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Recenzja rozprawy doktorskiej

lek. wet. Katarzyny Krason

»Badanie mikrobiomu i wiromu rodzimych gatunkéw Culicuides spp.”

Uklad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom
naukowym. Liczy ona 152 strony wydruku komputerowego, w tym: streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim spis tresci, wykaz skrotow, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, wnioski i bibliografie. Dokumentacja jest bardzo bogata 1 obejmuje 11 tabel i 44
ryciny umiejetnie wlaczonych w tekst pracy.

W doktoracie podjeto nowatorski problem badawczy, ktérym jest wykorzystanie
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) do wykrywania patogendw, ktorych wektorami sg
muchowki z rodziny kuczmanowatych. Culicuides mogg przenosi¢c wiele patogendw
chorobotworczych dla zwierzat, przykltadem ktorych moga byé np., wirus choroby
niebieskiego jezyka, czy wirus afrykanskiego pomoru koni, a takze dla ludzi (wirus
Oropouch). Ponadto samo ich zerowanie na zwierzetach (a takze ludziach) moze byé
przyczyng dyskomfortu, stresu oraz miejscowych reakcji zapalnych i alergicznych Stawonogi
te potrafig przemieszczaé si¢ ma znaczne odlegtosci, co powoduje, ze odgrywaja one istotng
role w szerzeniu si¢ chordb zakaznych i inwazyjnych, sposrod ktérych cze$é stanowi istotny
problem ekonomiczny. Wszystko to sprawia, ze istnieje konieczno$¢ prowadzenia doktadnego
monitoringu zaréwno szerzenia si¢ samych kuczmanow na obszarze Polski, jak i czynnikdw
chorobotworczych, ktére mogg by¢ przez nie przenoszone.

Lek wet. Katarzyna Krason zastosowala w swoich badaniach sekwencjonowanie
nowej generacji w celu identyfikacji patogendéw przenoszonych przez rodzime gatunku
Culicoides, co pozwolito na lepsze poznanie mikroflory tych stawonogéw. Tego typu badania
sg istotne, gdyz umozliwiaja prowadzenie statego nadzoru nad niebezpiecznymi chorobami
ludzi i zwierzat, jak i aktualizacje ich sytuacji epizootycznej. Niewielka ilo$¢ podobnych, tak

kompleksowych, jak przeprowadzone przez Doktorantke, badan byla przyczyna podjecia



przez Nig tematu badawczego zaprezentowanego w tytule pracy doktorskiej. Decyzje o
prowadzeniu obserwacji w tym obszarze podjeta Ona ze $wiadomoseig trudnosci zwigzanych
z koniecznosciag przeprowadzenia pracochtonnych analiz wykonanych na duzej grupie
stawonogdw oraz analizy licznych danych w oparciu o ktére mozliwe bedzie okreslenie w
precyzyjny sposob mikrobiomu/wiromu réznych gatunkéw Culicoides spp. Podjecie przez
lek. wet. Katarzyne Krason badan dotyczacych zagadnien zaprezentowanych w tytule pracy
nalezy uzna¢ za trafne i w pelni uzasadnione zar6wno w aspekcie poznawczym, jak i
praktycznym.

Prace rozpoczyna, poprzedzony streszczeniem, i spisem tresci
dwudziestoo$miostronicowy wstep prezentujacy: ogdlna charakterystyke Culicoides spp., ich
zasigg geograficznego wystgpowania, taksonomig, morfologie, biologig, ich potencjalnych
zywicieli, kompetencje i pojemnos¢ wektorowg oraz sposoby transmisji réznych patogendw.
Doktorantka wprowadzila takze czytelnikow w zagadnienia metagenomiki, prezentujac czym
jest genom, wirom oraz przedstawiajac istot¢ badan metagenomicznych.

Ta czes¢ pracy jest bardzo obszerna i moglaby byé¢ skrécona np. poprzez skrdcenie
podrozdziatéw poswigconych taksonomii, biologii, czy morfologii stawonogdw.

Pierwsza czes$¢ dysertacji wskazuje na bardzo dobra znajomos$é przez Doktorantke
badanej tematyki i pismiennictwa. Jest ona tak napisane, ze uzasadnia celowo$¢ prowadzenia
badan podjetych przez lek. wet. Katarzyng Krason i pozwala na sformulowanie ich
ostatecznego celu, ktdry logicznie wypltywa z przedstawionego we wstepie opisu.

