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Ksenomonitoring

Bioindykacja obecnosci patogenéw z wykorzystaniem
organizmow posredniczacych

Patogen krazy w populacji ludzi,
zwierzat i/lub w srodowisku.

Srodowisko i gospodarze

Badamy organizmy pobierajgce
materiat od gospodarzy lub
ze srodowiska.

Komary l Kleszcze
: Muchéwki l
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Dzikie zwierzeta
i JALE
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\ 9 Organizmy posredniczace @ Wykrywanie patogenow | O
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Analiza metodami molekularnymi:
PCR / gPCR / RT-PCR.
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Whioski i zastosowanie

oraz wspierajg ocene ryzyka i nadzor
One Health.

Wykrycie patogenu

w organizmach
posredniczacych

@ wysokie ryzyko

@ umiarkowane ryzyko
@ niskie ryzyko

@ brak wykrycia
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Wczesne

e Ocena ryzyka
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Planowanie dzialan
prewencyjnych

\ i Srodowisk Pijawki Migczaki wielokomdrkowe
\\ ~ o \ (np. Slimaki) /

Mate organizmy - duze informacje

Wyniki wskazujg na krgzenie patogenu |



Owad na smyczy — wykorzystanie owadéw w badaniach klinicznych

T
Wykorzystanie krwiopijnych Use fKising bugs forHoad samplng
pluskwiakéw do pobierania probek krwi = “eetanme
od zwierzat egzotycznych e e SR

Zoological Garden', Magdeburg Zoological

Garden (Germany)?, Wuppertal Zoological Garden
Andrzej G. Kruszewicz!, Pierre Grothmann?, Agnieszka Czujkowska?, André Stadler3, (Germany)?, Ruhr University Bochum (Germany)*
Arne Lawrenz?, Giinter Schaub*

Use of kissing bugs (Reduviidae, Triatominae) is an

Z Miejskiego Ogrodu Zoologicznego w Warszawie! oraz Zoologischer Garten Magdeburg alternative, safe, secure and very promising method
(Niemcy)?, Zoologischer Garten Wuppertal (Niemcy)® i Ruhr Universitat Bochum of blood drawing that can be used in various, exot-
(Niemcy)! ic animal species like terns, bats, giraffes, tapirs and

Ryc. 1. Dwutlenek wegla w wydychanym powietrzu oraz ciepto reki pobudzajg Ryc. 2. Specjalna konstrukcja umozliwiajaca na nieniepokojace zyrafe
pluskwiaka znajdujacego sie w pojemniku do zerowania (fot. P.G) umieszczenie pluskwiaka na jej skorze (fot. P.G).



Wektory — stawonogi krwiopijne wykorzystywane w monitoringu

Najniebezpiecziejsze
to: Aedes aegypti i
Ae. albopictus

- Wirusy :
Chikungunya;
Dengue;

Japonskiego
zapalenia moézgu;

Malaria;
Gorgczki doliny Rift;
Zachodniego Nilu;
Goraczki Sindbis;
Zottej gorgczki;
Zika

Wektory biologiczne

TBEYV,

wirus gorgczki
krymsko-kongijskiej,

ASFV,
Babsesia spp.,

Teileria spp.,
Richettsia spp.,

Anaplasma spp.,

Francisella
tularensis,

Coxiella burnetii,
Borrelia spp.

Ponad 50 wirusow,
w tym:

Wirus Oropuche,

Akabane,
Schmallenberg
(SBV),

Wirus niebieskiego
jezyka (BTV), wirus
afrykanskiego
pomoru koni
(AHSV)
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Bakowate
(Tabanidae),
strzyzaki
(Lipoptena cervi,
L. fortisetosa)

Bartonella spp.

Anaplasma
phagocytophilum

Rickettsia spp.

