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1. Imie i nazwisko: Magdalena Larska

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe (nazwa, miejsce i rok ich uzyskania):

2.1. Lekarz weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie, 2001;

2.2. Doktor nauk weterynaryjnych, Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy
Instytut Badawczy (PIWet-PIB) w Putawach, 2006, tytutl rozprawy doktorskiej:
sDiagnostyka i pokrewienstwo filogenetyczne szczepéw wirusa zapalenia tetnic

koni” (realizacja 2004-2006).

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

3.1. 2001 - 2004 r. — Zaktad Wirusologii, PIWet-PIB, na techniczno-inzynieryjnym
stanowisku lekarza weterynarii;

3.2. 2004 - 2006 r. — Zaktad Wirusologii, PIWet-PI1B, na stanowisku asystenta;

3.3. Od 2006 r. - Zaktad Wirusologii, PIWEt-PIB, na stanowisku adiunkta;

3.4. Staze zagraniczne:

3.4.1. 2007 - 2008 r. - 1ll-miesieczny staz w Weterynaryjnym Instytucie
Naukowym Dunskiego Uniwersytetu Technicznego (DTU-Vet) na wyspie
Lindholm, Dania,;

3.4.2. 2008 r. — miesieczny staz w Centralnym Weterynaryjnym Laboratorium
Naukowym w Dubaju, Zjednoczone Emiraty Arabskie;

3.4.3. 2008 r. - 6-miesigczne stypendium NeuroPrion na realizacj¢ badan w
Laboratorium Biologii Molekularnej i Komorkowej Prionéw, Panstwowego
Instytutu Naukowo-Technicznego ds. Rolnictwa i Zywnosci, Centrum
Naukowego Zdrowia Zwierzat (CISA-INIA) w Valdeolmos, Madryt,
Hiszpania;

3.4.4. 2010 - 2011 r. - dwuletni staz w Katedrze Nauk Klinicznych Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej, Szwedzkiego Uniwersytetu Nauk Rolniczych
(SLU) oraz w instytucie SVA w Uppsali, Szwecja.

4. Osiggniecia habilitacyjne wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595 ze zm.):
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4.1. Jednotematyczny cykl publikacji pod wspdolnym tytutem:
ZAKAZENIA PESTIWIRUSOWE BYDLA
4.2. Lista publikacji sktadajaca si¢ na cykl (impact factor - IF wedlug Thomson Reuters
Journal Citation Reports 2012; punkty MNiSW z 2012 r.; udziat wtasny)

Nr Artykul IF Punkty
MNiSW
l. Kuta A., Polak M.P., Larska M., Zmudzinski, J.F.: Predominance of bovine 3,127 40
viral diarrhoea virus 1b and 1d subtypes during eight years of survey in
Poland. ~ Veterinary = Microbiology 2013  [opublikowane  online:
http://dx.doi.org/doi:10.1016/j.vetmic.2013.07.002]
Udziat wlasny: koncepcja badan, analiza filogenetyczna, przygotowanie publikacji i jej korekta — 40%

.  Kuta A, Polak M.P., Larska M., Zmudzinski J.F.: Monitoring of bovine viral 0,377 20
diarrhoea virus (BVDYV) in Polish dairy herds using bulk milk samples.
Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2013, 57, 149-156.

Udziat wlasny: wspoétudziat w opracowaniu koncepcji, celu i metodyki badan, analiza statystyczna
wynikow oraz ich prezentacja graficzna, edycja i korekta tekstu — 50%
1. Larska M., Polak M.P., Liu L., Alenius S., Uttenthal A.: Comparison of the 2,065 25
performance of five different immunoassays to detect specific antibodies
against emerging atypical bovine pestivirus (2013) Journal of Virological
Methods, 187, 103-109.

Udziat wlasny: koncepcja badan, przeprowadzenie badan w laboratorium (ELISA i test neutralizacji
wirusa), analiza statystyczna wynikéw badan, przygotowanie rycin, napisanie publikacji i jej korekta po
recenzji - 80%
IV. Larska M., Polak M.P., Riitho V., Strong R., Belak S., Alenius S., Uttenthal, 2,225 30
A., Liu, L.: Kinetics of single and dual infection of calves with an Asian
atypical bovine pestivirus and a highly virulent strain of bovine viral
diarrhoea virus 1 (2012) Comparative Immunology, Microbiology and
Infectious Diseases, 35, 381-390
Udziat wilasny: wspotudzial w opracowywaniu planu i celu badan, przeprowadzenie zakazenia
eksperymentalnego na cielgtach, badania real-time RT-PCR, koordynacja badan laboratoryjnych, analiza
statystyczna wynikow badan, przygotowanie rycin, napisanie publikacji - 80%
V. Kuta A, Larska M., Polak M.P., Zmudzinski J.F.: Atypowe pestiwirusy - - 10
Ryzyko dla hodowli bydta i znaczenie dla kontroli wirusowej biegunki bydia i
choroby bton $luzowych (BVD-MD). Medycyna Weterynaryjna 2012, 68, 84-

87
Udziat wtasny: wspoéttworzenie publikacji, opracowanie rycin — 40%
VI. Larska M., Polak M.P.: Zastosowanie real time RT-PCR do wykrywania - 10

wirusa biegunki bydta i choroby bton §luzowych (BVD-MD) typu 1 i typu 3
w materiale biologicznym. Medycyna Weterynaryjna 2011, 67, 483-487

Udziatl whasny: opracowanie koncepcji, celu i metod badan, przeprowadzenie badan laboratoryjnych w
zakresie real-time RT-PCR, opracowanie standardow RNA, w tym klonowanie i transkrypcja in vitro,
analiza wynikow, opracowanie tekstu i rycin — 90%

Razem 7,79 135

4.3. Oméwienie celu naukowego ww. prac, osiggnietych wynikéw, znaczenia

przeprowadzonych badan i oryginalnego wkladu w rozwdj dziedziny nauki
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Zakazenia pestiwirusami sg powszechne w pogltowiu bydta na catym $wiecie i w Polsce.
Prowadzg one do znacznych strat ekonomicznych dla hodowcow i mogg prowadzi¢ do spadku
produkcyjnosci zwierzat oraz ograniczen w przemieszczaniu I handlu zwierzetami. U bydta
najczesciej dochodzi do zakazen jednym z dwoch gatunkoéw pestiwirusa wywotujagcego tzw.
wirusowg biegunke bydta i chorobe bton $luzowych (BVDV-1 i BVDV-2). Pestiwirusy to
mate, posiadajace otoczke wirusy, z genomem zbudowanym z jednoniciowego RNA o
dodatniej polarnosci. Oprécz bydia na zakazenie BVDV wrazliwe sa rowniez male i dzikie
przezuwacze, wielblagdowate 1 Swiniowate, co szczegdlnie u tych ostatnich moze utrudnié
diagnozowania klasycznego pomoru $win (CSF - wirus CSFV powodujacy to schorzenie jest
blisko spokrewniony z BVDV). Wirusy z rodziny Flaviviridae, do ktoérej nalezy BVDV
charakteryzujg si¢ duzg zmiennoS$cig genetyczng. Do rodziny tej nalezg rowniez m. in. takie
wirusy jak wspomniany juz CSFV, ale rowniez wirusy choroby granicznej (BDV) i atypowe
pestiwirusy bydlece, proponowane jako trzeci gatunek BVDV. Ze wzgledu na pokrewienstwo
BVDV do innego flawiwirusa, wirusa zapalenia watroby typu C (HCV), wirus bydlgcy jest
wykorzystywany jako model zastepczy do badania molekularnych mechanizméw patogenezy,
poszukiwania markerow zakazenia 1 mozliwosci leczenia zakazen HCV. Zakazenia wirusem
BVD-MD u przezuwaczy sa powszechnie na wszystkich kontynentach. Jedynie krajom
skandynawskim i Austrii udalo si¢ uwolni¢ populacje bydta od zakazenia tym wirusem.
Rezerwuarem BVDYV sa zwierzeta zakazone trwale (PI — persistently infected), ktore zakazone
w zyciu ptodowym przed uzyskaniem immunokompetencji, po urodzeniu wydalaja go przez
cale zycie w znaczacych iloSciach we wszystkich wydalinach 1 wydzielinach. Ostatnio coraz
czgsciej zwraca si¢ uwage na problem zakazen ostrych, w ktorych pomimo krotkotrwatej
wiremii, zakonczonej serokowersja dochodzi do siewstwa wirusa, ktore w przypadku nasienia
buhajow moze trwa¢ nawet kilka miesigcy. Stwierdzany najczesciej w przypadku zakazenia
wirusem BVD-MD subkliniczny przebieg choroby dodatkowo utrudnia prawidtowa
diagnostyke. Wezesniejsze badania serologiczne wykazaty nawet 80% prewalencje tego wirusa
w stadach bydta mlecznego w kraju, a odsetek zwierzat Pl siggal 2%. Kontrola zakazeh BVDV
polega zatem gltéwnie na zapobieganiu infekcjom ptodu i usuwaniu zwierzat PI. Ze wzgledu na
powszechnos¢ wystepowania zakazen BVDV u bydta powaznym problemem jest kontaminacja
produktow biologicznych takich jak ptodowe surowice bydlgce stosowane w diagnostyce
wirusologicznej, szczepionki stosowane w immunoprofilaktyce chorob zakaznych, czy inne
produkty pochodzenia bydlecego tj. hormony czy produkty mleczne. Kontaminacja
szczepionek przeciw IBR-IPV doprowadzita w 2001 r. do transmisji patogennych szczepow