Doktorantka postawita sobie do realizacji trzy cele badawcze tj.: opracowanie i
optymalizacja metod wykrywania wiruséw, bakterii, archeondéw, grzybow i pierwotniakéw u
Culicoides spp.; identyfikacje wirusow, ktére moga by¢ przenoszone przez kuczmany;
okreslenie roli Culicoides w transmisji wirusow.

W Rozdziale ,,Materiaty i Metody”, liczacym 19 stron, Autorka opisata uzyte w pracy
materiaty oraz metodyki badawcze. Do badan wykorzystata prébki, przygotowane w ramach
trzech projektow dotyczacych monitoringu zakazenia wirusem Schmallenberg w Polsce.
Owady pulowano w zaleznosci od gatunku i postaci gonotroficznej (nulliparous, blood-fed,
parous i gravid). Dodatkowo wykorzystano pule sktadajace si¢ z samcdéw kuczmanow.
Mirobiom 1 wirom analizowano w oparciu o dwa podejscia NGS: metataksonomike genu 16S
i metagenomike.

Material i metodyka badan zostaty dobrane poprawnie i bardzo precyzyjnie opisane

(zar6wno pochodzenie probek do analiz, technika ekstrakcji DNA i RNA, ultrawirowania,
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przygotowanie bibliotek, i ich walidacja). Lakoniczne opisano jedynie sekwencjonowanie, co
powinno zosta¢ uzupetnione w tekscie.

Wyniki badan przedstawiono na 44 stronach, pracy, w ktore umiejetnie
wkomponowano ryciny i tabele prezentujace uzyskane przez Doktorantke rezultaty.

Analiza metataksonomiczna bakteryjnego genu 16SRNA wykazata, ze najczesciej
identyfikowanymi drobnoustrojami w organizmach przebadanych kuczmandéw byly:
Acinetobacter, Pseudomonas i Aeromonas. Najwicksza roznorodno$é bakteryjnego DNA
wykazano w organizmic Culicoides obsoletus/scoticus complex, z reguly nie zaobserwowano
réznic w skladzie gatunkowym bakterii pomigdzy réznymi formami gonotroficznymi
stawonogow, natomiast osobniki zenskie charakteryzowaty si¢ wigksza rdznorodnoscia
wykrytego DNA bakteryjnego niz meskie. Sekwencjonowanie NGS w pulach zawierzajacych
rozne gatunki Culicoides wykazato obecnos$é w nich réznorodnego mikrobiomu, zwlaszcza
Proteobactertria, Firmicutes 1 Bacterioidetes.

Ta cze$¢ pracy, cho¢ starannic przygotowana, powinna w mojej ocenie zostaé
przeredagowana. Doktorantka podzielita wyniki na wiele podrozdziatow powielajac w nich w
wielu miejscach te same informacje (np. w podrozdziatach 4.2.1.1.1 1 4.2.1.2.1). Sg one
rozproszone w wielu miejscach. Powinny zosta¢ zebrane w jeden rozdzial i wystarczyloby
podsumowaé cato$¢ jednym zdaniem, odnosnie tego, ktore bakterie (a raczej ich materiat
genetyczny), sg najczesciej wykrywane u jakich gatunkéw kuczmanodw, w jakich formach
gonotroficznych i u przedstawicieli ktorej plei.

Ta sama uwaga odnosi si¢ do wiromu, analiz sktadu protista i archeonow. Lek. wet.
Katarzyna Krason przedstawita wystepowanie materiatu genetycznego tych patogenow w
organizmie Culicuides z ,;réznych punktéw widzenia”, co nie zmienia faktu, ze gatunkiem
stawonogow, w organizmie ktorych najczgsciej je wykrywano byl Culicoides
obsoletus/scoticus complex, a najwickszg réznorodnoscig ich DNA/RNA charakteryzowata
si¢ forma blood-fed. W odniesieniu do wirusow, podobnie jak w przypadku bakterii, osobniki
zenskie cechowaly sie wigkszg réznorodnoscia wykrytego materiatu genetycznego niz
mgskie, a u badanych osobnikdéw najcze¢sciej wykrywano material genetyczny lentiwirusow,
mimiwiruséw i eneterowirusow.