Borrelia
burgdorferi



Wirusy przenoszone przez wektory owadzie
Culicoides spp. zwane kuczmanami

T[onsboundory and Emerging Diseases

Transbou a a Emerging iseas

RAPID COMMUNICATION

First report of Schmallenberg Virus Infection in Cattle and
Midges in Poland
M. Larska', M. P. Polak’, M. Grochowska?, L. Lechowski?, J. S. Zwiazek? and J. F. Zmudzinski’

' Department of Virology, National Veterinary Research Institute, Putawy, Poland
? Department of Zoology, Maria Curie-Sklodowska University, Lublin, Poland
* Chief Veterinary Officer, General Veterinary Inspectorate, Warsaw, Poland
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Samice Culicoides obsoletus: A — dziewicza; B - po positku z krwi; C — przed
sktadkg jaj; D — pigmentowana.

Te niewielkie (okoto 1 mm) owady zerujg miedzy zachodem a wschodem
stonica. Tylko samice pobierajg krew w celu ztozenia jaj i przechodzg 2-3 cykle
rozrodcze w ciggu swojego zycia. Gatunki kuczmandw sg rozrézniane na
podstawie wzoru bfonek na skrzydtach.




Monitoring SBV

r 2 A : -
Badania probek surowicy 1
; ; pochodzacych z jednej tury !
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1
1
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Wirus Schmallenberg - SBV

RESEARCH COMMENT

Schmallenberg virus: a cyclical problem

Magdalena Larska

WHETHER Schmallenberg virus (SBY) s a
serious threat to ruminant breeding in Furope
ar & Just another of the ransbhoundary and
emerging pathogens beooming populkar recently
due 1o changes in climate, polincal sinsations ar
sclentific approaches rematns under debate. The
virus was fiest identified from outbreaks of rathes
midkd disease in cattle In Schmallenbery (heooe
the name) in Germany in 2011." Later, 1t was

d that the virus Is by blood-
foading midges, fust Itke bluetongue vims, which
had emerged In the same reglon of Europe some
four years earbier.

SBV 1s an equivalent of Akabane virus, which ts
found In tropical areas of Asta and Australla and,
like SHY, causes reproductive fallure and affects
mostly newborn ruminants.,

The spread of SBV In Europe was dramatically
fast and seroprevalence reached 100 per cent in
marny areas by 2012, There are many hypotheses
about how the virus managed (o overwinser,
Although many Enropean countries ok sction In
terms af introdscng new regulations it would
allow control of this new threat, in the face of such
rapid transmisston and the risk of high coonamic
losses as a consequence of any ban on trade, most
did not enforoe anmy rStrcive measires,

Since SBV Infections are not notifiable, the
impact on raminant breeding |s difficult to
establish duoe o under-eporting, under-desection
and (despite the Inftial commotion surroanding the

WHAT YOU NEED TO KNOW

® Alter the indtial epidemic of 2011712, Schmallenbery virus
(SBV) began circulating again in Europe In 2016/57.

*S8Y re-emergence should be expected every theoe to five
years, unless measures 1o control the infection are taken,
*SEY Infections in sheep cause significant lamb mortality
and other associated reproductive disorders,

discovery of SEV) relattvely low sclentific interest.
Maost ikely, one of the key factars responsible for
the differing perceptions of the impact of SBV is the
impartance of sheep Garming In different countries,
Whike the Infection rate in cattle i high, observed
malformations of bovine newboms (and hence
losses) resulting from In utero SHY infection are
wvery bow.” Conversely, while the incldence of SBV
Infection in sheep was usually reported to be much
Towes,' * up 1 50 per cent of lambs may be bost due
0 infection in a flock.” *

A rapid Increase in population Insmanity agatnst
SEV and the Innroduction of newly developed
vaccines caused a gradual decline of the epldemic
between 2013 and 2015."" Durtng thas interval,
Mmtted or no SHY ctreulation was observed; ! '
howewer, as discussed proviously by De Regge, ™
the re-emergence of SBY was expected as the
number of natve ruminants increased, And so, In
some countries (n comtinental Europe, another
wave of SBV epldemics was observed In 2016,
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Obecnos$é¢ wirusa w kuczmanach,
identyfikacja wiremii u dorostych zwierzat,
wzrost przypadkéw klinicznych