BVDV-2 wystepujacych dotychczas w Ameryce Pin. do Holandii, a nastgpnie do wielu innych
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krajow europejskich. W 2008 r. BVDV-2 wyizolowany zostal na Stowacji. W 2004 r.
naukowcy z Friedrich-Loeffler-Institut w Niemczech zidentyfikowali w ptodowej surowicy
bydlecej z Brazylii nowego pestiwirusa nazwanego HoBi. Nastepnie grupa naukowcow ze
Szwecji pod kierownictwem prof. Stefana Aleniusa odkryta podobnego wirusa u cielgcia z
Tajlandii. Obecnie patogeny te okreSlane sg jako atypowe wirusy bydlece, a z powodu ich
bliskiego pokrewienstwa do BVDV-1 i BVDV-2 proponowane jako nowy gatunek - BVDV-3.
Jeszcze do niedawna rozprzestrzenienie tych wiruséw ograniczato si¢ do Ameryki Potudniowe;j
1 Azji, jednak w ostatnich dwoch latach transmisj¢ tego gatunku pestiwirusa zwigzang z
upadkami u cielat i poronieniami u krow stwierdzono w stadach bydta mlecznego we
Wioszech. BVDV-3 stanowi wyzwanie diagnostyczne, poniewaz jego odmienno$¢ od znanych
BVDV utrudnia wykrywanie zakazen tym wirusem. Pierwsze izolacje BVDV-3 dotyczyty
jedynie produktow pochodzacych od bydla, nie znane byty przebieg i obraz Kkliniczny
zakazenia. Atypowe pestiwirusy sa rowniez wyzwaniem w programach kontroli zakazen
opartych na stosowaniu immunoprofilaktyki, poniewaz brak dostepnych szczepionek do
zwalczania zakazen BVDV-3. Ze wzgledu na globalizacje handlu i przemieszczania
miedzynarodowego zwierzat hodowlanych oraz nasienia buhajow, intensyfikacje produkcji
bydlecej 1 zwiekszenie zaggszczenia 1 wielkosci stad oraz stosowanie szczepien (zawierajacych
szczegblnie zywe lub atenuowane wirusy) istnieje réwniez realna szansa wprowadzenia
BVDV-3 do Polski, co moze mie¢ katastrofalne konsekwencje dla przygotowywanych obecnie
w Kraju programow zwalczania tych zakazen.

Prezentowany cykl publikacji jest szerokim i kompleksowym opracowaniem
zagadnien zwigzanych z patogenezg, diagnostyka i zwalczaniem zakazen BVDV w populacji
bydta w Polsce, ktore dalo postawe do opracowania programu eradykacji tego wirusa w
hodowli byla w kraju. Jednoczesnie jest to jedyne takie opracowanie problemu zakazen BVDV
w Polsce.

Do glownych celow prowadzonych badan zaliczy¢ mozna:

v Charakterystyka molekularna wirusdéw biegunki bydta (BVDV) krazacych w Polsce
(Artykut I).

v OkreSlenie statusu epizootycznego BVD stad bydta mlecznego na podstawie badania
probek mleka zbiorczego (Artykut 11).

v Pordéwnanie przebiegu zakazenh BVDV-1 i atypowym pestiwirusem bydlecym (Artykut
V).

v Problemy diagnostyczne zakazen atypowym pestiwirusem (Artykuty 11, V, V1).

Charakterystyka molekularna wirusow biegunki bydla (BVDV) krazacych w Polsce
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Zroznicowanie genetyczne BVDV w Polsce okreslono na podstawie badan wybranych 65
wirusow wyizolowanych w latach 2004-2011 z 28 stad bydta. PI pochodzily z dwunastu
wojewodztw, gdzie zlokalizowane jest ponad 90% populacji bydta w kraju. Analize
filogenetyczng oparto na dwoch fragmentach genomu wirusa: 5°-UTR i Npro. Wszystkie
izolaty BVDV nalezaly do jednej z czterech podgrup gatunku BVDV-1. Ponad 47% wirusow
scharakteryzowano jako BVDV-1b, ktéry byt obecny w 12 stadach, a prawie 40% izolatow z 9
stad nalezato do podgrupy BVDV-1d. Reszta wirusow sklasyfikowana zostala jako BVDV-1f
(12%) i BVDV-1g (3%). W wigkszosci stad dominowat tylko jeden szczep wirusowy. Pomimo
intensyfikacji produkcji i wolnego handlu wewnatrz wspolnotowego zmiennos$¢ polskich
BVDV jest niewielka, co moze ulatwi¢ diagnostyke i kontrole zakazen. Jednocze$nie
skuteczno$¢ szczepionek przeciw temu patogenowi moze ze by¢ gorsza, poniewaz wszystkie
obecnie produkowane sa na BVDV-1la, ktérego w Polsce nie stwierdzano. Dodatkowo w
przypadku transmisji BVDV-2 lub BVDV-3 moze doj$¢ do duzych strat w hodowli, ze
wzgledu na roznice antygenowe tych wirusow w stosunku od krazacych w kraju oraz
wykorzystywanych w dostepnych szczepionkach. Realne ryzyko wprowadzenia na przyktad
BVDV-3 istnieje, gdyz kontaminacj¢ tymi patogenami ptodowych surowic bydlecych
dostepnych w Polsce opisaliSmy wczesniej (artykut VI). Dlatego tez jednym z wazniejszych
osiggnie¢ unikalnym w skali kraju byto opracowanie metod skutecznej diagnostyki zakazen
BVDV i identyfikacji nowych pestiwirusow. Moje badania w tym zakresie doprowadzity do
wdrozenia wydajnych i wiarygodnych technik diagnostycznych umozliwiajacych nie tylko
stwierdzenie obecno$ci wirusa w stadzie bydla, ale takze jego typowanie, co jest niezwykle
wazne dla rozwigzan przyjetych w programie zwalczania BVDV 1 zaakceptowanych przez
Gloéwnego Lekarza Weterynarii. Dalsze badania dotyczgce mozliwosci transmisji BVDV-3 do

Polski sg przedmiotem niedawno uzyskanego grantu (pkt 7.1).

Okreslenie statusu epizootycznego BVD stad bydla mlecznego poprzez badanie probek
mleka zbiorczego
Programy zwalczania BVDV opieraja si¢ na identyfikacji zwierzat PI, ktore sa rezerwuarem
wirusa w stadzie i ich eliminacji. W kolejnych etapach uwalniania stada konieczne jest
stosowanie zasad bioasekuracji lub wprowadzenie szczepien. Programy powinny by¢
projektowane indywidualne w zaleznos$ci od struktury i statusu epizootycznego stada oraz od
mozliwosci 1 checi wspotpracy hodowcow. Uwalnianie stad bydta od BVDV jest procesem
dlugotrwatym 1 kosztownym, jednakze niezbgdnym, jesli w Polska chce by¢ pelnoprawnym

uczestnikiem handlu wewnatrzwspolnotowego. Ciekawa alternatywa dla stad nie szczepionych
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jest skrining serologiczny na poziomie stada polegajacy na badaniach odpowiednimi testami
serologicznymi typu ELISA probek mleka tankowego (zbiorczego, BTM). Badania BTM byty
podstawg zwalczania BVDV w krajach skandynawskich, co doprowadzito do skutecznego
uwolnienia tych krajéw jako pierwszych na §wiecie od zakazen bydlecymi pestiwirusami.
Badania BTM nalezy traktowa¢ jako pomocnicze, jednak ich skutecznos¢ jest duza, 0 czym
przekonali$my si¢ po wprowadzeniu takiego rozwiazania w blisko stu stadach bydta mlecznego
uczestniczacych w pilotazowym programie zwalczania BVDV opracowywanym w Zaktadzie
Wirusologii PIWet-PIB przy wydatnym moim udziale. Wyniki tych badan przedstawiono w
artykule 11. Obecno$¢ zakazen BVDV stwierdzono w 70% stad, zatem powaga problemu jest
duza. Na postawie badan BTM stada zaliczono do czterech klas wedlug kategoryzacji
szwedzkiej. Wszystkie stada, w ktorych zidentyfikowano PI nalezaly do czwartej klasy. Po
eliminacji PI obserwowano powolny spadek miana przeciwciat w BTM, ktory zaleznie od
stada wahat si¢ pomiedzy 5 a 30 mies. Odpowiednia analiza badan serologicznych BTM
przedstawia duze perspektywy dla programu zwalczania zakazen BVDV w Polsce. Obecnie
kontynuujemy badania BTM w celu oceny wszystkich dost¢gpnych do tego zestawoéw ELISA
oraz przygotowania probek wzorcowych mleka dla laboratoridow regionalnych. Testy te zostang

wiaczone w krajowy program zwalczania BVDV roéwniez w laboratoriach ZHW.

