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,,Badanie mikrobiomu i wiromu rodzimych gatunk6w Culicuides spp."

Uklad redakcyjny ocenianej dysertacji odpowiada wymogom stawianym pracom

naukowym. Liczy ona 152 strony wydruku komputerowego, w tym: streszczenie w jgzyku

polskim i angielskim spis treSci, wykaz skr6t6w, wstgp, cel pracy, materiaLy i metody, wyniki,

dyskusjg, wnioski i bibliografig. Dokumentacja jest bardzo bogata i obejmuje 11 tabel i 44

ryciny umiejgtnie wlqczonych w tekst pracy.

W doktoracie podjgto nowatorski problem badawczy, kt6rym jest wykorzystanie

sekwencjonowania nowej generacji (NGS) do wykrywania patogen6w, kt6rych wektorami s4

much6wki z rodziny kuczmanowatych. Culicuides mogq przenosic wiele patogen6w

chorobotw6rczych dla zwierzqt, przykLadem kt6rych mog4 by6 trp., wirus choroby

niebieskiego jgzyka, czy wirus afrykafrskiego pomoru koni, a takze dla ludzi (wirus

Oropouch). Ponadto samo ich 2erowanie na zwlerzgtach (a takze ludziach) moZe byi

przyczynE dyskomfortu, stresu oraz miejscowych reakcji zapalnychi alergicznych Stawonogi

te potrafi4 przemieszcza(, sig ma znaczne odlegloSci, co powoduje, 2e odgrywaj4 one istotn4

rolg w szerzenru sig chor6b zakaLnych i inwazyjnvch, spoSr6d ktorych czeS6 stanowi istotny

problem ekonomiczny. Wszystko to sprawia, ze istnieje koniecznoSi prowadzenia dokladnego

monitoringu zar6wno szerzenia siE samych kuczman6w na obszarze Polski, jak i czynnik6w

chorobotw6rczych, kt6re mog4 byc przez nie przenoszone.

Lek wet. Kataruyna Krason zastosowala w swoich badaniach sekwencjonowanie

nowej generacji w celu identyfikacji patogen6w przenoszonych przez rodzime gatunku

Culicoides, co pozwolito na lepsze poznanie mikroflory tych stawonog6w. Tego typu badania

s4 istotne, gdy2 umolliwiaj4 prowadzenie stalego nadzoru nad niebezpiecznymi chorobami

ludzi i zwieruqt,jak i aktualizacjg ich sytuacji epizootycznej. Niewielka iloSi podobnych, tak

kompleksolvych, jak przeprowadzone przez Doktorantkg, badah byla przyczynq podjEcia



przez Ni4 tematu badawczego zaprezentowanego w tytule pracy doktorskiej. Decyzjg o

prowadzeniu obserwacji w tym obszarze podjgla Ona ze SwiadomoSci4 trudnoS ci zwi4zanych

z komecznoSci4 przeprowadzenia pracochlonnych analiz wykonanych na duzej grupie

stawonog6w oraz anahzy licznych danych w oparciu o kt6re mo2liwe bgdzie okreSlenie w

precyzyjny spos6b mikrobiomu/wiromu rolnych gatunk6w Culicoides spp. Podjgcie przez

lek. wet. Katarzyng Krason badan dotyczEcych zagadnieh zaprezentowanych w tytule pracy

naleLy uznad za trafne i w pelni uzasadnione zar5wno w aspekcie poznawczym, jak i

praktycznym.

Pracg rczpoczyna, poprzedzony streszczeniem, i spisem tresci

dwudziestooSmiostronicowy wstgp prezentuj4cy: o961n4 charakterystykq Culicoides spp., ich

zasiEg geograftcznego wystgpowania, taksonomig, morfologig, biologig, ich potencjalnych

2ywicieli, kompetencjg i pojemnoSi wektorowE oraz sposoby transmisji rcZnych patogen6w.

Doktorantka wprowadziLatakhe czytelnik6w w zagadmenia metagenomiki, prezentujqc czym

j e st genom, wirom or az pr zedstawraj 4c i stot g b ad afi metag eno miczny ch.

Ta czg(;6 pracy jest bardzo obszerna i moglaby by6 skr6cona np. poprzez skr6cenie

podrozdzial6w poSwigconych taksonomii, biologii, czy morfologii stawonog6w.

Pierwsza czgSi dysertacji wskazuje na bardzo dobr4 znajomoSi ptzez Doktorantkg

badanej tematyki i piSmiennictwa. Jest ona tak napisane,2e uzasadnia celowoSi prowadzenia

badari podjgtych przez lek. wet. Katarzyng Krasori i pozwala na sformulowanie ich

ostatecznego celu, kt6ry logicznte wyplywa z przedstawionego we wstgpie opisu.

