Prof. dr hab. B. Brydak Warszawa 21.07.2023r.
Zatrudniona w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego

Panstwowy Zaktad Higieny-Panstwowy Instytut Badawczy

w Warszawie ul. Chocimska 24

zam.02-593 Warszawa ul. Stanistawa Zaryna 5 m76

tel.691-352-979

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Annie Nowakowskiej powotanej mnie jako recenzentki
decyzja Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego z dnia
18.05 2023r., tytul rozprawy doktorskiej Wpykrycie gorgczki krwotocznej 7z zespolem
nerkowym Iludzi w Polsce w latach 2004- 2018 oraz badania nad jej wystepowaniem i

charakterystykq.

Infekcja hantawirusowa to rozpowszechniona w §wiece zoonza okoto 200 tysiecy
zachorowan rocznie, wywolana przez co najmniej 22 gatunki Hantawirusow ( wirusy RNA,
rodzina Bunyaviiridae, rodzaj Hantavirus). U ludzi wystepuje w 2 roéznych postaciach
klinicznych;
1.Goraczka krwotoczna z zespotem nerkowym (HFRS) , jedynej wirusowej goraczki
krwotocznej wystepujacej w naszym Kraju.

2. Hantawirusowgo zespolu sercowo-plucnego (HCPS) wystepujacego jedynie ma poétkuli
zachodnie;j.

Goraczka krwotoczna z zespotem nerkowym ( haemorrhagic fever with renal
syndrome HFRS) to zbiorcza nazwa, wprowadzona jeszcze 1983 roku przez Swiatowa
Organizacje¢ Zdrowia dla ostrej wirusowej zoonozy o wieloobjawowej klinice i1 zréznicowane;j
cigzkosci, wywotanej przez kilka gatunkow Hantawirusow, a przenoszonej przez wiele
gatunkow drobnych ssakow, glownie gryzoni i owadozernych. Cigzko$¢ choroby zalezy w
gtoéwnej mierze od wywolujacego ja genotypu wirusa, tworzac niejako uktad dwubiegunowy:
postacie najcigzsze kliniczne (do 12-15%) S$miertelnosci wywoluja genotypy Hantaan
(HAAV) i Dobrava (DOBYV), postacie o najlzejszym przebiegu (tzw. nefropatia
skandynawska, do 1% zgondéw) wywolywane sg przez genotyp Puumala (PUUYV).

Polska byta jedynym z ostatnich krajow Europy, w ktorym choroba ta obecna na catym
kontynencie nie zostata wykryta. Po mimo wieloletnich poszukiwan przez polskich badaczy nie
wykryto przypadkow tej choroby u ludzi, ani obecnosci aktywnego zakazenia hantawirusami u
ludzi. HFRS moze by¢ trudne, zwlaszcza w przypadkach subklinicznych, tagodnych i
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atypowych. Nietatwe jest postawienie diagnozy w zachorowaniach sporadycznych. Do
rutynowych identyfikacji przypadkow zakazen hantawirusowych u ludzi wykorzystuje si¢
powszechnie metody serologiczne np. Elisa. Jednakze ztotym standardem weryfikujacym dla
badan serologicznych i1 potwierdzajacym czynnik etiologiczny jest odczyn neutralizacji.
Oprécz wymienionych metod diagnostycznych ktéore majg zastosowanie w identyfikacji
hantawirusowych u ludzi naleza metody genetyczne w tym wiele odmian techniki metod
biologii molekularnej PCR, badania immunohistochemiczne czy immunochromatograficzne.
HFRS wystepuje na terenie w Polski endemicznie.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wieloletnie bardzo zmudne , badania naukowe
Zespotu pod kierunkiem Profesora Jozefa P. Knapa w 2004 r. doprowadzity do wykrycie na
Podkarpaciu, indeksowego , pierwszego przypadku w Polsce u cztowieka stalo si¢ przyczyna

podjecia tej problematyki przez Doktorantke.

Przekazana do recenzji rozprawa doktorska zawiera wykaz projektow badawczych
realizowanych w pracy , spis tresci, stosowane skroty, spis 31 tabel , 45 rycin w przewadze w
kolorze, spis zatgcznikow, stowa kluczowe, streszczenie wersji polskie, abstrakt w jezyku
angielskim , wstep, cel pracy, materialy 1 metody badan wyniki, dyskusja, wnioski ,
pisSmiennictwo oraz zalaczniki. tacznie rozprawa doktorska stanowi 206 stronicowego
opracowanie.

Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje fakt, bardzo szczegtowego rozbudowanego
wstepu, wprowadzajac Czytelnika w problematyke bardzo rzadkiego czynnika etiologicznego
choroby jakie wywotuje infekcja spowodowana hantawirusem w Polsce, $wiadczacy o
bowiem o wiedzy doktorantki w przedstawionej problematyce recenzowanej rozprawy
doktorskie;j.

Celem rozprawy doktorskiej byto odpowiedzenie na pytanie czy w Polsce wystepuja
rodzime przypadki zakazen hantawirusowych u ludzi po stwierdzeniu w 2004 r przypadku
indeksowego i1 wprowadzeniu badan nad wykryciem i charakterystyka etiologiczng, kliniczng 1
epidemiologiczng zakazen ortohantawirusami ludzi w Polsce w przestrzeni lat 2004- 2018 wraz
z przedstawieniem cech charakterystycznych przebiegu klinicznego poparte badaniami
laboratoryjnymi DOBV-HFRS i PUUV-HFRS u 0s6b hospitalizowanych w latach 2004-2018
1 badaniami ankietowymi. Ocena wstgpnej analizy sytuacji epidemiologicznej zakazen
ortohantawirusowych ludzi na terenie objetych badaniami wraz proba ekstrapolacji na sytuacje

endemiczna w Polsce.



Ogoétem w latach 2007-2018 wykonano 1370 badan serologicznych, wykrywajacy
swoiste przeciwciala anty-hantawirusowe w klasie IgM i IgG. Przebadano w tym 721 os6b co
stanowilo 52,6% wszystkich badanych, ktére mialy objawy infekcji goraczkowej z zespotem
objawow sugerujacych mozliwos¢ HFRS 1 649 os6b co stanowito 47,4% wszystkich badanych
bez infekcji, te osoby byly badane retrospektywne. Nalezy podkresli¢, ze w obu grupach istotne
byto skierowanie od lekarza na badania o podejrzeniu zoonozy, ze wzglgdu na zglaszany
kontakt albo z gryzoniami lub ich odchodami .

Na podstawie badan serologicznych u 22,7% pacjentow potwierdzono etiologi¢
zakazenia HFRS co stanowi 164 chorych na 721 wszystkich badanych. Szczeglowa analiza
potwierdzita 71 przypadki DOBV-HFRS co stanowito w 41% wszystkich przypadkow
laboratoryjnie potwierdzonych przypadkow i 93 przypadki PUUV-HFRS co stanowi w 59%
wynikow pozytywnych.

W drugiej grupie badanych , zidentyfikowano 43 osoby na 649 ogoétem badanych co
stanowito 6,6% u ktérych potwierdzono utrzymujacg si¢ serokonwersj¢ przeciwcial anty-hanta
wirusowych bez objawow infekcji aktywnej. Grupa ta nie bylta jednolita pod wzgledem na
narazenia na zakazenie, liczba odsetek osob seropozytywnych stanowita 43 osob, poniewaz
wsréd badanych znalezli si¢ zoolodzy, ktorzy byli  badani z powodu wystgpienia
laboratoryjnego ogniska epidemicznego spowodowanego PUUV przeniesionym z hodowanych
nornic rudych. W zwierzetarni laboratoryjnej wsrdd 52 zdrowych zoologdéw stwierdzono az u
21 os6b przeciwciata IgG anty-hantawirusowe a u jednej osoby przeciwciata obu klas zaréwno
IgG 1 IgM. Laboratoryjne badania serologiczne u zoologow wykazaty w 46,3%
seropozytywnych 0sob przeciwciata byty skierowane przeciwko Puumala ortohantawirusowi,
ktérzy pracowali w woj. matopolskim i podlaskim. W analizowanej grupie osob zdrowych byli
badani réwniez lesnicy z dwoch wojewodztw- podkarpackiego 1 lubelskiego i1 ktorych
uzyskano podobne odsetki wynikow wskazujacych na zakazenie hantawirusowe przebiegajace
w przeszlosci i tak przeciwciata anty-hantawirusowe tylko w klasie IgG stwierdzono u 2,4%
lesnikéw podkarpackich ( ze swoisto$cia przeciwciat anty —PUUV) i 3,18% le$nikow na
lubelszczyznie (ze swoistoscig przeciwciat anty-PUUV 1 anty -DOBYV).