Article
First Detection of Bluetongue Virus Type 3 in Poland in 2024—A
Case Study in European Bison (Bison bonasus)

Magdalena Larska *0), Anna Orlowska 1, Wojciech Lopuszynski 2, Lukasz Skurka !, Agnieszka Nowakowska !,
Pawel Trebas !, Michal K. Krzysiak %3, Jerzy Rola '™ and Marcin Smreczak **

(c) (d)
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‘Cow Covid’ threatens livestock ranches

Epizootic Hemorrhagic Disease (EHD) has killed hundreds of cattle in Europe after
being detected in November 2022

Mapa 1: Focos de EHE en Espafia en afios 2022 y 2023
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Focos EHE 2022 (bovino)




Liczba Culicoides spp.
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8 Badania aktywnosci kuczmandéw, potencjalnych zywiciel
' potencjalnych wrogéw

Stwierdzilismy:

* obecnos¢ nowych potencjalnych gatunkéw Culicoides spp. bedgcych wektorami SBV

* sezon aktywnosci owadow byt wydtuzony
* mozliwos¢ transowarialniej transmisji SBV u kuczmanow

* liczebnos¢ kuczmandw w srodowisku naturalnym byta wielokrotnie wyzsza niz w
zwierzat gospodarskich

* badania gatunkowosci w krwi z odwtoka (drogi transmisji)
* identyfikacja patogendéw i endosymbiontoéw owaddw — potencjalne modele do redukcji populacji owadow

Veterinary Microbiology 166 (2013) 467-473

Contents lists available at ScienceDirect

Veterinary Microbiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/vetmic

Detection of the Schmallenberg virus in nulliparous Culicoides
obsoletus/scoticus complex and C. punctatus—The possibility of
transovarial virus transmission in the midge population and of

a new vector

Magdalena Larska**, Lech Lechowski®,
Maria Grochowska ", Jan F. Zmudzifiski

@ CrossMark

srodowisku bytowania

Culicoides spp. n* b n* b
C. achrayi 214,303 559 64,456 35.5
C. chiopterus® 426 =<0.1 6 <0.1
C. circumscriptus 121 <01 17 <0.1
C. deltus 413 <0.1 51 <0.1
C. dewulfi® 2 <0.1 2 <0.1
C. fascipennis 124 <0.1 37 <0.1
C. impunctatus 267 <01 0 0
C. newsteadi 50 <0.1 5 <0.1
C. obsoletus/scoticus complex® 85,048 23.4 63,239 37.8
C. odibilis 0 <0.1 29 <0.1
C. pallidicornis 9 =<0.1 134 0.1
C. pictipenis 5 <01 0 0
C. pulicaris® 442 =<0.1 5 <0.1
C. punctatus® 58262 16.0 39,106 234
C. reconditus 3 =<0.1 6 <0.1
C. salinarius 31 =<0.1 139 0.1
C. sengis 0 0 2 <0.1
C. subfascipennis® 0 0 12 <0.1
Culicoides (species not identified) 4229 1.2 22 <().1
Total 363,735 100 167,268 100
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Liczha kleszezy dorostych zebranych z Zubraw 2019-2023

0

Analiza aktywnosci kleszczy zerujacych na zubrach
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Wykryj wczesnie, sledz i reaguj szybciej — podejscie metagenomiczne

* Naturalne biosensory srodowiska

« Kontakt z wieloma gospodarzami

« Wykrywanie znanych i nowych patogenow
* Monitoring zmian zasiegu i sSezonowoSci

« Wczesny sygnat przed pojawieniem sie

ognisk

* One Health: cztowiek — zwierze — érodowi*ﬁ(_o

Wazne: wykrycie materiatu genetycznego patogenu w owadzie nie oznacza automatycznie jego kompetenciji
wektorowej ani aktywnego zakazenia. Wynik powinien by¢ traktowany jako sygnat do dalszej weryfikacji.