Doktorantka postawila sobie do reahzacji trzy cele badawcze tj.: opracowanie i

oplymaltzacja metod wykrywania wirus6w, bakterii, archeon6w, grzybow ipierwotniak6w u

Culicoides spp.; identyfikacjg wirus6w, kt6re mog+ byi przenoszone przez kuczmany;

okreSlenie roh Culicoides w transmisji wirus6w.

W Rozdziale ,,Materialy i Metody",Iicz4cym 19 stron, Autorka opisala uzyte w pracy

matenaLy oraz metodyki badawcze. Do badah wykorzystala pr6bki, przygotowane w ramach

trzech projekt6w dotyczEcych monitoringu zakalenia wirusem Schmallenberg w Polsce.

Owady pulowano w zale1noici od gatunku i postaci gonotroficznej (nulliparous, blood-fed,

parous i gravid). Dodatkowo wykorzystano pule skladaj4ce sig z samc6w kuczman6w.

Mirobiom i wirom analizowano w oparciu o dwa podejScia NGS: metataksonomikg genu 165

i metagenomikg,

Material i metodyka badari zostaly dobrane poprawnie i bardzo precyzyjnie opisane

(zar6wno pochodzenie probek do analiz, technika ekstrakcji DNA i RNA, ultrawirowania,



przygotowanie bibliotek, i ich walidacja). Lakoniczne opisano jedynie sekwencjonowanie, co

powinno zostac uzupelnione w tekScie.

Wyniki badan przedstawiono na 44 stronach, pracy, w kt6re umiejgtnie

wkomponowano ryciny i tabele prezentuj4ce uzyskane przez Doktorantkg rezultaty.

Analiza metataksonomiczna bakteryjnego genu 16SRNA v'rykazala, 2e najczE$ciej

identyfikowanymi drobnoustrojami w organrzmach przebadanych kuczman6w byly:

Acinetobacter, Pseudomonas i Aeromonas. NajwiEksz4 roznorodnoSd bakteryjnego DNA

vr,ykazano w organizmie Culicoides obsoletus/scoticus complex, z reguly nie zaobserwowano

roznic w skladzie gatunkowym bakterii pomigdzy roznymi formami gonotroficznymi

stawonog6w, natomiast osobniki 2enskie charakteryzowaly sig wigksz4 r6ZnorodnoSci4

wykry.tego DNA bakteryjnego niz mgskie. Sekwencjonowanie NGS w pulach zawierzajqcych

rohne gatunki Culicoides Wkazalo obecno66 w nich r6znorodnego mikrobiomu, zwlaszcza

Proteobactertria, Firmicutes r Bacterioidetes.

Ta czgsc pracy, choi starannie przygotowana, powinna w mojej ocenie zostat

przercdagowana. Doktorantkapodzielila wyniki na wiele podrozdzial6w powielaj4c w nich w

wielu miejscach te same informacje (np.w podrozdzialach 4.2.1.1.1 i 4.2.1.2.1). 54 one

rozproszone w wielu miejscach. Powinny zostat zebrane w jeden rczdzial i wystarczyloby

podsumowac caloic jednym zdaniem, odnoSnie tego, ktore bakterie (a raczej ich material

genetyczny), s4 najczgSciej wykrywane u jakich gatunk6w kuczman6w, w jakich formach

gonotroficznych i u przedstawicieli kt6rej plci.

Ta sama uwaga odnosi sig do wiromu, analiz skladu protista i archeon6w. Lek. wet.

Katarzyna Krasori przedstawila wystgpowanie materialu genetycznego. tych patogen6w w

organizmie Culicuides z,,r62nych punkt6w widzenra", co nie zmienia faktu, ze gatunkiem

stawonog6w, w organizmie ktorych najczgSciej je wykrywano byl Culicoides

obsoletus/scoticus complex, a najwigkszq rolnorodnoSci4 ich DNA/RNA charakteryzowaLa

sig forma blood-fed. W odniesieniu do wirus6w, podobnie jak w przypadku bakterii, osobniki

zeriskie cechowaly sig wigksz4 r6znorodnoSci4 wykrytego materialu genetycznego nrL

mgskie, a u badanych osobnik6w najczgSciej wykrywano material genetyczny lentiwirus6w,

mimiwi rus6w i eneterowirus6w.