Porownanie przebiegu zakazen BYDV-1 i atypowym pestiwirusem bydlecym
Celem zakazenia eksperymentalnego opisanego szczegétowo w artykule IV bylo okreslenie
patogennosci atypowego pestiwirusa bydlgcego dla 3-5 miesigcznych wolnych od zakazenia i
przeciwcial BVDV cielat pochodzacych z polskiej hodowli. Do zakazenia wykorzystano nowy
atypowy pestiwirus Th/04 KhonKaen wykryty u cielecia z Tajlandii, wyosobniony z
inaktywowanej surowicy bydlecej przez elektroporacje wirusowego RNA do hodowli komoérek
matzowiny bydlecej BT i propagacj¢ zywego wirusa. Jedna grupa cielat zostata zakazona
wysoce patogennym terenowym szczepem BVDV-1 w celu poréwnania z wlasciwosciami
patogennymi atypowego pestiwirusa. Dodatkowo kolejnej grupie podano oba wirusy w tych
samych dawkach. We wszystkich zakazonych grupach w odrdéznieniu od nie zakazonej grupy
kontrolnej obserwowano podobny przebieg infekcji z wiremia skorelowana z umiarkowang
goraczka, ostabieniem i leukocytopenig. U cielat zakazonych BVDV-1 wystgpita dodatkowo
krotkotrwata biegunka. Wszystkie zwierzeta zakazone wytworzyly przeciwciala specyficzne
dla podanego szczepu wirusa. Ciekawe okazaty si¢ wyniki podwdjnego zakazenia, w wyniku
ktorego u cielat namnazaty si¢ niezaleznie obydwa wirusy i wytworzyly one przeciwciata

neutralizujagce obydwa szczepy. Doswiadczenie to pokazato, ze krajowe bydlo jest wrazliwe na
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zakazenie atypowym wirusem, a przebieg zakazenia jest podobny do obserwowanego w
przypadku zakazen krajowymi BVDV-1. BVDV-3 moze powodowaé roéwniez
immunosupresj¢, ktora moze prowadzi¢ do zakazen wtérnych i powodowaé zaburzenia w
rozrodczosci oraz straty w hodowli bydta. Jednoczeénie przy braku odpowiednich narzedzi
diagnostycznych, wykrycie atypowego pestiwirusa, czy specyficznych przeciwciat moze by¢
op6znione lub niemozliwe. Problemy te prébowali§my rozwigza¢ w sposob opisany w kolejne;j
czesci.
Problemy diagnostyczne zakazen atypowym pestiwirusem

Wstepem do tych badan jest przegladowy artykut V. Przy uzyciu surowic pozyskanych
podczas zakazenia eksperymentalnego szczepem Th/04_KhonKaen, BVDV-1 oraz koinfekcji
obydwoma wirusami (artykutl 1V) dokonali§my pordéwnania testow serologicznych w celu
oceny ich czultosci, specyficznosci 1 szybkosci wykrycia specyficznych przeciwciat (artykut
[11). Testy serologiczne (w wigkszo$ci wykorzystujace szczepy BVDV-1), ktorych podstawa
byt antygen calego wirionu lub przeciwciala poliklonalne okazaly si¢ najodpowiedniejsze do
wykrywania zakazen atypowym pestiwirusem. Analiza statystyczna pozwolita okresli¢
optymalne wartosci odcigcia w tych testach, tak aby zwiekszy¢ ich czutos$¢ i skrocié czas od
zakazenia, do uzyskania wyniku dodatniego co ma zasadnicze znaczenie w skuteczno$ci badan
zwierzat poddawanych kwarantannie. W badaniach zastosowano roéwniez najnowszg technike
immunofluorescencyjng — test MIA (microsphere immunoassay). Test opracowany w SVA w
Uppsali opiera si¢ na zastosowaniu mikrokulek optaszczonych antygenem, w tym wypadku
biatkiem E™ atypowego pestiwirusa. Technika jest podobna do cytometrii przeptywowej i
pozwala wykrywa¢ zaréwno biatka (antygeny i przeciwciala) jak i czasteczki RNA 1 DNA. Ze
wzgledu na swoja specyficznos¢ test MIA wykazat najwyzsza efektywnos¢ w wykrywaniu
przeciwcial u cielat zakazonych BVDV-3.

Podczas gdy czulo$¢ testow serologicznych zalezy od podobiefistwia antygenowego
pestiwirusow, wykrycie samych wirusow uzaleznione jest od ich patogennosci i wrazliwosci
stosowanych systemow komorkowych, czy zmiennosci genetycznej decydujacej o homologii
badanego fragmentu genomu wirusowego ze stosowanymi starterami i sondami w RT-PCR i w
real-time RT-PCR. W artykule VI zaprezentowane zostaly ilosciowe metody wykrywania
BVDV-1 i atypowych pestiwirusow z uzyciem real-time RT-PCR. Techniki te charakteryzuja
si¢ najwyzszg czuloscia wsrdd metod wirusologicznych, umozliwiajac jednoczesnie
réznicowanie gatunkéw BVDV. Metody te z duzym powodzeniem zostaly uzyte w
pilotazowym programie zwalczania BVD-MD oraz beda réwniez stosowane W urzedowych,

centralnych programach zwalczania zakazen BVDV. Znajduja one przede wszystkim
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zastosowanie w najwickszych stadach bydla ze wzgledu na mozliwosci pulowania probek i
réznicowania na podstawie analizy ilo$ciowej wirusowych kopii pomiedzy zwierz¢tami w
ostrej fazie zakazenia tzw. zakazonymi ,,przejsciowo” i trwale zakazonymi BVDV.
Whioski — aspekt poznawczy, naukowy i aplikacyjny
= W Polsce gatunkiem pestiwirusa dominujagcego w poglowiu bydta jest BVDV-1
nalezacy do czterech podgrup: 1b, 1d, le, 1f. Niewielka zmienno$¢ polskich szczepow
BVDV-1 jest korzystna ze wzgledow diagnostycznych, jednak powoduje réwniez
wicksze zagrozenie dla transmisji innych pestiwiruséw do populacji bydta w Polsce.
= Badanie mleka zbiorczego prezentuje dobrg i szybka, a przede wszystkim stosunkowo
niedroga alternatywe badan przesiewowych stad krow mlecznych na obecno$¢ zakazen
BVDV i moze by¢ rekomendowane jako badane pomocnicze podczas realizacji
programow zwalczania BVDV w Polsce.
= Przebieg zakazenia atypowym pestiwirusem bydlecym u cielat krajowych jest podobny
do obrazu zakazen BVDV-1, jednak bez odpowiednich narzedzi diagnostycznych
identyfikacja BVDV-3 moze by¢ niemozliwa.
= Potwierdzona kontaminacja atypowym pestiwirusem bydlecym ptodowych surowic
bydlecych stosowanych w naszym laboratorium pokazuje, ze na rynku polskim sg
preparaty, ktore moga by¢ zrodtem transmisji BVDV-3 do krajowej populacji
przezuwaczy.
= Wykrycie zakazen atypowymi pestiwirusami bydlecymi wymaga uzycia dedykowanych
dla tych patogendéw testow diagnostycznych. Wyniki komercyjnie dostgpnych testow do
diagnostyki zakazen BVDV-1 moga by¢ niewiarygodne i wymagaja odpowiedniej
walidacji dla poprawy skutecznosci wykrywania BVDV-3.
= Adaptacja szerokiego zakresu metod biologii molekularnej i kompleksowa ocena ich
skuteczno$ci diagnostycznej umozliwita powstanie jedynego w Polsce laboratorium
prowadzacego w pelnym zakresie badania nad BVDV i patogenezg zakazen tym
wirusem.
= Opracowywane przeze mnie zagadnienia diagnostyki laboratoryjnej zakazen BVDV
stanowig istotny wktad do programu zwalczania zakazen tym wirusem, ktory zostat

przyjety jako program Gléwnego Lekarza Weterynarii do realizacji w skali kraju.

