Streszczenie

Rozprawa doktorska obejmuje wykorzystanie metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
do wykrywania patogenow, w tym rowniez tych nowych (z ang. emerging), ktorych potencjalnymi
wektorami lub rezerwuarem sg muchowki z rodziny kuczmanowatych (Ceratopogonidae) rodzaju
Culicoides spp. Materiat badawczy obejmowat owady odlowione w poblizu obdér oraz w
srodowisku lesnym, ktore poddawane byty badaniu entomologicznemu i pulowane w zalezno$ci od
gatunku i formy gonotroficznej (blood-fed, w ktorych odwloku znajduje si¢ niestrawiona krew;
nulliparous, zwane takze dziewiczymi, ktore jeszcze nie pobraly krwi; parous, zwane
pigmentowanymi, ktére pobieraty juz krew i sktadaly jaja co najmniej raz; oraz gravid, wypetione
poktadami jaj). Badano formy gonotroficzne w celu wyjasnienia roli tych owadow w przenoszeniu
patogenow tj. wektory biologiczne (wszystkie formy gonotroficzne) i mechaniczne (blood-fed).
Badania koncentrowaly si¢ na drobnoustrojach zaréwno S$rodowiska synantropijnego, jak i
sylwatycznego, ktorego przedstawicielem byt lesny gatunek C. achrayi. Poniewaz Culicoides spp.
zeruja na réznych gatunkach zwierzat spodziewano si¢ szerokiej gamy mikroorganizmow, w tym
niektorych specyficznych dla owadow, ktore stanowig o tzw. kontaminacji srodowiska (z ang.
environmental contamination). Brakuje danych dotyczacych roli owadéw krwiopijnych z rodzaju
Culicoides spp. w przenoszeniu patogenow i ich specyficznej flory. Dotyczy to zwtaszcza Europy
centralnej i wschodniej, gdzie zainteresowanie tymi owadami jest do$¢ nowe, zwigzane z
pojawieniem si¢ dotad uwazanych za egzotyczne w naszej szerokosci geograficznej (z ang. re-
emerging) wirusow BTV 1 wirus Schmallenberg (SBV). Culicoides spp. sa rowniez
potwierdzonymi wektorami innych wiruso6w o istotnym znaczeniu gospodarczym, takich jak wirus
afrykanskiego pomoru koni (AHSV) i wirus choroby krwotocznej zwierzyny ptowej (EHDV).
Ponadto moga si¢ one przyczynia¢ do rozprzestrzeniania innych patogenéw wirusowych,
bakteryjnych oraz pierwotniaczych atakujacych ssaki, ptaki jak rowniez ludzi. Zastosowanie
sekwencjonowania nowej generacji u stawonogéw moze znacznie wzbogaci¢ nasze rozumienie
réznorodno$ci biologicznej mikroflory stawonogéw. Monitorowanie patogenéw krazacych w
wektorach owadzich moze by¢ tez wazng strategia zapobiegania epidemiom i umozliwia staty
nadzor ich wczesnego wykrywania. Prace objely optymalizacje niektorych metod
przygotowawczych do dalszych analiz NGS i analizy danych. Przeprowadzone badania stanowig
pilotaz catkiem nowego, interdyscyplinarnego podejscia do badania patogenow przenoszonych
przez stawonogi i biologii wektorowej i moga by¢ stosowane w dalszych badaniach, zapobieganiu
i kontroli 8

znanych i nowych wiruséw. Badania metagenomiczne potwierdzity wystepowanie bogatego i
ztozonego mikrobiomu/wiromu u Culicoides spp. Zidentyfikowano sktad wiromu przenoszony
przez Culicoides obsoletus/scoticus complex, C. punctatus i C. achrayi. Za pomocag analizy
NGS stwierdzono wystepowanie homologicznych sekwencji do genomu bakterii
endosymbiotycznych (Candidatus Cardinium, Rickettsia, Rickettsiella oraz Asaia), bakterii
chorobotworczych (Rickettsia, Yersinia) i wewnatrzkomorkowych (Chlamydiae) oraz wiruséw
(Lentivirus, Mimivirus, Enterovirus, Alphainfluenzavirus, Cornellvirus, Rotavirus, Rogunavirus,
Hepacivirus, Certrevirus, Asteriusvirus), grzybow (Aspergillus, Candida, Fusarium,
Talaromyces, Exophiala, Schizosaccharomyces, Leptosphaeria, Blumeria, Saccharomyces,
Saccharomycopsis), protista (Plasmodium, Tetrahymena, Trypanosoma, Dictyostelium,
Paramecium, Leishmania, Entamoeba, Babesia, Eimeria, Trichomonas) i archeondow
(Methanosarcina, Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanococcus,
Nitrosopumilus, Acidianus, Methanocaldococcus). W przeprowadzonej analizie
metagenomicznej wykryto duzy wudziat wirusoéw, ktére zostaty oznaczone jako
niesklasyfikowane. Sktad spotecznosci drobnoustrojéow byt rézny u réznych gatunkow
Culicoides spp. Wieksze zréznicowanie mikrobiomu wystepujowato u Culicoides



obsoletus/scoticus complex, a najmniejsze u C. achrayi. Zbadano rbznice w
mikrobiomie/wiromie  réznych form  gonotroficznych  Culicoides spp. (blood-
fed/parous/nulliparous/gravid) a takze ptci: najwieksza réznorodnosé mikroorganizmoéw
wystepuje u C. obsoletus blood-fed a najmniejsza u parous, co sugeruje mozliwosé transmisji
mechanicznej szerokiej gamy patogendw poprzez zerowanie na krwi roznych zwierzat.
Wiromy i mikrobiomy réznych gatunkéw Culicoides spp. sa rézne, co moze sugerowac réznice
w kompetencjach nosicieli/wektoréw.



