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Warszawa, dnia 18 czerwca 2025 r.

Dr hab. Anna Maria Pyziel, prof. SGGW

Katedra Higieny Zywnos$ci i Ochrony Zdrowia Publicznego
Instytut Medycyny Weterynaryjnej

Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Prof. dr hab. Andrzej Koncicki

Przewodniczacy Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego w
Putawach

Recenzja rozprawy doktorskiej lek. wet. Katarzyny Krason pt. ,,Badanie mikrobiomu i
wiromu rodzimych gatunkéw Culicoides spp.”

wykonanej w Zakladzie Wirusologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego -
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach

pod kierunkiem prof. dr hab. Magdaleny Larskiej oraz opieka promotora pomocniczego
dr Wojciecha Rozka

Zgodnie z uchwatg Nr 12/PIWet-PIB/2025 z dnia 24 kwietnia 2025 r. Rady Naukowej
PIWet-PIB oraz w oparciu o Ustawe z dnia 20.07.2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2024, poz. 1571) dokonatam recenzji pracy doktorskiej lek. wet. Katarzyny
Krason pt.: ,,Badanie mikrobiomu i wiromu rodzimych gatunkéw Culicoides spp.”.

Oceniang rozprawe doktorska stanowi monografia naukowa napisana przez
Doktorantke w 2024 r., dotyczaca wykrywani patogenéw przenoszonych przez muchowki z
rodziny kuczmanowatych.

Z}ozona do oceny rozprawa doktorska liczy 152 strony i sktada si¢ z 7 rozdzialéw. Uklad
redakcyjny ocenianej dysertacji spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim.
Rozpoczyna jg strona tytutowa, podzigkowania i o§wiadczenia Promotora i Autora rozprawy.
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim mozna znalez¢ na str. 7-10.
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Spis tresci rozprawy umieszczono na str. 11-13.

Skréty uzyte w tresci rozprawy wykazano na str. 15.

Na str. 17-44 mozna znalezé Wstep (rozdz. 1), ktory zostal podzielony na 5 podrozdziatow
dotyczacych ogdblnej charakterystyki Culicoides spp., kompetencji i pojemnosci wektorowej
owadow, drég i cykli transmisji wirusOw przenoszonych przez stawonogi, czynnikéw
chorobotwoérczych przenoszonych przez Culicoides spp. oraz zasad analizy genetycznej
materialu biologicznego pobranego bezposrednio z probki srodowiskowej (metagenomika).
Cel pracy (rozdz. 2) przedstawiono na str. 45. Kolejno na str. 47-65 opisano Materialy i metody
(rozdz. 3) wyodrebniajgc 6 podrozdziatéw dotyczacych materiatu badawczego, przygotowania
probek do analizy mikrobiomu bakteryjnego, przygotowania probek do analizy
mikrobiomu/wiromu, analizy metataksonomicznej genu 16S, analizy metagenomicznej i
wyposazenia zastosowanego do badan.

Wyniki badan (rozdz. 4) opisano na str. 67-110, wyodrebniajac 2 podrozdzialy dotyczace
stezenia DNA/RNA i wspdlczynnikow czystosci oraz analizy metataksonomicznej 1
metagenomicznej bakteryjnego genu 168S.

Na str. 111-130 rozprawy przestawiono Dyskusje nad uzyskanymi wynikami (rozdz. 5) w
kontekscie doniesien innych autorow.

Kolejno na str. 131 przedstawiono 9 wnioskéw ptynacych z pracy (rozdz. 6).

Na str. 133-152 wymieniono 334 pozycje pismiennictwa (rozdz. 7).