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych:

5.1. Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych
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Bezposrednio po ukonczeniu studiéw w 2001 r. odbytam trzymiesieczny staz w klinice koni
Catedra de Cirugia del Departamento de Patologia Animal 11, Facultad de Veterinaria,
Universidad de Complutense de Madrid w Hiszpanii pod opieka prof. Fidela San Roman

Ascaso. Praca ta byla kontynuacja moich praktyk studenckich podczas zagranicznego

stypendium Sokrates-Erasmus, ktore uzyskatam w 1999 r. na realizacje jednego semestru

studiow studenckich na tym wydziale. Podczas stazu moje obowiazki obejmowaly wizyty

terenowe i ambulatoryjne oraz zabiegi operacyjne w klinice koni. Po powrocie do Polski, w

sierpniu 2001 r. podjelam prace na stanowisku lekarza wet. w Zakladzie Wirusologii,

Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego pod kierownictwem prof. Jana F. Zmudzinskiego,

gdzie pracuj¢ do tej pory. Pierwsze doswiadczenia dotyczyly gtownie pracy w laboratorium

diagnostyki pasazowalnych encefalopatii gabczastych (TSE) we wspolpracy z dr

Mirostawem M. Polakiem (obecnie prof. nadzw.). W tym czasie w Polsce rozpoczeto

monitoring czynny BSE 1 przez pierwsze miesigce jego trwania nasze laboratorium badalo

probki rdzenia przedtuzonego od bydia z calej Polski. W tym czasie rozwijaly si¢ moje

zdolnos$ci techniczne w badaniach laboratoryjnych. W tym okresie nasz zesp6t opracowat i

wprowadzit szereg metod do szybkich badan i potwierdzania TSE u zwierzat, wykryliSmy

pierwsze przypadki klasycznego, a nastepnie atypowego BSE. W pdzniejszym etapie
wprowadziliSmy metody réznicowania BSE i trzgsawki owiec oraz wykryli§my pierwsze
przypadki jej atypowej postaci. W tym okresie oprocz badan naukowych nabratam duzego

doswiadczenia w walidacji metod, systemie jakosci badan, kontrolowaniu prawidtowosci 1

bezpieczenstwa badan oraz prowadzeniu audytow/kontroli w laboratoriach diagnostycznych

ZHW. Przesztam rowniez szereg szkolen m.in. z diagnostyki BSE testem Western blot w

firmie Prionics w Szwajcarii; z badan potwierdzajacych technikg SAF immunoblot w

Friedrich-Loeffler-Institut w Niemczech; i kontroli TSE w CIDC-Lelystad w Holandii.

Praca ta zaowocowata nastepujacymi publikacjami :

— Polak M.P., Larska M., Rozek W., Zmudzinski J.F.: Réznicowanie BSE i trzesawki w poglowiu
owiec i koz. Medycyna Wet. 2006, 62, 1298-1301; Pkt MNiSW,=10; udzial wtasny: badania
laboratoryjne, udziat w pisaniu wynikow 1 dyskusji — 30%.

— Polak M.P,, Rola J., Rozek W., Larska M., Zmudzinski J.F.: Dziatalno$¢ krajowego laboratorium
referencyjnego BSE i trzesawki. Medycyna Wet. 2006, 62, 608-610; Pkt MNiSW,q0s=10; udziat
wlasny: uczestnictwo w szkolenia i przygotowaniu testow biegtosci dla laboratoriow oraz udzial w

przygotowaniu manuskryptu — 20%.
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— Polak M.P., Larska M., Rola J., Zmudzinski J.F.: Biatko prionowe w tkance migs$niowej ludzi i
zwierzat. Medycyna Wet. 2005, 61 (10), pp. 1119-1121; IF005=0,259, Pkt MNiSW.0s=10; udzial
wlasny: analiza piSmiennictwa, opracowanie tekstu publikacji przegladowej — 90%.

—  Polak M., Rozek W., Larska M., Rola J., Zmudzinski J.F.: Ocena wynikéw monitoringu czynnego
BSE w Polsce w latach 2001-2004. Medycyna Wet. 2005, 61 (6), pp. 654-656; IF,05=0,259, Pkt
MNiSW05=10; udziat wiasny: badania laboratoryjne, edycja tekstu — 20%

— Polak M.P., Larska M., Zmudzinski J.F.: Nowe szybkie testy do diagnostyki post mortem BSE.
Medycyna Wet. 2003, 59, 876-878; [F;03=0,236, Pkt MNiSW;003=10; udzial wlasny:
przygotowanie manuskryptu - 30%.

— Polak M.P., Larska M., Rozek W., Zmudzinski J.F.: Usefulness of rapid tests for diagnosis of BSE.
Bull. Vet. Inst. Pul. 2003, 47, 89-93; IF03=0,190, Pkt MNiSW,03=15; udzial wtasny:
przygotowanie manuskryptu - 30%.

— Larska M., Polak M.P. : Rola krwi w transmisji chor6b prionowych. Medycyna Wet. 2003, 59, 670-
672; IF2003=0,236, Pkt MNiSWy03=10; udziat wtasny: analiza piSmiennictwa, przygotowanie pracy-
90%

— Polak M.P., Rozek W., Rola J., Larska M., Zmudzinski J.F., Kozaczynski W., Reichert M.,
Wijaszka T., Ankiewicz K., Pirog-Komorowska A., Roels S.: Pierwsze przypadki BSE w Polsce.
Medycyna Wet. 2002, 58, 852-856; IF,=0,264, Pkt MNiSW,00,=10; udzial wiasny: badania
laboratoryjne, analiza wynikow, korekta tekstu - 10%.

— Polak M.P., Larska M., Rozek W., Rola J., Zmudzinski J.F.: Szybkie testy diagnostyczne stosowane
w Polsce w monitoringu BSE. Medycyna Wet. 2002, 58, 767-769; IF;,=0,264, Pkt
MNiSWy00,=10; udziat wtasny: opracowanie tekstu - 30%.

Poniewaz moje zainteresowania juz od poczatku pracy koncentrowaty si¢ rowniez
wokot zagadnien dotyczacych chorob koni w 2004 r. Rada Naukowa P1Wet-PIB udzielita mi
zgody na otwarcie przewodu doktorskiego dotyczacego ,,Diagnostyki i pokrewienstwa
filogenetycznego szczepow wirusa zapalenia tetnic koni (EAV)” pod kierownictwem
promotora prof. dr hab. Jerzego Roli. Jednym z wazniejszych osiggni¢¢ mojej pracy byta
charakterystyka molekularna polskich szczepow EAV, okreslenie statusu epizootycznego
stad i stadnin koni oraz opracowanie oryginalnych metod diagnostycznych tj. RT-PCR,
RT-PCR w czasie rzeczywistym, test immunoperoksydazowy posredni do potwierdzania
izolacji wirusa w hodowli komérkowej. Duza cze$¢ badan koncentrowata si¢ na kontroli
zakazen w populacji koni poprzez identyfikacje i eliminacj¢ ogierow siewcOw wirusa.

Ciekawymi 1 oryginalnymi badaniami byly badania zmiennosci EAV podczas zakazenia
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trwalego ogierow w czasie. Wyniki moich badan zostaly opisane w nast¢pujacych

publikacjach:

Larska M., Rola J.: Molecular epizootiology of equine arteritis virus isolates from Poland. Vet.
Microbiol. 2008, 127, 392-398; 1Fy05=2,370, Pkt MNiSW40s=40; udziat wtasny: zbieranie probek,
ekstrakcja RNA, RT-PCR, sekwencjonowanie i oczyszczanie produktow amplifikacji, analiza
filogenetyczna, opracowanie publikacji — 90%.

Larska M., Rola J. : Zastosowanie cytometrii przeptywowej do oceny wrazliwosci wybranych linii
komorkowych na zakazenie wirusem zapalenia tetnic koni. Medycyna Wet. 2008, 64, 105-109; Pkt
MNiSWy0s=10; udzial wiasny: izoalcja wirusa, mianowanie wirusa, hodowla komoérkowa,
utrwalanie 1 permabilizacji komoérek, znakowanie komoérek przeciwciatami, opracowanie
protokotow do cytometrii [ analiza cytometryczna, przygotowanie publikacji — 90%.

Rola J., Larska M., Wozniak, B., Rola, J.G., Krawczyk, C.H., Zmudzinski, J.F.: Shedding course of
the virus in a stallion naturally infected with a equine arteritis virus - A case report. Bull. Vet. Inst.
Pul. 2007, 51, 321-324; ; 1F,007;=0,273; Pkt MNiSW,q5;=15; udzial wilasny: zebranie materiatu,
badania laboratoryjne, opracowanie tekstu publikacji — 70%.

Larska M., Rola J.: Zréznicowanie genetyczne szczepow EAV wérdd trwale zakazonych ogierow w
stadach ogierow w Polsce. Medycyna Wet. 2007, 63, 1381-1386; Pkt MNiSW,7=10; udziat
wlasny: zbieranie probek, ekstrakcja RNA, RT-PCR, sekwencjonowanie i oczyszczanie produktow
amplifikacji, analiza filogenetyczna, opracowanie publikacji — 90%.

Larska M., Rola J. : Zastosowanie testu immunoperoksydazowego posredniego do potwierdzania
tozsamosci izolatow EAV. Medycyna Wet. 2007, 63, 712-716; Pkt MNiSWy;=10; Udzial wiasny:
zebranie 1 izolacja wirusow w hodowli komorkowej, oczyszczenie antygenu wirusowego,
immunizacja  krolikow dla uzyskania surowicy poliklonalnej, optymalizacja testu
immunoperoksydazowego, opracowanie publikacji — 90%.