Anahza metagenomiczna przeprowadzona w kierunku detekcji materialu

genetycznego grzybow, protista i archeon6w vurykazala, 2e w organizmie stawonog6w

najczgSciej stwierdzano DNA grzybow Aspergillus, Candida i Fusarium, protista:

Plasmopduium, Tatraymqna, Trypanosoma oraz archeon6w: Metanosarcina, Termococcus,

Methhanobacterium. Takhe ta czeSc doktoratu potwierdza juz obserwowanq wcze6niej



prawidlowoSc odnoSnie tego, ze samice kuczman6w oraz formg gonotroficzn4 blood-fed

cechuje najwigksza'r62norodnoSd DNA grzyb6w i organizm6w zaliczanych do kr6lestwa

Protistq i archeon6w.

Na koricu rozdzialu ,,Wyniki" Doktorantka raz jeszcze przedstawila zestawienie

uzyskanych rezultat6w badari metagenomicznych. Jest to moim zdaniem zabreg niepotrzebny,

kt6ry powiela jtL wczeSniej opisane wyniki analiz,

W licz4cym 20 stron rozdziale ,,Dyskusja" Doktorantka podkreSlitra, i2

zaprezentowane w pracy badania s4 jednymi z nielicznych pozwalajqcych na przeSledzenie

mikrobioomu/wiromu u Culicoides, a ich wyniki v,rykazaly i2 s4 one bogate i zlohone u tych

stawonog6w. JednoczeSnie udowodnitra, 2e NGS jest przydatnym narzEdziem do prowadzenia

tego typu anahz, a jego wykorzystanie w badaniach przedstawionych w pracy pozwolilo

wykryi w organizmach kuczman6w patogeny istotne dla zwierz4t udomowionych, jak i
dzikich orazludzi

Lek. wet. Katarzyna Krasof potwierdziLa, rL bardzo sprawnie porusza sig w temacie

szeroko pojgtej metagenomiki i jej wykorzystaniu w identyfikacji czynnik6w zakaLnych i

rnwazyjnych. Doktorantka wlaSciwie interpretuje wyniki badari wlasnych i konfrontuje je

umiejgtnie z obserwacjami innych autor6w. Wskazala, co moze byt przyczyn4rozbreilnoSci w

skladzie mikrobiomu u: poszczeg6lnych gatunk6w Culicoides spp, ich form gonotroficznych

oraz samc6w i samic. Zasugerowala takle w kt6rym kierunku powinny zmierzac dalsze

badania aby m6c potwierdzil z calq pewnoSci4 kompetencje kuczman6w jako wektor6w

wykrytych w ich organizmie patogen6w.

Praca zakohczona jest aL dziewigcioma wnioskami. Pierwsze szeSd nie s4 faktycznymi

wnioskami, a jedynie stwierdzeniami jakie analizy zostaly wykonane w ramach doktoratu.

Wnioski powinny prezentowa6 efekty ptzeprowadzonych badah, kt6re maj4 wptryw na

rozw6j w tym przypadku nauk weterynaryjnych. WtraSciwe wnioski to w moim odczuciu te

przedstawione w punkcie g-i, pozostale sugerowalby usun4i z tekstu doktoratu

Wykaz piSmiennictwa jest bogaty i Swiadczy o zdolnoSci doboru wlaSciwych

material6w 2r6dlowych do analizy wynik6w i dyskusji w ramach tematyki bgd4cej

przedmiotem badari.

Reasumuj4c stwierdzam) ze przedstawione w pracy zagadnienia stanowi4 wazne

uzupelnienie dotychczasowej wiedzy dotycz1cej mikrobiomu i wiromu rodzimych gatunk6w

Culicoides spp.

Praca zawtera elementy nowatorskie, zoslala wykonana metodycznie poprawnie.

Doktorantkawlo?yl wiele wysilku w przeprowadzenre badari i analizE uzyskanych wynik6w.



Rezultaty badah maj1 duhe znaczenie poznawcze zarowno dlalekarzy weterynarii biologow,

jak i lekarzy medycyny czlowieka,

Nieznaczne uwagi Wytyczne przedstawione w treSci recenzjt pracy maj4 w wigkszoSci

charakter porz4dkowy i nie wplywaj4 na pozytywn4 oceng rozprawy. Doktorantka wlo?yla

wiele pracy w wykonanie doSi trudnych badan, vrrywi1zujqc sig w pelni z zadan okreSlonych

w celach badawczych.

W konkluzji stwierdzam, ze praca doktorska pt.: "Badanie mikrobiomu i wiromu

rodzimych gatunk6w Culicoides spp." odpowiada warunkom okreSlonym Ustawie z dnia20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 t. poz. 571 z p62n. zn,),

dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej PIW-et-PIB w Pulawach wniosek o

dopuszczenie lek. wet. Katarzyny Krasofr do dalszych etap6w przewodu doktorskiego oraz

wnioskujg o wyr6znienie ocenianej rozprawy doktorskiej stosowan4 nagrod4.


