 8 wrzesnia 2023 roku

Whiosek o nagrode¢

Po zapoznaniu si¢ z dorobkiem naukowym Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajgc
poprzedzajacym dysertacje habilitacyjng oraz cyklem prac jako osiggniecia
habilitacyjnego pt. ,Epidemiologia molekularna Trichinella spiralis —
rozpoznanie zmienno$ci genetycznej populacji i $ledzenie transmisji pasozyta w
ogniskach wloénicy”, wyrazam poglad, ze Habilitantka legitymuje si¢ bardzo
bogatym dorobkiem badawczym, szczegélnie w ujeciu jakosciowym. Jej
opublikowane rozprawy naukowe wnosza nowe, oryginalne wartosci
poznawcze, szczegdlnie w zakresie rozpoznawania, $ledzenia transmisji i
diagnostyki Trichinella spiralis. Wnosze zatem wniosek do Wysokiej Rady
Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach o przyznanie Pani dr n. wet. Ewy Bilskiej-Zajac
stosownej nagrody, o ile pozwalaja na to stosowne przepisy i regulaminy.

Olsztyn, dn. 8 wrzesnia 2023 roku
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