Larska M., Rola J. : Zmiennos$¢ genetyczna wirusa a diagnostyka zakazen EAV. Medycyna Wet.
2006, 62, 1348-1351; Pkt MNiSW40s=10; udziat wlasny: przygotowanie publikacji — 90%.

Rola J., Larska M., Zmudzinski J.F.: Zastosowanie testu RT-PCR do wykrywania obecnoéci wirusa
zapalenia tetnic koni w nasieniu ogieréw. Medycyna Wet. 2004, 60, 289-291; IF,y0,=0,285, Pkt
MNIiSW0,=10; udziat wtasny: badania laboratoryjne, opracowanie tekstu — 80%.

Larska M., Rola J.: RT-PCR as effective detection method of equine arteritis virus in the semen of
naturally infected stallions. Bull. Vet. Inst. Pul. 2003, 47, 307-313; IF;003=0,190; Pkt
MNiSWy03=15; udziat wiasny: badania laboratoryjne, opracowanie tekstu publikacji — 60%.

Konsekwencja zakonczenia tego etapu badan byto uzyskanie stopnia doktora nauk

weterynaryjnych w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w Pulawach na podstawie

pracy obronionej publicznie w czerwcu 2006 r.
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Szczegdlnie wazng kontynuacjg tych badan byly wyniki wsrod koni huculskich
opublikowane nieco podzniej. Stwierdzilismy wysoki, ponad 50% odsetek dodatnich
seroreagentow wsrdd tej prymitywnej rasy koni i zidentyfikowali$my ogiery siewcOw wirusa.
Ciekawym odkryciem byta mozliwos¢ transmisji poziomej EAV bezposrednio miedzy
ogierami, czyli zakazenia trwalego, do ktorego moglo dojs¢ drogag oddechowa u ogierow.
Obserwacja ta wskazywata na dodatkowe drogi szerzenia si¢ wirusa w stadzie. Wyniki te
opublikowano w pracy:

— Rola J., Larska M., Rola J.G., Belak S., Autorino G.L.: Epizotiology and phylogeny of equine
arteritis virus in hucul horses. Vet. Microbiol. 2011, 148, 402-407; 1F,,=3,327; Pkt
MNiSWy41,=40; udziat wlasny: badania laboratoryjne, opracowanie tekstu publikacji — 70%.

5.2. Dzialalnos¢é naukowa po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych
Po uzyskaniu stopnia doktora n. wet. w celu rozwijania swoich zdolnosci do prowadzenia
doswiadczen zakazen eksperymentalnych na zwierzetach oraz doskonalenia technik badan
wirusologicznych przyjetam propozycje rocznego stazu w Veterinary Research Institute na
wyspie Lindholm w Danii pod kierownictwem prof. Sorena Aleksandersena. Badania te
dotyczyly wrazliwosci wielbladéow na zakazZenie wirusem pryszeczycy (FMDYV).
Doswiadczenia byty finansowane przez Szejka Dubaju Mohammeda bin Rashid Al Maktouma,
na ktorego zaproszenie cze¢$¢ badan przeprowadzitam w laboratorium Centralnego
Laboratorium Weterynaryjnego (CVRL) w Dubaju pod kierownictwem $wiatowej stawy
badacza prof. Ulricha Wernery. Doswiadczenie rozpoczynata eksperymentalna ekspozycja
wielbtagdéow jedno- i dwugarbnych na zakazenie wysoce patogennym szczepem FMDV, a
nastg¢pnie monitorowanie stanu zdrowia i pobieranie probek do dalszych badan. Wyniki byty
zaskakujace, gdyz okazato sig, ze baktriany (wielbtady dwugarbne) sa wrazliwe na zakazenie
tym patogenem w odrdéznieniu do dromaderow. W ramach badan udato mi si¢ wyprowadzi¢ i
namnozy¢ hodowle pierwotne komorek wielbtadzich m.in. nabtonka skory, matzowiny
nosowej i nerki, ktore zostaly zbankowane w laboratoriach w Dubaju i w Danii, a ktore
postuzyly m.in. do wyjasnienia réznic wrazliwo$ci na FMDV migdzy réznymi gatunkami
wielblagdow oraz przezuwaczy domowych. Prowadzitam réwniez badania we wspolpracy z
grupa prof. Xuepeng Cai z Lanzhou Veterinary Research Institute z Chin. Razem z
naukowcami chinskimi podj¢liSmy probe wyjasnienia wrazliwosci gatunkowej wielbtadow na
zakazenie FMDV poprzez réznice w strukturze biatkowej 1 ekspresji receptorow
integrynowych w pierwotnych miejscach zakazenia u tych zwierzat. Wynikiem tych badan

byty nastepujace publikacje:
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— Larska M., Wernery, U., Kinne J., Schuster R., Alexandersen G., Alexandersen S.: Differences in
the susceptibility of dromedary and Bactrian camels to foot-and-mouth disease virus. Epidemiol.
Infect. 2009, 137, 549-554; IFye= 2,365; Pkt MNiSWy0=25; udzial witasny: zakazenie
doswiadczalne, badania laboratoryjne, opracowanie tekstu publikacji — 70%.

— DuJ, Larska M., Chang H., Alexandersen S., Ca, X.: Molecular cloning and phylogenetic analysis
of integrins alphavbetal and alphavbeta6 of one-humped camel (Camelus dromedarius). Vet.
Immunol. Immunopathol. 2010, 135, 164-171; IFy0= 2,176; Pkt MNiSWy,0=30; udzial wiasny:

koncepcja, badania laboratoryjne, opracowanie czesci tekstu publikacji — 60%.

Po powrocie do Polski w 2008 r. zajetam si¢ badaniami nad atypowymi przypadkami

BSE, ktorych liczba u krajowego bydta rosta, a ktorych etiologia nie jest poznana. Cz¢$¢ badan

przeprowadzitam w CISA-INIA w Valdeolmos koto Madrytu w ramach uzyskanego

stypendium organizacji NeuroPrion pod kierownictwem prof. Juana Marii Torresa. Tematem
pracy byta charakterystyka patogennosci i transmisji BSE typu L i H (tzw. atypowe BSE)
na modelu myszy transgenicznych. Badania byly nowatorskie i w ich trakcie udato nam si¢
wykazaé, ze biatko atypowego BSE w trakcie pasazy na myszach moze nieoczekiwanie
zmieni¢ swoja strukture upodabniajac si¢ do klasycznego BSE. Na podstawie tego
postawiliSmy wniosek, ze epidemia BSE, a co za tym idzie rowniez vCJD mogla rozpocza¢ si¢
od transmisji i dalszej propagacji biatka atypowego. Wyniki tych badan opublikowane zostaty

W pracy:

— Torres .M., Andréoletti O., Lacroux C., Prieto 1., Lorenzo P., Larska M., Baron T., Espinosa J.C.:
Classical bovine spongiform encephalopathy by transmission of H-type prion in homologous prion
protein context. Emerg. Infect. Dis. 2011, 17, 1636-1644; 1F,0;= 6,169; Pkt MNiSWy,=45; udziat
wlasny: koncepcja, przygotowanie inokulum, zakazanie eksperymentalne myszy, sekcje i

pobieranie materiatu, korekta tekstu publikacji — 20%.

Kolejnym osiggnigciem byla charakterystyka atypowych przypadkéw BSE
wyizolowanych od polskiego bydla na podstawie analizy ekspresji wybranych genow.
Roéznice w profilach ekspresji niektorych gendéw tj. kaspaza 3, biatko Bax 1 14-3-3 pozwolity
réznicowaé bydlo zakazone klasycznym i atypowym BSE od zwierzat zdrowych. Dodatkowo
nadekspresja genu bialka SODI1 oraz gendéw kodujacych biatka Bcl-2 1 Fyn pozwolita
odréznia¢ odpowiednio BSE typu H i klasyczne BSE. Bialka te mialy potencjat biatek
markerowych utatwiajacych diagnostyke pasazowalnych encefalopatii u bydta. Wyniki zostaty
zaprezentowane na konferencji Prion2009 w Thessalonikach, w Grecji 1 wyrdznione przez

Newsletter NeuroPrion w 2009 r.. Dane te zostaly rowniez opublikowane w pracy:
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— Larska M., Polak M.P., Zmudzinski J.F., Torres J.M.: Comparison of mRNA expression levels of
selected genes in the brain stem of cattle naturally infected with classical and atypical BSE. Brain
Res. 2010, 1351, 13-22; IFy0= 2,728; Pkt MNiSW,10=25; udzial wiasny: koncepcja, badania
laboratoryjne, analiza statystyczna, przygotowanie publikacji oraz jej korekta po recenzji — 90%.