Problem naukowy, jeco sformulowanie i aktualnosé podietego zagadnienia naukowego

Muchéwki z rodzaju Culicoides z rodziny  kuczmanowatych s3 jednymi z
najmniejszych owaddéw krwiopijnych na swiecie. Owady te cechuje szeroki zasi¢g
geograficzny, jednak najwiecej danych na ich temat pochodzi z Azji, Afryki i Ameryki
Potudniowej, gdzie od wickdw poznane sg jako wektory patogenéow endemicznych.
Aktywnosci tych owadéw sprzyja wysoka wilgotnos¢ i temperatura powietrza 18-29°C, stad
ich najwieksza aktywnos$¢ notuje si¢ w strefach klimatu tropikalnego i subtropikalnego. Z
réznych gatunkéw muchowek z rodzaju Culicoides wyizolowano ponad 70 arbowiruséw
nalezacych do rodzin Rhabdoviridae, Bunyaviridae i Reiviridae. Nalezg do nich migdzy innymi
wirusy z rodzaju Orbivirus, takie jak wirus afrykanskiego pomoru koni (AHSV), wirus choroby
krwotocznej zwierzyny ptowej (EHDV), wirus choroby niebieskiego jezyka (BTV), czy wirus
Ibaraki (IBAV), bedacy czynnikiem etiologicznym choroby przypominajacej BT. Oprécz tego
muchoéwki z rodzaju Culicoides sa odpowiedzialne za przenoszenie wiruséw z rodzaju
Orthobunavirus takich jak wirus Schmallenberg (SBV) czy wirus Akabane, ktore sg wirusami
chorobotworczymi dla przezuwaczy. Innym przyktadem jest wirus choroby guzowatej skory
bydta (LSDV) z rodzaju Capripoxvirus. Nie mozna poming¢ znaczenia tych owadow w
transmisji wiruséw ludzi, ktérych przykladem jest wirus gorgczki krwotocznej krymsko-
kongijskiej (CCHFV), wirus Oropouche (OROV), powodujacy druga po goraczce denga
najczestsza chorobe arbowirusowsg obszaru brazylijskiej Amazonii, czy wirus goraczki doliny
Rift (RVFV), zagrazajacy ludziom, owcom i bydlu w Afryce. Oprécz arbowirusow
wspomniane muchéwki mogg odgrywac role wektora choréb pasozytniczych ludzi i zwierzat.
Przykladem s pierwotniacze pasozyty krwi z rodzaju Haemoproteus 1 Leucocytozoon
wystepujace u ptakoéw, czy tropikalne filariozy ludzi i zwierzat powodowane przez nicienie z

2



L1816
L

& <

- F -
e = ~
SZKOLA GLOWNA GOSPODARSTWA WIEJSKIEGO : - - :
W WARSZAWIE 't‘ S‘ "3 ‘ﬁ’\'
Instytut Medycyny Weterynaryjnej =) 4
Katedra Higieny Zywnosci i Ochreny Zdrowia Publicznego Y GGW e

rodzaju Onchocerca czy Mansonella. Nalezy pamigtaé, ze jedynie samice Culicoides spp.
zeruja na zywicielach pobierajac ich krew. Tg droga moze dochodzi¢ do zakazenia zaréwno
zywiciela, jak i owada. W miejscu zerowania Culicoides spp. na skérze zywiciela moga pojawic
si¢ objawy dermatologiczne w postaci §wigdu i zapalenia skory, co notowane jest nierzadko u
koni. Co ciekawe wykazano, ze u muchowek z rodzaju Culicoides mozliwa jest transowarialna
transmisja arbowiruséw, o czym s$wiadczy ich obecno$¢ w owadach ktore nie pobieraly
dotychczas krwi zywiciela. W ostatnich latach obserwowane jest zjawisko rozszerzania zasiggu
wielu patogenow 1 ich wektoréw w kierunku pélnocnym. Za to zjawisko odpowiadajg zmiany
$rodowiskowe spowodowane dzialalnoscia czlowieka oraz zmiany klimatyczne. W
konsekwencji dotychczas obce dla danej strefy klimatycznej zagrozenia biologiczne pojawiaja
sie¢ w nowych szeroko$ciach geograficznych. Przykladem sg uwazane do niedawna za
egzotyczne dla Europy centralnej i wschodniej arbowirusy przenoszone przez Culicoides spp.,
takie jak wirus choroby niebieskiego jezyka (BTV), czy wirus Schmallenberg (SBV).
Wektory mogg przenosi¢ bakterie, wirusy, pierwotniaki c¢zy pasozytnicze nicienie miedzy
zwierz¢tami wolno zyjacymi a udomowionymi, czy w koncu migdzy zwierzetami i ludzmi,
stajac si¢ zrodtem zakazenia/zarazenia patogenami o znaczeniu zoonotycznym. Wspomniane
zagadnienie wpisuje si¢ w koncepcje ,,Jedno Zdrowie” (One Health), ktora odnosi si¢ do
ochrony zdrowia czlowieka przy wspétdzialaniu ochrony zdrowia zwierzat i uwzglednieniu
wplywu $rodowiska naturalnego na zdrowie ludzi i zwierzat.