Analiza metagenomiczna przeprowadzona w  kierunku detekcji materiatu
genetycznego grzybow, protista i archeonow wykazata, ze w organizmie stawonogéw
najczgscie] stwierdzano DNA  grzybow Aspergillus, Candida i Fusarium, protista:
Plasmopduium, Tatraymana, Trypanosoma oraz archeondw: Metanosarcina, Termococcus,

Methhanobacterium. Takze ta cze$¢ doktoratu potwierdza juz obserwowang weczesniej
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prawidlowos¢ odnosnie tego, ze samice kuczmandéw oraz forme gonotroficzng blood-fed
cechuje najwigksza réznorodno$¢ DNA grzybow i organizmow zaliczanych do krélestwa
Protista 1 archeondéw,

Na koncu rozdzialun ,,Wyniki” Doktorantka raz jeszcze przedstawila zestawienie
uzyskanych rezultatéw badan metagenomicznych. Jest to moim zdaniem zabieg niepotrzebny,
ktory powiela juz wczesniej opisane wyniki analiz.

W liczacym 20 stron rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka podkreslita, iz
zaprezentowane w pracy badania sg jednymi z nielicznych pozwalajgcych na przesledzenie
mikrobioomu/wiromu u Culicoides, a ich wyniki wykazaly iz sa one bogate i ztozone u tych
stawonogdw. Jednoczesnie udowodnita, ze NGS jest przydatnym narzedziem do prowadzenia
tego typu analiz, a jego wykorzystanie w badaniach przedstawionych w pracy pozwolito
wykry¢é w organizmach kuczmanéw patogeny istotne dla zwierzat udomowionych, jak i
dzikich oraz ludzi

Lek. wet. Katarzyna Krason potwierdzita, iz bardzo sprawnie porusza sie w temacie
inwazyjnych. Doktorantka wiasciwie interpretuje wyniki badan wiasnych i konfrontuje je
umiejetnie z obserwacjami innych autoréw. Wskazata, co moze by¢ przyczyna rozbieznosci w
sktadzie mikrobiomu u: poszczegdlnych gatunkéw Culicoides spp, ich form gonotroficznych
oraz samcOw 1 samic. Zasugerowala takze w ktérym kierunku powinny zmierzaé dalsze
badania aby moc potwierdzi¢ z cala pewnoscig kompetencje kuczmandw jako wektorow
wykrytych w ich organizmie patogenow.

Praca zakonczona jest az dziewigcioma wnioskami. Pierwsze sze$¢ nie sg faktycznymi
wnioskami, a jedynie stwierdzeniami jakie analizy zostaly wykonane w ramach doktoratu.
Whnioski powinny prezentowaé efekty przeprowadzonych badan, ktére maja wpltyw na
rozw6] w tym przypadku nauk weterynaryjnych. Wtasciwe wnioski to w moim odczuciu te
przedstawione w punkcie g-i, pozostate sugerowalby usuna¢ z tekstu doktoratu

Wykaz pismiennictwa jest bogaty i $wiadezy o zdolnosci doboru wilasciwych
materiatéw zrodtowych do analizy wynikéw i dyskusji w ramach tematyki bedacej
przedmiotem badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowig wazne
uzupelnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej mikrobiomu i wiromu rodzimych gatunkéw
Culicoides spp.

Praca zawiera elementy nowatorskie, zostala wykonana metodycznie poprawnie.

Doktorantka wtozyt wiele wysitku w przeprowadzenie badan i analize uzyskanych wynikow.
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Rezultaty badan maja duze znaczenie poznawcze zardwno dla lekarzy weterynarii biologow,
jak i lekarzy medycyny czlowieka.

Nieznaczne uwagi krytyczne przedstawione w tresci recenzji pracy majg w wigkszosci
charakter porzadkowy i nie wptywaja na pozytywna ocen¢ rozprawy. Doktorantka wlozyla
wiele pracy w wykonanie dos¢ trudnych badan, wywiazujgc si¢ w petni z zadan okreslonych

w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: "Badanie mikrobiomu i wiromu
rodzimych gatunkow Culicoides spp.” odpowiada warunkom okreslonym Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 571 z p6zn. zm,),
dlatego przedkltadam Wysokiej Radzie Naukowej PIW-et-PIB w Putawach wniosek o
dopuszczenie lek. wet. Katarzyny Krason do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz

whnioskuj¢ o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej stosowanag nagroda.
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