We wspoélpracy z Instytutem Zootechniki — PIB w Krakowie-Balicach dokonalismy
dalszej charakterystyki polskich klasycznych i atypowych przypadkéw BSE. Nastepnie
opisali$my réwniez dwa pierwsze przypadki atypowej trzesawki NOR98 u owiec w Polsce.
Prace te przedstawiono w nast¢pujacych artykutach:

— Gurgul A, Polak M.P., Larska M., Stota E.: PRNP and SPRN genes polymorphism in atypical
bovine spongiform encephalopathy cases diagnosed in Polish cattle. J. Appl. Gen. 2012, 53, 337-
342; 1F011= 1,664; Pkt MNiSWy01,=20; udziat wtasny: koncepcja, przygotowanie publikacji oraz jej
korekta po recenzji — 20%.

— Gurgul A, Czarnik U., Larska M., Polak M.P., Strychalski J., Stota E.: Polymorphism of the prion
protein gene (PRNP) in Polish cattle affected by classical bovine spongiform encephalopathy. Mol.
Biol. Rep. 2012, 39, 5211-5217; IF,011= 2,929; Pkt MNiSW,p,=15; udzial wlasny: koncepcja,
przygotowanie publikacji oraz jej korekta po recenzji — 20%.

— Polak M.P., Larska M., Langeveld J.P.M., Buschmann A., Groschup M.H., Zmudzinski J.F.:
Diagnosis of the first cases of scrapie in Poland. Vet. J. 2010, 186, 47-52; IF,00= 2,240; Pkt
MNIiSWy10=45; udziat wiasny: badania laboratoryjne, przygotowanie publikacji — 40%.

W ostatnich latach pracy odesztam nieco od chordob wirusowych koni, ktére
dominowaty podczas realizacji pracy doktorskiej, a skoncentrowatam si¢ na chorobach
przezuwaczy. Moje zainteresowania zakazeniami trwatymi EAV u ogieréw zainspirowaly mnie
do badan nad patogeneza zakazen wirusem biegunki bydta (BVD), ktéry rowniez posiada
zdolnos¢ wywolywania zakazen trwatych. Mimo, ze mechanizm dziatania wirusow i gatunki
zwierzat na nie wrazliwych sg rdzne, patogeny posiadaja podobne wiasciwosci biologiczne.
Zwalczanie zakazen EAV 1 BVDV oparte s3 na tej samej zasadzie, eliminacji zwierzat trwale
zakazonych jako gtownego rezerwuaru patogenu w populacji odpowiednio koni 1 bydta.

Syntetycznym opracowaniem prezentujgcym mojg aktywnosci naukowsg ostatnich
paru lat dotyczacg badan nad rozprzestrzenieniem i patogeneza wirusa BVD-MD jest cykl
wybranych publikacji przedstawionych w Pkt 4. Moje osiaggnigcia w tym temacie oprocz
warto$ci poznawczych maja réwniez aspekt aplikacyjny dla opracowywanych programow
zwalczania wirusowej biegunki bydta. Specyfika hodowli bydta 1 sytuacji epizootycznej w

kraju wymaga optymalizacji metod diagnostycznych oraz indywidualnego doboru
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postepowania w celu eliminacji wirusa ze stada. Identyfikacja zwierzat trwale zakazonych
BVDV w kraju, gdzie prewalencja wirusa jest wysoka moze by¢ utrudniona ze wzgledu na
maskowanie antygenu wirusowego u cielat przez przeciwciata siarowe. W celu rozwigzania
tego problemu opracowalismy koncepcje badan opisanych w manuskrypcie:

— Larska M., Kuta A., Polak M.P.: Evaluation of diagnostic methods to distinguish between calves
persistently and transiently infected with bovine viral diarrhoea virus in respect to the presence of
maternal antibodies. Bull. Vet. Inst. Pul. 2013 [w druku]; IFyo1.= 0,377; Pkt MNiSWy1,=20; udziat

wlasny: koncepcja, analiza statystyczna, przygotowanie publikacji — 80%

W artykule skoncentrowaliSmy si¢ na rozwigzaniu dwoch probleméw diagnostycznych: 1)
obecnosci przeciwcial matczynych utrudniajacych szybka identyfikacje PI oraz 2)
roznicowania zwierzat PI i zakazonych ,przejsciowo” (tzw. Tl — transiently infected).
Najwicksza czulos¢ w wykrywaniu PI, niezaleznie od biernej odpornosci cielgt i genotypu
wirusa wykazaty klasyczny i real-time RT-PCR (czyli tzw. RT-PCR w czasie rzeczywistym)
w odréznieniu od ELISA do wykrywania wirusowych antygendéw, ktére dawaty wyniki
falszywie ujemne. W celu réznicowania PI 1 TI bez koniecznos$ci powtdrnego badania ustalono
optymalne warto$ci odcigcia dla real-time RT-PCR uzywajac analizy krzywej ROC. Wartos$ci
cyklu odciecia Ct < 29.10 (odpowiadajace ok. 10° kopii wirusowego RNA/ul) odpowiadaty
trwalemu zakazeniu ze 100% prawdopodobienstwem, natomiast Ct > 32,06 (odpowiadajace
ponizej 10* kopii wirusowego RNA/ul) okreslaty zakazenie ,przejsciowe”. Migdzy tymi
warto$ciami znajdowata si¢ strefa wynikoéw watpliwych, ktére wymagalty powtdérnego badania 1
obejmowata ona okoto 17% PI i 11% TI). Zastosowanie proponowanych wartosci odciecia
umozliwitoby obnizenie wieku badanych zwierzat, szybkie wykrywanie PI 1 ich eliminacj¢, €O
rowna si¢ wezesnemu usuwaniu siewcoéw wirusa ze stada. Obnizone zostatyby rowniez koszty
badan wynikajace z koniecznosci ponownego badania oraz zmniejszeniu ryzyka pomytki w
razie zlej identyfikacji zwierzat.

Oproécz zakazen pestiwirusowych jestem wilaczona w diagnostyke innych choréb o
podtozu wirusowym bydta. Uczestniczylam w pracach nad zakazeniami bydlecym
syncytialnym wirusem oddechowym (BRSV), podczas ktorych udalo nam sie
scharakteryzowa¢ po raz pierwszy polskie szczepy. Poniewaz jestem zaangazowana w
pilotazowe programy zwalczania zakazen BVD-MD i IBR-IPV w stadach bydta, dlatego
uczestnicz¢ réwniez w badaniach nad zakazeniami BHV1 u bydla. Ta dzialalnos¢ ma

odzwierciedlenie w nastepujacych publikacjach:
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— Rola J., Socha W., Polak M.P., Larska M.: Diagnostyka zakazen syncytialnym wirusem
oddechowym bydta. Medycyna Wet. 2009, 65, 88-91; Pkt MNiSW,n0=6; udziat wtasny: korekta
publikacji — 10%.

— Socha W., Larska M., Rola J.: Molecular characterisation of the first Polish isolates of bovine
respiratory syncytial virus. Bull. Vet. Inst. Pul. 2009, 53, 569-574; IFy= 0,219; Pkt
MNiSW000=15; udziat wiasny: analiza sekwencji, przygotowanie rycin i tekstu publikacji — 40%.

— Rola J., Larska M., Polak M.P., Zmudzinski J.F.: Kontrola zakazen BHV1 u buhajéw w Polsce.
Medycyna Wet. 2007, 63, 330-332; Pkt MNiSW,q,;=10; udziat wlasny: przygotowanie publikacji —
30%.

— Rola J., Larska M., Polak M.P.: Detection of bovine herpesvirus 1 from an outbreak of infectious
bovine rhinotracheitis. Bull. Vet. Inst. Pul. 2005, 49, 267-271; IFy05= 0,290; Pkt MNiSWyp0e=15;

udzial wiasny: badania laboratoryjne, przygotowanie czgsci publikacji — 40%.

Moja wspoélpraca z dr hab. Mirostawem P. Polakiem, prof. nadzw. zaowocowata
wspolnymi projektami naukowymi (Pkt 7) dotyczacymi zakazen BVDV w Polsce. W 2013 r.
zostatam promotorem pomocniczym doktorantki mgr Aleksandry Kuty, ktorej promotorem
gtownym jest prof. Polak. Tytul pracy obejmuje ,,Wystepowanie oraz charakterystyke
molekularng szczepéw wirusa biegunki bydla w Polsce”. Wczesniej moje wlasne
zainteresowania naukowe zaczely sie koncentrowa¢ wokot atypowych pestiwirusow
przezuwaczy  (okreSlanych  mianem  HoBi-podobnych, od nazwy  pierwszego
scharakteryzowanego szczepu). W styczniu 2010 roku podjetam dwuletni staz podoktorancki
jednoczesnie w Katedrze Nauk Klinicznych, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej (SLU) oraz
w Zakladzie Wirusologii, Immunobiologii 1 Parazytologii (VIP), Szwedzkiego Instytutu
Weterynaryjnego (SVA) w Uppsali, w Szwecji. Moimi opiekunami naukowymi zostali prof.
Stefan Alenius z SLU, legenda zwalczania BVD-MD w Szwecji oraz prof. Sandor Belak,
Swiatowej stawy wirusolog i ekspert z ramienia OIE, FAO i EC. Badania przeprowadzone w
Szwecji oraz ich kontynuacja w Polsce staly si¢ zrodlem niektorych publikacji
przedstawianych jako osiggniecie naukowe w Pkt 4.