Zwazywszy na powyzsze, wybor tematu rozprawy uwazam za bardzo dobrze
przemys$lany i trafny. Doktorantka zauwazyta luke badawcza w zakresie znaczenia Culicoides
spp. w potencjalnym przenoszeniu czynnikéw zakaznych ludzi i zwierzat w naszej szerokosci
geograficznej i z sukcesem jg wykorzystata podczas projektowania badan i realizacji pracy
doktorskiej. Doktorantka wyodrebnita trzy cele badawcze rozprawy.

Pierwszy z postawionych celéw badawczych dotyczy opracowania i optymalizacji
metod wykrywania wiruséw, bakterii, archeonéw, grzybow i protista u Culicoides spp. z
wykorzystaniem metagenomiki i metataksonomiki.

Drugi cel badawczy dotyczy identyfikacji znanych, endemicznych lub nowo
pojawiajgcych si¢ wirusow, ktore moga by¢ przenoszone przez kuczmany.

Trzeci cel badawczy dotyczy okreslenia roli Culicoides spp. w przenoszeniu wirusa.
Wymienione cele badawcze uwazam za stuszne obrane, ze wzgledu na:

e aktualnos$¢ przedstawionej tematyki w zwigzku ze wzrostem znaczenia Culicoides spp.
w przenoszeniu czynnikéw etiologicznych groznych choréb. Przyktadem jest choroba
niebieskiego jezyka (BT), ktérej liczba ognisk w Europie zachodniej znaczaco wzrosta
w ubieglym roku, a w listopadzie 2024 r. zarejestrowano pierwsze ognisko BT w
Polsce;

e skagpe dane literaturowe na temat znaczenia muchowek z rodzaju Culicoides w
przenoszeniu patogenéw takich jak bakterie, wirusy, pierwotniaki i grzyby;
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¢ skape dane literaturowe na temat sktadu mikrobiomu najpowszechniej wystepujacych
gatunkéw z rodzaju Culicoides w Polsce wraz z podzialem na rdézne formy
gonotroficzne tych owaddéw;

e potrzeb¢ opracowania niezawodnych, powtarzalnych metod identyfikacji
chorobotworczych patogendéw ludzi 1 zwierzat w wektorach owadzich, co moze
przyczyni¢ si¢ do usprawnienia monitoringu epidemiologicznego na danym terenie, a
tym samym szybkiego wykrycia nowych zagrozen biologicznych.

Tytut rozprawy doktorskiej w pelni odzwierciedla tematyke pracy, jest zwiezly i tresciwy.

Ocena znajomosci literatury dotyczacej problematvki badan

Nalezy uznaé, ze Doktorantka w pelni prawidlowo wykorzystala bogate Zzrédla
pismiennictwa, obejmujgce 334 pozycje, datowane na lata 1713-2023. Lek. wet. Katarzyna
Krason wykazala sie znajomos$cig najnowszej literatury z badanego zakresu tematycznego, o
czym $wiadczy fakt, ze az 209 cytowanych w rozprawie publikacji (62%) ukazato si¢ po 2010 1.