Kolejng grupe oso6b badanych byli m. in. rezydenci Domow Pomocy Spotecznej zdrowi
1 wspotdomownicy mieszkajacy w woj. Podkarpackiem w réznych powiatach u ktorych
biezaco rozpoznano HFRS- odsetek oséb pozytywnych w tej grupie roznit si¢ znaczaco, bez
objawow infekcji, zdrowych, ze wzgledu na okoliczno$ci narazenia w rodzinach os6b HFRS+
wykazano obecnos¢ przeciwcial anty-hantawirusowych u 13,8% badanych a w$rod rezydentow

DPS tylko u 2,7% o0s06b, u ktorych serokonwersja byta na podobnym poziomie, jak u lesnikoéw
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podkarpackich (2,4% osob) ale ze swoistoscig przeciwciat anty- DOBV. Nalezy jeszcze
zauwazyC, ze w grupie osob, ktore byty diagnozowane z objawami chorobowymi 44 osoby
skierowane byty do badan diagnostycznych z podejrzeniem HFRS z innych wojewodztw tj. z
lubelskiego, matopolskiego, $laskiego , opolskiego, dolnoslaskiego 1 16dzkiego, u 13 z nich
potwierdzono zachorowanie (29,5%), co stanowito 1/3 wszystkich diagnozowanych osob, w
tym u 11 stwierdzono w surowicach obecnos¢ swoistych przeciwciat obu klasach , tj. IgM 1
IgG au 2 pozostatych tylko w IgG i tak w$rod chorych z woj. lubelskiego rozpoznano DOBV-
HFTS i PUUV-HFRS, z woj. malopolskiego PUUV-HFRS, z woj. §laskiego DOBV-HFRS i
PUUV 1 PUUV-HFRS, z woj. $laskiego DOBV-HFRS 1 PUUV-HFRS, z woj. opolskiego
DOBV-HFRS, z woj. dolnoslaskiego DPV-HFRS i PUUV-HFRS, z woj. t6dzkiego DOBV-
HFRS. Poréwnujac obie grupy chorych diagnozowanych w czasie kiedy mieli obawy, ktore
mozna bylo ukierunkowa¢ na rozpoznanie HFRS  w podkarpackiej grupie oséb
hospitalizowanych odsetek osob pozytywnych miescit si¢ na poziomie 22,5% chorych ( 150
0sOb na 665 badanych ogétem), podobnie byto pomimo mniejszej grupy badanych w grupie

pozakarpackiej tam HFRS potwierdzono u 29,5% hospitalizowanych. Zestawienie grup
badawczych 1 liczby wykonanych badan serologicznych 1 etiologii zakazen
ortohantawirusowych przedstawiono w tab.3. W wyniku wykonywanych badan
serologicznych u o0sob, ktore miaty objawy choroby rozpoznano 164 przypadki HFRS wraz z
zidentyfikowaniem etiologii tych zakazen. Na podstawie analizy odpowiedzi immunologicznej
na zakazenie hantawirusowe stwierdzono swoiste przeciwciata u 81 osob w obu klasach
przeciwcial [gM 1 IgG anty-PUUYV 1u 60 0sob przeciwciata w klasach IgM 1 IgG anty -DOBV,
razem u 140 oséb co potwierdzito u tych chorych aktywny status infekcji. U 24 oséb, ktore
mialy objawy HFRS ale byty badane po zachorowaniu, rozpoznanie HFRS opierato si¢ na
stwierdzeniu w surowicy tych pacjentdow obecnosci swoistych przeciwciat w klasie 1gG 1 taki
status post —infekcyjny zidentyfikowano ul3 oséb jako IgG anty-PUUV obecnie i u 11 oséb
IgG anty- DOBV. W 2 przypadkach PUUV-HFRS wykryto koinfekcja Leptospira, w tym w
jednym przypadku metoda MAT (u aglutynacji mikroskopowe;j ) zidentyfikowano przeciwciata
w mianie 400 przeciwko ketkom Leptospira interrogans serowar Australis ( w wynikach
ELISA anty-Leptospira obecne byly przeciwciala [gM) a w drugim przypadku stwierdzono
przeciwciala przeciwko Leptospira interrogans w mianie 100/200, serowaru nie oznczono (w
wynikach ELISA anty-Leptospira obecne byly przeciwciala IgM). Na podstawie Definicji
przypadkéw chordb zakaznych na potrzeby nadzoru epidemiologicznego, w badanym czasie
tj.pd 2007r. do 2018 r stwierdzono na podstawie spetienia kryteriow laboratoryjnych 140

przypadkow potwierdzonej choroby hantawirusowej oraz 24 przypadki spetniajgce kryteria
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przypadkow prawdopodobnych, ogodlnie 164 przypadki choroby hantawirusowej w Polsce a wg
Migdzynarodowej Statystycznej Klasyfikacji Chordb i Probleméw Zdrowotnych choroby
hantawirusowe sklasyfikowane sg jako A 98.5 .

Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrg znajomosciag wielu technik laboratoryjnych
takich jak badanie immunoenzymatyczne ELISA, immunoblotingu, immunofluorescencji
posrednej, test immunoenzymatyczny Hantaan IgG/IgM Elisa oraz Puumala IgG/IgM, test
immunoenzymatyczny IgG/IgM Elisa Hantavirus Pool 1”Eurasia”, test mikroaglutynacji itp.

Nalezy podkresli¢ do analizy wynikow wprowadzono rowniez dla przypadkow,
laboratoryjnie potwierdzonych zachorowan badania ankietowe zabierajace dane do wywiadu
epidemiologicznego w dochodzeniu epidemiologicznym. Byly to wzory opracowanych oraz
zastosowanie ankiet wtasnych, stanowigcych uzupetnienie wywiadow lekarskich chorych
obejmujace zbiory danych demograficznych, klinicznych 1 epidemiologicznych przedstawione
w formie zalacznikow.

W obrazie klinicznym, HFRS w Polsce jest choroba goraczkowa, z ostrag
maloplytkowoscia 1 skaza krwotoczng, z ostrym uszkodzeniem nerek i powiktaniami
wielonarzgdowymi. Przeprowadzone badania udowodnity, ze etiologia DOBV podwyzszata
ciezko$¢ przebiegu HFRS 18 krotnie. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze liczba identyfikacji HFRS wywotanego przez DOBV u Polskiej populacji jest wyzsza niz
rejestrowana w Europie Potnocnej i Zachodniej rejestrowana w Europie Poéinocnej i
Zachodniej. Obszarem endemicznym, z najwyzszg zapadalnoscig na HFRS w Polsce rejestruje
si¢ w woj. podkarpackim. Analiza wynikéw badan epidemiologicznych 1 serologicznych
przeprowadzonych przez Doktorantke potwierdzono HFRS w 8 wojewddztwach Polski
Wschodniej, Poludniowo- Wschodniej , Potudniowej i Centralnej. Nalezy podkresli¢, ze w
Kraju HFRS jest chorobg skrajnie niedoszacowang zwtaszcza u oso6b narazonych zaréwno
srodowiskowo jak 1 zawodowa na kontakt z tak grozng zoonoza.

W pracy uwzgledniono rdwniez analizg statystyczng przeprowadzonych badan typowa
dla tego typu analiz statystycznych.

Zgadzam si¢ z Doktorantka z twierdzeniem, ze docelowo nalezatoby wprowadzié
nadzor epidemiologiczny typu SENTINEL , ktory polepszyt by nasza wiedze . Z obowigzku
recenzentki proponuje 1 zachgcam , majac réwniez $wiadomos$¢ trudnosci jakie czekajg
Doktorantke¢ proponowatabym wprowadzeniu SENTINELU zaréwno epidemiologicznego jak
rébwniez  wirusologicznego obejmujacy 16 Wojewddzkich  Stacji  Sanitarno-
Epidemiologicznych . Mam petng $wiadomos¢, jest to trudne zadanie, ale jestem przekonana ,

ze zarowno Minister Gtowny Inspektor Sanitarny jak 1 Krajowa Konsultant ds. Epidemiologii
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przyszedlby z pomocag a kwaterg gtowng bylaby WSSE w Rzeszowie, ktéra ma dobrze
wyszkolony personel.

Ma to kolosalne znaczenie , poniewaz monitoring sytuacji epidemiologicznej oraz
enzootycznego rezerwuaru zwierzecego hantawiarusOw na terenie Kraju ma rowniez
znaczenie, bowiem nie wszyscy zdaja sobie sprawg¢ wykorzystania tego czynnika
biologicznego jako potencjalnej broni biologicznej-hantawirusy naleza do uznanych
czynnikow bioterroru.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia
warunki okreslone przepisami art.13 ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule sztuki (tj. Dz. U. z 2017r) i tym samym zwracam si¢ do
Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytet Rzeszowski o dopuszczenie mgr Anny

Nowakowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jako recenzentka pozwolg sobie postawi¢ Cztonkom Rady Naukowej Kolegium Nauk
Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o wyrdznienie rozprawy Pani mgr Anny
Nowakowskiej pt. Wykrycie gorgczki krwotocznej z zespotem nerkowym ludzi w Polsce w
latach 2004- 2018 oraz badania nad jej wystgpowaniem i charakterystykq, ktora to prace
wysoko oceniam nie tyko pod wzgledem merytorycznym ale réwniez oryginalnych rozwigzan
problemu naukowego, wykazanie ogolnej wiedzy teoretycznej Autora oraz umiej¢tnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a takze podjecie, bardzo waznej problematyki w

aspekcie zdrowia publicznego naszego Kraju Polski.
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