Zakazenia atypowymi pestiwirusami bydlgcymi potwierdzono u przezuwaczy W
Ameryce Potudniowej i Azji. W Brazylii wirusy te izolowano od bawoléw wodnych, dlatego
tez podejrzewano, ze zwierzeta te mogg by¢ naturalnym rezerwuarem HoBi-podobnych
wirusow. W 2012 r. zakazenia atypowymi pestiwirusami stwierdzono u bydta we Wioszech.
Wspotpraca z naukowcami ze Szwecji 1 Wioch zaowocowala nastepujacym artykutem:

— Xia H., Larska M., Giammarioli M., De Mia G.M., Cardeti G., Zhou W., Alenius S., Beldk S., Liu

L.. Genetic detection and characterization of atypical bovine pestiviruses in foetal bovine sera
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claimed to be of Australian origin. Transbound. Emerg. Dis. 2013, 60, 284-288; 1F5,=2.096; Pkt
MNiSWy41,=35; udziat whasny: udziat w opracowaniu koncepcji, zgromadzenie materiatu do badan,
uczestnictwo w badaniach laboratoryjnych (RT-PCR, sekwencjonowanie), analiza filogenetyczna,
wspottworzenie manuskryptu i jego korekta po recenzji — 40%.
W wyniku badan ptodowych surowic bydlgcych (FBS) pochodzacych z Australii wykryliSmy
ich kontaminacj¢ atypowym pestiwirusem. Wskazuje to, ze udziat w transmisji tych wirusow
moga mie¢ rowniez inne kontynenty. W Australii produkowane sg komercyjne FBS stosowane
w diagnostyce i do produkcji biopreparatdéw na calym $wiecie, co moze zwieksza¢ ryzyko
dalszego rozprzestrzeniania si¢ BVDV-3. Obecno$¢ atypowych pestiwirusow potwierdziliSmy
réwniez w surowicach ptodowych uzywanych do hodowli komorkowych w Polsce (artykut
VI1). Badania nasze wywotaty m.in. migdzynarodowa dyskusje na temat znaczenia atypowych
pestiwirusow 1 oficjalnej ich klasyfikacji jako nowego gatunku BVDV, co moze mie¢
kluczowe znaczenie dla planéw zwalczania tych zakazen w Europie. Nasz komentarz do
sytuacji epizootycznej BVDV-3 znalazt si¢ w publikacji:
— Liu L., Larska M., Xia H., Uttenthal A., Polak M.P., Stahl K., Alenius S., Shan H., Yin H., Beldk
S.: Atypical pestivirus and severe respiratory disease in calves, Europe. Emerg. Infect. Dis. 2012,
18, 1917-1978; IF;01,=5,993; Pkt MNiSWy1,=45; udzial wiasny: wspottworzenie manuskryptu i
jego poprawa po recenzji — 30%.

Duzym osiggnieciem tych badan byto zwigkszenie $wiadomosci $rodowiska naukowego i
diagnostow weterynaryjnych, co doprowadzito chociazby do wlaczenia atypowych
pestiwirusoOw do panelu pestiwirusow w miedzynarodowych badaniach biegtosci w 2012 r.
Wigkszos¢ publikacji, ktore powstaly podczas mojego pobytu w Szwecji bylo
wynikiem realizacji projektow krajowych i migdzynarodowych we wspolpracy z naukowcami
dunskimi (prof. A. Uttenthal), angielskimi (dr R. Strong; V. Riitho), niemieckimi (prof. P.
Becherem) i wloskimi (prof. G.M. De Mia). W ramach projektu Epizone (Pkt 7.2) opieka
naukowa objetam: doktoranta S. Gao z instytutu w Lanzou z Chin, ktory uczestniczyt w
badaniach molekularnych w SVA w Uppsali oraz doktoranta V. Riitho z AHVLA w
Weybridge w Wielkiej Brytanii, ktory brat udziat w zakazeniu eksperymentalnym atypowym
pestiwirusem cielat w PIWet-PIB w Putawach. Wspotpraca z V. Riitho i jego promotorem dr S.
Grahamem zaowocowata wspolnym projektem dotyczacym immunopatologii zakazen BVDV,
ktorego wyniki prezentowaliSmy juz na mi¢dzynarodowych konferencjach w Holandii 1
Niemczech 1 na podstawie ktorych przygotowujemy wspolne publikacje. Przedtuzeniem tej

dziatalnosci jest rowniez projekt opisany w Pkt 7.1. Podczas pracy w Szwecji odbylam réwniez
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dwutygodniowy zaawansowany kurs epidemiologii weterynaryjnej zorganizowany przez

Norweska Szkote Medycyny Weterynaryjnej w Oslo, a prowadzony przez $wiatowej stawy

epizootiologia prof. lana Dahoo. Kurs ukonczytam z bardzo dobrym wynikiem (8 ECTS). W

Szwecji realizowatam réwniez projekt dotyczacy reniferow jako rezerwuarU pestiwirusow.

Celem badan byla ocena prewalencji zakazen pestiwirusowych w populacji reniferow w

Szwecji. Wyniki prezentowane sg w pracy:

— Kautto A.H., Alenius S., Mossing T., Becher P., Belak S., Larska M. : Pestivirus and
alphaherpesvirus infections in Swedish reindeer (Rangifer tarandus tarandus L.). Vet. Microbiol.
2012, 156, 64-71, IFy;= 3,127; Pkt MNiSWy,= 40; udzial wiasny: koordynacja projektu,
uczestnictwo w badaniach laboratoryjnych (test neutralizacji wirusa, namnazanie i mianowanie
szczepow pestiwirusowych, test immunoperoksydazowy), opracowanie wynikéw badan, analiza

epizootyczna, napisanie pracy oraz jej korekta po recenzjach — 70%.

Badania wykazaly stosunkowo wysoki, ponad 30-procentowy. odsetek dodatnich
seroreagentow wsrdd reniferéw. Interesujacy jest fakt, ze zakazenia BVDV zwalczono u bydta
z regiondw poinocnych, pokrywajacych si¢ ze Srodowiskiem bytowania reniferéw juz pod
koniec XX w. Badania real-time RT-PCR z uzyciem pan-pestiwirusowych starterow
wybranych surowic zwierzat z regiondOw o najwyzszej seroprewalencji daty wyniki ujemne.
Wysoka seroprewalencj¢ u reniferow wyjasnily nastepnie wyniki testow neutralizacji wirusa z
uzyciem panelu réznych gatunkoéw pestiwiruséw. Surowice reniferow wykazywaty najwyzsze
miana przeciwcial neutralizujacych dla szczepéw wiruséw choroby granicznej typu 1 (BDV-1)
oraz BDV-2 (szczep wyizolowany od renifera i bizona z ogrodu zoologicznego w Niemczech
pozyskany poprzez wspotprace z prof. P. Becherem) w odrdznieniu do nizszych wartosci dla
BVDV-1 oraz braku przeciwcial reagujacych z BVDV-2 i BVDV-3. Wskazywalo to, ze wsérod
reniferow szerzyt si¢ wirus endemiczny dla tego gatunku przezuwaczy, co przypominato
sytuacje obserwowang u innych zwierzat wolno zyjacych, tj. kozic pirenejskich (Rupicapra
pyrenaica) zakazonych BDV-4 i zyraf, od ktérych izolowano niesklasyfikowanego dotad
taksonomicznie pestiwirusa.

Po powrocie do kraju do moich obowiazkow doszto opracowanie metod
diagnostycznych nowego wirusa Schmallenberg (SBV), ktory pojawit si¢ w Europie w 2011
r. Na poczatku 2012 r. wprowadzitam real-time RT-PCR, a nastepnie testy serologiczne do
badan zakazen SBV. Dodatkowo opracowatam oryginalny test immunoperoksydazowy
posredni do potwierdzania tozsamo$ci SBV w hodowli komodrkowej. W sierpniu 2012 r.

wykryliSmy przypadki bezobjawowych zakazen SBV u bydla i kuczmanéw (wektorow
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owadzich SBV) i dokonaliémy pierwszej izolacji wirusa w Kraju, co zostalo opisane

niedawno w publikacji:

— Larska M., Polak M.P., Grochowska M., Lechowski L., Zwiazek J.S., Zmudzinski J.F.: First report
of Schmallenberg virus infection in cattle and midges in Poland. Transbound. Emerg. Dis. 2013, 60,
97-101; 1F;01,=2,096; Pkt MNiSW,00=35; udzial wlasny: badania laboratoryjne bydla i
kuczmanoéw, przygotowanie publikacji — 80%

W  pazdzierniku 2012 r. potwierdziliSmy pierwszy kliniczny przypadek zakazenia

Srodmacicznego SBV u cielaka, a nastgpne kolejne u jagnigt. Obraz kliniczny, zmiany

sekcyjne 1 przebieg dochodzen epizootycznych przedstawiliSmy w pracach:

— Larska M., Jasik A., Zmudzinski J.F.: Przypadki kliniczne zakazen wirusem Schmallenberg w
Polsce. Medycyna Wet. 2013, 69, 428-431; Pkt MNiSW,q10=10; udziat wtasny: prowadzenie sekcji,
pobieranie materiatu, badania laboratoryjne, przygotowanie rycin i publikacji, korekta po recenzji —
90%.