Poprawnosé i orveinalnosé metodyvezna oraz zakres rozwiqzania zagadnienia naukowego

Badania naukowe zostaly zaprojektowane i przeprowadzone przez Doktorantkg w
prawidtowy sposob, zgodnie z obowiazujacymi standardami dla kazdej z wybranych procedur.
Doktorantka wykazata si¢ wiedza metodyczng na kazdym etapie badan, jak réwniez
umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia prac badawczych. Nalezy podkreslié, ze lek. wet.
Katarzyna Krason udowodnita, ze sprawnie postuguje si¢ nowoczesnymi metodami biologii
molekularnej, ktére sg oparte na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS). Umiejetnosé
wykorzystania nowoczesnych narzedzi badawczych zgodnie z trendami nauki $wiatowej,
gwarantuje Autorce mozliwos¢ opublikowania wynikow rozprawy w wysoko indeksowanych
czasopismach naukowych, ulatwia takze uzyskanie finansowania projektow badawczych w
przysziosci.

Doktorantka dokonata optymalizacji metod opartych na NGS do wykrywania wiruséw,
bakterii, archeonow, grzybow i protista u muchéwek z rodzaju Culicoides. Ma to znaczenie
poznawcze i praktyczne, ktore przektada si¢ na rozwdj nauk medycznych, weterynaryjnych i
biologicznych. Zaproponowane narzedzia badawcze znajdujg zastosowanie w ocenie
epidemiologii patogendéw transmitowanych przez krwiopijne wektory. Przykiadem jest
wykrycie w badanym materiale sekwencji DNA homologicznych do bakterii z rodzaju
Rickettsia, Yersinia, Chlamydia, Pseudomonas 1 Escherichia, czy pasozytniczych
pierwotniakéw takich jak Plasmosium sp., Leishmania sp. i Babesia sp. oraz grzybdw z rodzaju
Aspergillus 1 drozdzakow Candida sp. Nie stwierdzono obecnosci materialu genetycznego
potencjalnie patogennych wiruséw zwierzat, wykryto jednak sekwencje homologiczne do RNA
rodzaju Rotavirus czy Hepacivirus, do ktorych naleza wirusy powodujace takie choroby
czlowieka jak tzw. grypa zotadkowa, czy zapalenie watroby typu C. Oprocz tego otrzymane
przez Doktorantke wyniki wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania zaproponowanych narzedzi
badawczych do oceny sktadu mikroorganizmoéw endosymbiotycznych Culicoides spp., co moze
postuzy¢ do poznania ich znaczenia w biologii i fizjologii tych owadéw. Szereg stwierdzonych
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w ramach badan endosymbiontéw odgrywa rolg w trawieniu skladnikéw pokarmowych na
réznych etapach zycia owada, a nawet wplywa hamujaco na rozwdj zakazen innymi
patogenami, przyktadem jest hamowanie replikacji wiruséw. Badania w kierunku skladu
mikrobiomu kuczmandéw moga przektada¢ si¢ na strategie ekologicznej walki z tymi owadami
poprzez zaburzenia funkcjonowania pewnych proceséw fizjologicznych w organizmie owada
wynikajace z modyfikacji sktadu mikroorganizméw endosymbiotycznych.

Przeprowadzone prze Doktorantke badania wykazaly przydatnos¢ metodyki opartej na
sekwencjonowaniu nowej generacji do badan mikrobiomu i wiromu muchéwek z rodzaju
Culicoides. W wyniku ich przeprowadzenia udowodniono réznice w skladzie spolecznosci
mikroorganizméw w zaleznosci od gatunku owada, jego plci i formy gonotroficzne;j.
Dodatkowo w  wyniku przeprowadzonych analiz wykryto 12%  dotychczas
niesklasyfikowanych wiruséw zwigzanych z Culicoides spp., co poszerza wiedz¢ i otwiera
drzwi do dalszych badan.