Metagenom wirusowy Culicoides s

Podsumowanie przypisan taksonomicznych Kraken2 po odfiltrowaniu fagéw

Culicoides sp.

-ﬁ. §k"6)’tychtaksonéw @ 20 436

Y odczytéw tacznie
wirusowych

Najczesciej wykrywane taksony Poréwnanie gatunkow Culicoides

B suma odczytéw
7995 I Liczba takson6w wirusowych

U23

3 a3

gatunki

Human immunodeficiency virus 1

Simian immunodeficiency virus

Prokaryotic dsDNA vius sp. obsoletus punctatus achrayi
Influenza A virus 20000 100 100 100
i 16 052
Dependoparvovirus sp. 4 eS8 0y 5 0
Moumouvirus 694 'g 60 A ‘g 'g g g *57
A ] 60 60
cress virus sp. ] 581 g 2 4 ey g £
s o = ©
Hepacivirus C 547 g 40 .5 g o 40 .S E 40 E
Edwardsiella virus pEt-SU 380 a 20 2 s 3 b2 =
uncultured human fecal virus 375 169
B 0 0 0 0 o 0
Rotavirus A 375
Cronobacter virus CR9 Jiif 365 U 13 prébek U 9 probek U 1 prébka
Fadolivirus 1 274
60 taksond 51 taksoné 13 tak
Catovirus CTV1 263 .ﬁ' # #
uncultured virus 4§ 260 16 052 4215 E 169 odczytéw
; : v v r odczytow odczytow
0 2000 4000 6000 8000

Suma odczytéw

Top 10 taksonéw wirusowych w gatunkach Culicoides

obsoletus _g’
10® ©
g
&
punctatus 102 3
5
15}
o
. 0 o
achrayi £
3
"
100
@°°°b .
&
S
o

Uwaga: rycina przedstawia przypisania taksonomiczne uzyskane metodg Kraken2 po odfiltrowaniu fagow;
obecno$¢ odczytow nie oznacza potwierdzenia biologicznego zakazenia.

<9,
P

S

Metagenom bakteryjny Culicoides

Podsumowanie przypisan taksonomicznych Kraken2

Culicoides sp.
D23 (&3 140 @ 323968
probki gatunki / ik s odczytow facznie

Najczesciej wykrywane taksony Poréwnanie gatunkow Culicoides

I Suma odczytéw

uncultured bacterium 45 554 W Liczba takson6w bakteryjnych
Acinetobacter johnsonii beolet at fieaui
. obsoletus unctatus achrayi
Escherichia coli P Y
Aeromonas tydioiils 250 oog Ay 100 250000 100 250000 100
Aeromonas salmonicida 200000 80 200 000 80 200 000 80
v H 3 IE 78 z = 2
Pseudomonas putida b 2 e 2 8L 2
; 3 150000 608 R150000 608 R150000 6 8
Salmonella enterica 8 £ 8 4 S 2
o =Y 8 ° =
Clostridium botulinum 2 100000197 49 § Ewo 000 40 ',: gzoo 000 40 §
75173
Ralstonia solanacearum 8838 & 50000 o ] 50000 30 I 50000 20 3
25340
Aeromonas veronii 7623 &
Pseudomonas fluorescens 7387 9 U o 9 ol U
Aeromonas media 4
0452 U 13 probek U 9 prébek U 1 prébka
Pantoea agglomerans 5847
Pseudomonas azotoformans 5708 :§' 97 tak :ﬁ‘ 78 tak :Q‘ 25 tak
Lelliottia amnigena 5627 223455 75173 25 340
| odczytéw odczytéw odczytow