— Larska M., Tarkowska K., Kuta A., Fidler-Kwiatek E., Ciastek M., Zmudzinski J.F.: Obraz
kliniczny zakazen wirusem Schmallenberg. Zycie Wet. 2013, 88, 488-492; MNiSW,y0=4; udziat
wlasny: prowadzenie sekcji, pobieranie materiatu, badania laboratoryjne, przygotowanie rycin i

publikacji, korekta po recenzji — 80%.

Kolejnymi osiggnigciami w tematyce zakazen SBV byto wykrycie transmisji SBV
do populacji wolno zyjacych przezuwaczy, w tym losia i zubrow z Narodowego Parku
Krajobrazowego w Bialowiezy. Jednakze przetlomowym odkryciem w badaniach nad
zakazeniami SBV bylo wykazanie po raz pierwszy mozliwosci transmisji transowarialnej
SBV w populacji kuczmanow oraz charakterystyka gatunku Culicoides punctatus jako
mozliwego nowego wektora dla wirusa. Wyniki tych badan opisano w nastgpujacych
manuskryptach:

— Larska M., Krzysiak M., Smreczak M., Polak M.P., Zmudzinski J.F.: First report on Schmallenberg
virus detection in elk (Alces alces) in connection with the transmission of the virus into the wildlife
of Biatowieza National Park in Poland. Vet. J. 2013 [w druku]; IF,,=2,424; Pkt MNiSW,41,=45;
udziat wlasny: badania laboratoryjne, opracowanie rycin i publikacji -70%

— Larska M., Lechowski L., Grochowska M., Zmudzinski J.F.: Detection of the Schmallenberg virus
in nulliparous Culicoides punctatus and C. obsoletus/scoticus complex — the possibility of
transovarial virus transmission in the midge population and of a new vector. Vet. Microbiol. 2013
[opublikowany  online:  http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.07.015];  1F»1,=3,127; Pkt
MNiSWy1,=40; udzial wlasny: badania laboratoryjne, analiza statystyczna, opracowanie rycin i
publikacji -70%.
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6. Podsumowanie dorobku publikacyjnego.
Jestem autorkg 43 prac z listy JRC (28 opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora) , w tym
36 to prace oryginalne, a 7 to prace przegladowe. Ponad potowa moich prac opublikowanych
zostala w jezyku angielskim, reszta w jezyku polskim. Liczba cytowan wedlug Web of Science
(bez autocytowan) wynosi 38, natomiast wedlug Scopus 53. Na konferencjach krajowych i
zagranicznych prezentowatam blisko 60 doniesien plakatowych i ustnych.

Sumaryczny IF wszystkich moich publikacji wynosi 53,964. Prace moje uzyskaly
876 Pkt wedlug MNiSW. Indeks cytowan h (wylaczajac autocytowania) wynosi obecnie 4.
Od poczatku mojej aktywnos$ci naukowej liczba cytowan systematycznie rosnie, co
przedstawia ponizszy wykres liczby cytowan w latach 2001-2013 (zrédto: Scopus,
uaktualniono: 2013-07-15).

i} " - - -

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 20049 2010 2011 2012 2013
Year

7. Wybrane projekty badawcze realizowane po uzyskaniu stopnia doktora (tytuly i
numery projektow, zrodta finansowania, lata 1 miejsca realizacji, charakter udzialu przy
realizacji projektu oraz wykaz najwazniejszych publikacji)

7.1. Ocena rozprzestrzenienia i znaczenia zakazen wirusem Schmallenberg w Polsce,
grant NCBiR Program Badan Stosowanych (208020), 2013-2016, PIWet-PIB we
wspotpracy z UMCS w Lublinie, kierownik, budzet: 1 108 250 PLN;

7.2. Odpowiedz immunologiczna komoérkowa i humoralna na zakazenie pestiwirusami
bydla poprzez stosowanie zanieczyszczonych nimi szczepionek, grant NCN NZ6
(198893), 2013-2016, PIWet-PIB, kierownik, budzet: 715 596 PLN;

7.3. Dynamika transmisji wirusa BVD-MD, E/01/6.8, migdzynarodowy projekt
wewnetrzny (IC) w ramach Network of Excellence for Epizootic Disease Diagnosis
and Control, EPIZONE, FP6-2004-Food- 3-A, 2010-2011, PIWet-PIB, SLU Szwecja,

SVA Szwecja, gtowny wykonawca (rola epidemiologa molekularnego, zaangazowana
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w planowanie i przeprowadzenie zakazenia eksperymentalnego, badania laboratoryjne,
analiza statystyczna, opracowanie publikacji, szkolenie i opieka naukowa nad dwoma
studentami z Chin i Wielkiej Brytanii);

7.4. Epidemiologia molekularna, E/01/6.4, 6 Program Ramowy UE (EPIZONE) - FP6,
2008-2012, PIWet-PIB, Vet-DTU Dania, wykonawca;

7.5. Opracowanie metody RT-PCR do diagnostyki zakazen bydla atypowymi
pestiwirusami, S/112 (dziatalno$¢ statutowa), MNISW, 2012-2013, PIWet-PIB,
gléwny wykonawca;

7.6. Zastosowanie metody real-time RT-PCR do wykrywania obecno$ci materialu
genetycznego wirusa BVD/MD w proéobkach pobranych od bydla, S/047
(dziatalno$¢ statutowa), MNiSW, 2010-2011, PIWet-PIB, wykonawca;

7.7. Przydatno$¢ probek pulowanych do badan serologicznych i wirusologicznych w
kierunku wykrywania zakazen wirusem biegunki bydla i choroby blon §luzowych
(BVD-MD), S/089 (dziatalno$¢ statutowa), MNiSW, 2011-2012, PIWet-PIB,
wykonawca;

7.8. Dynamika zakazen cielat wirusem BVD-MD, S/045 (dziatalno$¢ statutowa),
MNiSW, 2010-2011, PIWet-PIB, wykonawca;

7.9. Badania nad wystepowaniem zakazen wirusem BRSV u buhajow w Polsce, S/049
(dziatalno$¢ statutowa), MNiSW, 2008-2009, PIWet-PIB, wykonawca;

7.10. Badanie trendow wystepowania gabczastych encefalopatii u zwierzat w
Polsce i w $wiecie, W/127 (program wieloletni PIB), MNiSW, 2009-2013, glowny
wykonawca;

7.11. Porownanie wybranych metod biologii molekularnej do réznicowania zakazen
powodowanych przez herpeswirus koni typ 1 (EHV-1) i 4 (EHV-4), S/111
(dziatalno$¢ statutowa), MNiSW, 2012-2013, PIWet-PIB, wykonawca.

8. Dorobek dydaktyczno-popularyzatorski

Sprawuje opieke nad przebiegiem i realizacja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Kuty w roli
promotora pomocniczego.  Prowadze szkolenia i opracowuje instrukcje i materiaty
szkoleniowe dla lekarzy Inspekcji Weterynaryjnej i pracownikow Zakladéow Higieny
Weterynaryjnej z zakresu diagnostyki chorob pionowych, a ostatnio z diagnostyki SBV. Ze
wzgledu na dziatalno$¢ referencyjna mojego zakladu prowadze rowniez wizyty kontrolne
ZHW 1 przygotowuje¢ raporty z tej dziatalnosci dla Gloéwnego Lekarza Weterynarii.

Prezentowatam rowniez wyniki badan SBV w Polsce podczas spotkan Rady Sanitarno-
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Epizootycznej przy GIW. W latach 2010-2011 r. prowadzitam wyktady i kolokwia podczas
kursu diagnostyki wirusologicznej dla stuchaczy migdzynarodowego studium migedzy
wydzialami SLU a Centrum Biomedycznym BMC na Uniwersytecie w Uppsali
koordynowanego przez prof. Thomasa Linné. Jestem autorka popularno-naukowych publikacji
w czasopismach: Zycie Weterynaryjne, Magazyn Weterynaryjny, Bydto, Lecznica Duzych
Zwierzat i Pies. Recenzowalam angloj¢zyczne publikacje m.in. dla Journal of Clinical
Microbiology (IF2011=4,153), Virology Journal (IF2;1=2,340), Journal of Virological Methods
(IF3011=2,011) i Genetics and Molecular Microbiology (TF201:=0,634). Jestem czlonkiem
Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, a przez okres dwodch lat bylam rowniez
sekretarzem pulawskiego oddziatu PTNW. Kilkakrotnie prowadzilam wyklady naukowe na
spotkaniach PTNW.
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