Niniejsza rozprawa doktorska wnosi wklad w badania eko-epidemiologiczne, ktdre
przyczyniajg si¢ do opracowania strategii zwalczania chorob przenoszonych przez wektory.
Przedstawione wyniki s3 jak dotychczas najbardziej kompleksowym Zrédiem wiedzy na temat
spotecznosci réznych grup mikroorganizméw muchowek z rodzaju Culicoides.

Przvdatnosé uzvskanych wynikow w praktvce

Przedstawiona przez Doktorantk¢ metodyka badawcza moze zostaé wykorzystana do
nadzoru nad patogenami o znaczeniu medycznym i weterynaryjnym, w tym wiruséw. Jest to
problem szczegdlnie aktualny obecnie i w przyszlosci. Nalezy si¢ bowiem liczy¢ z tym, ze
postepujace ocieplenie klimatu wraz z poszerzajacym sie¢ zasiggiem wektoréw moze
spowodowaé pojawienie si¢ kolejnych, nowych patogennych arbowiruséw na terenie Polski.
Metagenomika oparta na badaniu wektoréw owadzich moze zapewni¢ nowatorskie podejscie
do nadzoru w zakresie wykrywania i monitorowania patogendéw przed wybuchem choroby i
przysziymi epidemiami. To podejscie umozliwia stworzenie bazy danych przydatne] w
dystrybucji wiruséw, analizie wektoro6w i opracowaniu oceny ryzyka dla pojawiajacych sig
choréb zakaznych.

Dodatkowo, uzyskane wyniki uprawniajg do wyciggniecia wniosku, ze do badan
monitorujgcych wystepowanie/rozprzestrzenianie patogendw przenoszonych przez krwiopijne
owady na danym terenie mozna zarekomendowaé wykorzystanie opitych krwig zywiciela
samic Culicoides obsoletus/scoticus complex.

Uwagi polemiczne i dyvskusja

Rozprawa rzuca nowe $wiatlo na mozliwosé rozwigzanie ciekawego poznawczo i
waznego praktycznie problemu naukowego, jakim jest wykorzystanie metody
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) w celu wykrycia patogenow ludzi i zwierzat w
wektorze owadzim.
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Chociaz bardzo wysoko oceniam warto$¢ naukowa przedstawionej do recenzji

rozprawy, niemniej z obowigzku recenzenta i ciekawosci naukowej, chciatabym prosi¢ o
Doktorantke¢ o ustosunkowanie si¢ do kilku kwestii.

Doktorantka kilkakrotnie uzyla nieprawidlowo terminu ,,gospodarz” zamiast terminu
»Zywiciel” w odniesieniu do organizmoéw ktérych krwig odzywiajg si¢ kuczmany. W
tym kontekscie samice Culicoides spp. nalezy traktowac jako pasozyty zewnetrzne. Stad
stosowne byloby uzycie terminologii parazytologicznej. Wedlug Stownika
Parazytologicznego pod red. J. Zlotorzyckiej z 1998 r., wydanego nakladem PTP:
,»Gospodarz (host) termin stosowany w odniesieniu do organizméw, w ktérych lub na
ktorych osiedlaja si¢ organizmy symbiotyczne, a nie pasozyty. Nie nalezy go uzywaé
jako synonimu pojecia zywiciel. To rozroéznienie nie wystgpuje w terminologii
angielskiej”.

W tekscie monografii kilkakrotnie pojawia si¢ wyrazenie ,,rodzaj Culicoides spp.” Po
podaniu kategorii systematycznej ,,rodzaj” a nast¢pnie jego nazwy nie stosuje si¢ zapisu
»Sp./spp.”