0 10000 20000 30000 40000 50000
Suma odczytéw

Top 10 taksonéw bakteryjnych w gatunkach Culicoides

— 10%
obsoletus { 31553 17478 18 13046 11409 10024 9643 8670 5825 4874 it e
©
s
S
5 @

10

TSIt 5480 7218 2365 3019 4316 3724 1954 2637 2717 2749 2
s
102 S
3
ElEVE 8521 7467 g

1
108 .3
v

& & N RN ; & & & I 100

S s : & & N é & s £
& S & &S & o & O & &
F &S & o X & @ & o« e
&® & & 54 $ & & S ey S
\: NS & 9 <& & D @ ©
> O & o N & N & 2
K <& & & <F . & o© ¥
W L o © o &

Uwaga: rycina przedstawia przypisania taksonomiczne uzyskane metoda Kraken2; obecnos$¢ odczytéw nie oznacza
potwierdzenia biologicznego zakazenia.

Analiza wynikéw rozprawy doktorskiej dr Katarzyny Krason pt. Badanie mikrobiomu i wiromu rodzimych gatunkéw Culicoides spp.



Metagenom pasoZytniczych protistow Culicoides | ..

Podsumowanie przypisan taksonomicznych Kraken2

. Culicoides sp.

0114 3 w8  @2/719

robek nki YL odczytéw facznie
P gatu pasozytniczych protistow W 2
Najczesciej wykrywane taksony Poréwnanie gatunkow Culicoides
N o I Suma odczytow
Plasmodium yoelii 1891 I Liczba taksonéw protistow
Plasmodium malariae 1755 z
PSSl vireke obsoletus punctatus achrayi
" 25000 100 25000 - F100 250001 r 100
Plasmodium ovale b2 824
Trichomonas vaginalis 20000 761 80 20000 F 80 20000 - 80
Plasmodium relictum é § 5 66 § «3 61 <:>
> >
Plasmodium berghei Jom ©g guon) Mred g e 3
- o - e ~ O -
Toxoplasma gondii E 10000 % _§ E 10000 4 L4 _r_: E 10000 | %0 §
Trypanosoma theileri 2 < 3 <3 g
Plasmodium vivax e 2 B i 1258 &
Trypanosoma brucei 04 0 0 J.ll. 0 oI
Plasmodium gonderi
Niecsporaicantuny U 10 prébek U 3 probki U 1 probka
Plasmodium gallinaceum 3&: 76 taksonéw 2& 66 taksonéw # 61 taksonow
Trypanosoma cruzi 22824 3637 1258
5 B oo S D odczytow odczytéw odczytéw

Suma odczytéw

h Culicoides

obsoletus {1 1632 1505 1080 :g,
3
punctatus z
&
B
achrayi =
a
06\\)
o
N

Uwaga: rycina przedstawia przypisania taksonomiczne uzyskane metoda Kraken2 dla wybranych pasozytniczych
protistow na poziomie gatunku; obecno$¢ odczytéw nie oznacza potwierdzenia biologicznego zakazenia.



Czy wielkosc¢ sie liczy?

Tabanidae w Polsce

Wybrane gatunki wystepujace w Polsce — nazwy polskie i tacinskie

$lepak pospolity $lepak czarnozétty jusznica deszczowa baczak zielonooki bak plamisty
Chrysops caecutiens Chrysops relictus Haematopota pluvialis Atylotus rusticus Hybomitra bimaculata

mitra Muehlfelda bak bydlecy bak szary bak pastwiskowy bak jesienny
¢, Hybomitra muehlfeldi Tabanus bovinus Tabanus bromius Tabanus maculicornis Tabanus autumnalis |, |/
¥ s e N

Rodzina Tabanidae (bgkowate)
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Top 15 po wylaczeniu oczywistych bakteriofagéw; poréwnanie wg owada i miejsca pochodzenia

Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus

Cytomegalovirus humanbeta5

Human immunodeficiency virus 1

Alphainfluenzavirus influenzae 4

Varnsen partiti-like virus

Cotesia sesamiae bracovirus
Gammanudivirus cameanadis

Subterranean clover mottle virus

Takson na poziomie gatunku

Hepacivirus hominis
African swine fever virus
Rotavirus A

Torque teno midi virus
Bracoviriform facetosae

Ponticelli Il virus

Simian immunodeficiency virus

Kandydackie przypisania gatunkéw wirus6w

4

44, Bialowieza s34 Pszczyna 444 Puszcza Knyszynska

3 s \
Al
Haematopota

20.7k

11.5k

A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9

Tabanus Chrysops Haematopota Tabanus H. scutellata H. hispanica H. pluvialis ~ Haematopota

P

7.2k 44.6k h B

Prébka i takson Tabanidae

o Uwaga: przypisanie metagenomiczne nie potwierdza obecnosci aktywnego wirusa; wymagane s3 walidacja mapowania i PCR/QPCR.

log10(sygnat
NGS +1)

0

Kolor odpowiada
skali log10
(sygnat NGS + 1)



Najczesciej przypisywane gatunki bakterii

Top 15 wg sumarycznego sygnatu NGS w probkach A1-A9

‘ Biatowieza *’ Pszczyna ** Puszcza Knyszyniska
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
Haematopota Tabanus Chrysops Haematopota Tabanus H. scutellata  H. hispanica  H. pluvialis ~ Haematopota log10
= - ; (sygnat NGS + 1)
Enterobacter hormaechei ‘ 1.9M 5.0M 4.5M =
Pseudomonas rhodesiae
Serratia marcescens -6

Morganella morganii

Acidovorax temperans
Escherichia coli
Aeromonas hydrophila
Hafnia alvei
Paraclostridium bifermentans

Moellerella wisconsensis

Takson na poziomie gatunku

Acinetobacter dispersus
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter Iwoffii
Klebsiella pneumoniae

Segatella copri

! Prébka i takson Tabanidae

}/% B —— Wy Liczby w komérkach = wartosci sygnatu NGS; barwa = skala log10. i

N\
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Najczesciej przypisywane gatunki pasozytow

Parazita

Bioréznorodnosc Top 15 taksondéw pasozytniczych Eukaryota wg sumarycznego sygnalu NGS

# Bialowieza *#* Pszczyna &* Puszcza Knyszynska %~

Takson na poziomie gatunku Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Skala
Haematopota Tabanus Chrysops Haematopota Tabanus H. scutellata H. hispanica H. pluvialis Haematopota kolorow
Trypanosoma melophagium 93.6k : 44 178k ‘ 453k 78.6k 63.0k

Trypanosoma theileri 86.4k : 94.0k 78.3k 66.6k

- : 5.0
Spirometra erinaceieuropaei 69.8k _ 52.8k 60.7k

Dicrocoelium dendriticum
Strongyloides papillosus 4.5

Trypanosoma cruzi

=
Tritrichomonas foetus 75
%)
400
Schistosoma haematobium E
g
Trichomonas vaginalis Z>~°
S
Neospora caninum 3.5 ';o‘o
Toxoplasma gondii
Trichinella spiralis
3.0
Strongyloides ratti
Leishmania braziliensis
Plasmodium gallinaceum 2.5
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Uwaga: sa to przypisania taksonomiczne NGS; nie oznaczaja automatycznie potwierdzonej inwazji gospodarza. =




Dziekuje za uwage

Nieinwazyjny monitoring sSrodowiska
(ksenomonitoring) z uzyciem latajgcych strzykawek

Przedstawione badania byty czescig realizacji m.in. tematu statutowego PIWet-PIB S/645 pt. Ocena
przydatno$ci bgkowatych (Tabanidae) do nieinwazyjnego monitoringu zakazen wirusowych w populacjach
zwierzgt wolno zyjgcych — badania wstepne.
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