Kategori¢ systematyczng w randze rodziny i wyzsza zapisujemy pismem prostym, a nie
kursywa. Zapis nalezaltby ujednolici¢ i poprawi¢ w tekscie calej monografii.

Na str. 25 w obrebie ryciny 3 przedstawiajagcej cykl zyciowy Culicoides spp. widnieje
sformutowanie ,,pobranie positku z krwi”. Proponuj¢ jego zmiane¢ na ,,pobranie krwi
zywiciela”.

Gatunek Culicoides achrayi, jako gatunek lesny analizowanych muchowek stanowi
ciekawy materiat do badan poréwnawczych, stgd moje pytanie o powody niewlaczenia
tego gatunku do analizy metataksonomicznej bakteryjnego genu 16S.

Dlaczego w przypadku niektoérych ,partii” owaddéw nie zachowano podzialu na
konkretne formy gonotroficzne badanych gatunkéw muchdwek?

W czesei Dyskusja (rozdz. 5) znajdujg si¢ pewne wazne wnioski, ktoére nie zostaly
przedstawione w rozdziale 6. Przyklady: ,,...analiza metagenomiczna jest o wiele
bardziej wydajnym podejSciem niz metataksonomika genu 16S”, .,...obecnos¢
patogenéw w formie nulliparous i samcach, moze $wiadczy¢, ze niektore patogeny
moga przenosié si¢ transowarialnie”.

W rozdziale 6 punkty od ,,a” do ,,f” uwazam za wyniki, natomiast punkty ,,g” oraz ,,i”
stanowig prawidlowo sformulowane wnioski. Punkt ,,h” nalezaloby zmodyfikowac,
rozpoczynajagc go od stéw: ,Najwigeksza réznorodno$é mikroorganizméw
wystepuje....”

Wedtug mnie brakuje wniosku, ze badania monitorujgce udzial w §rodowisku réznych
czynnikdw chorobotwdrczych przenoszonych przez krwiopijne wektory mozna
ograniczy¢ do badan mikrobiomu samic Culicoides obsoletus/scoticus complex w
formie ,,opitej krwig” zywiciela.

Moim zdaniem brakuje rowniez wniosku, ze gatunki synantropijne muchéwek
posiadajg bogatszy sklad mikrobiomu, w ktérym przewaza komponent bakteryjny, w
odréznieniu od skromnego sktadu mikrobiomu gatunku sylwatycznego, w ktérym
dominuje komponent grzybiczy.
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e Jestem ciekawa jak wyniki otrzymane przez Doktorantke¢ koresponduja z wynikami
poprzednich badann dotyczacych monitoringu zakazenia wirusem Schmallenberg w
Polsce? Czy poprzednio wykonane badania pozwolily na wykrycie wirusa
Schmallenberg w tym samym materiale? Pytam w kontekscie wyciagnigcia wniosku
odnosnie skutecznos$ci réznych metod molekularnych w wykrywaniu tego wirusa w
muchéwkach.

e Brak numeracji pozycji pismiennictwa (rozdz. 7) utrudnia analizg tej cz¢sci rozprawy.

Whniosek koficowy

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki
okre$lone w art. 187.1. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym 1 nauce
(Dz. U. 2024 poz. 1571). Stanowi ona wyjatkowo cenne, oryginalne osiggni¢cie naukowe lek.
wet. Katarzyny Krason, wskazujac na ogoélna wiedze teoretyczng Doktorantki, a takze Jej

umiejetnos$é samodzielnego prowadzenia pracy badawcze;.

W zwigzku z powyzszym przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o
dopuszczenia Pani lek. wet. Katarzyny Krason do dalszych etapéw postepowania w przewodzie

doktorskim.

Jednoczesnie zgtaszam wniosek o wyroéznienie powyzszej rozprawy doktorskiej ze

wzgledu na jej nowatorski i aplikacyjny charakter.

w N

Dr hab. Anna Pyziel, prof. SGGW



