RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Nowakowskiej
»Wykrycie goraczki krwotocznej z zespolem nerkowym ludzi w Polsce w latach 2004-

2018 oraz badania nad jej wystepowaniem i charakterystyka”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Nowakowskiej, zostata
przeprowadzona pod kierownictwem prof. dr. hab. n. med. Jozefa Piotra Knapa w Kolegium
Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Praca z zakresu mikrobiologii $rodowiskowej 1 epidemiologii zakazen
ortohantawirusowych ludzi poswigcona jest opracowaniu schematu diagnostycznego
hantawirusowej goraczki krwotocznej z zespolem nerkowym (HFRS) opartego na
zwalidowanych analizach serologicznych oraz wprowadzeniu w schemat diagnostyczny
epidemiologicznych badan ankietowych wilasnego pomyshi, umozliwiajacych ujawnienie
istotnych parametrow epidemiologicznych jedynej rodzimej goraczki krwotocznej
wystepujacej w Polsce.

Badania wykonane w pracy doktorskiej finansowane byly ze $§rodkow budzetowych
dwoch  projektow  statutowych MNiSW: nr N N404 02043636 pt. ,Badanie
seroepidemiologiczne i kliniczne nad wystgpowaniem zakazen hantawirusowych (HFRS -
gorgczka krwotoczna z zespolem nerkowym) u ludzi Lubelszczyzny 1 nad ich
przenosicielami”, nr N N308 091937 pt. ,,Wystgpowanie zakazen hantawirusowych
w rezerwuarze zwierzecym w aspekcie przypadkow zachorowan u ludzi w wojewddztwie
podkarpackim” realizowane w Instytucie Medycyny Wsi w Lublinie, w Wojskowym
Instytulcie Higieny i Epidemiologii w Putawach oraz w Laboratorium Diagnostyki
Medycznej Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Rzeszowie.

Gorgczka krwotoczna z zespolem nerkowym jest odzwierzgca choroba wywolang
przez hantawirusy nalezace do nowo utworzonego rzedu  Bumyavirales i rodziny

Hantaviridae. Do zakazenia czlowieka dochodzi najczesciej droga powietrzng np. poprzez
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wdychanie kurzu pochodzacego z odchodéw gryzoni wérdd ktérych wyrézni¢ mozna nornice
ruda, nornika polnego, myszarke polna, myszarke lesna. HFRS jest jedna z postaci
klinicznych zakazen ortohantawirusowych typowych dla zakazen ludnosci Europy i Azji.
Stad ludno$¢ Polska szczegdlnie w miejscach endemicznego wystepowania wirusa
(wojewodztwo podkarpackie) jest zagrozona infekcjami hantawirusowymi, w przebiegu
ktorych objawy niewydolno$ci nerek sa glownym wskaznikiem klinicznym zachorowania.
W Polsce do 2004 roku nie rozpoznano goraczki krwotocznej z zespotem nerkowym. Stad
tez, wykrycie pierwszego przypadku HFRS w Polsce przez zespét badawczy pod
kierownictwem wybitnego lekarza - epidemiologa, profesora dr. hab. n. med. Jozefa, Piotra
Knapa zainicjowal cykl badan wpisujacych si¢ w glowna o$ zalozen przedstawionej do
recenzji pracy doktorskie;j.

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Anny Nowakowskiej bylo wykrycie wystepowania
rodzimych przypadkéw zakazen ortohantawirusami i wdrozeniem badan nad wykryciem
1 charakterystyka wirusologiczna, kliniczna i epidemiologiczna badanych zakazen w Polsce
w latach 2004-2018. Celem pracy bylo rowniez okreélenie udzialu hanatwirusow DOBV
i PUUV w przypadkach zachorowan na goraczke krwotoczna z zespolem nerkowym
oraz przedstawienie cech charakterystycznych przebiegu klinicznego osob hospitalizowanych
w latach 2004-2018, a takze opracowanie wstepnej analizy sytuacji epidemiologicznej
zakazen ortohantawirusowych ludzi na terenach objetych badaniami wraz z proba ich
ekstrapolacji na sytuacj¢ endemiczna w Polsce.

Uktad pracy w formalnej ocenie jest typowy dla rozprawy doktorskiej i sktada sie
z czg$ci teoretycznej i czgdci badawczej. Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje
206 stron maszynopisu, wlacznie ze spisem tresci, wykazem skrotow, oznaczen
1 terminologii, spisem 45 rycin, spisem 31 tabel, spisem 4 zatacznikow, stowami kluczowymi
jak 1 streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wstepem, celem pracy, materialami
1 metodami badan, wynikami, dyskusja, wnioskami i lista 185 pozycji pi$miennictwa gléwnie
anglojezycznego. Praca jest prawidlo zorganizowana w rozdzialy i podrozdzialy dajac
przejrzysty obraz opisywanych zagadnien. Tekst jest napisany z duza starannoscia jezykowa
i stylistyczng umozliwiajac zrozumiaty odbior przekazywanej tresci.

Opracowanie czesci teoretycznej dysertacji jest kompleksowe i bardzo szczegdtowe.

Obejmuje rozliczne podrozdzialy opisujace zagadnienia dotyczace zaréwno czynnika



etiologicznego zakazen ortohantawirusowych: przynalezno$¢ taksonomiczna, historia
identyfikacji hantawiruséw, budowa wirionu i organizacja genomu hantawirus6w, genetyczne
zroznicowanie wraz z filogeneza molekularna, jak i opis choroby (HFRS)
oraz patomechanizm rozwoju zakazen hantawirusowych w organizmie gospodarza.
Wstep obejmuje takze bogata w tresé epidemiologic choroby z opisem definicji przypadku,
wystgpowaniem zachorowan wsrod ludzi na $wiecie w XX i XXI wieku, wystepowaniem
rezerwuarow zwierzecych, wektorow zakazen hantawirusowych, ekologii zakazen, grup
narazenia (zawodowych, srodowiskowych), ognisk zachorowan, endemii, epidemii, enzoocji
1 epizoocji wérod zwierzat. Ostatni  podrozdziat zostat zadedykowany metodom diagnostyki
laboratoryjnej zakazen hantawirusowych.

Przedstawiony przez Doktorantke w czesci teoretycznej obszerny stan wiedzy na podstawie
aktualnego piSmiennictwa moze stanowié bezcenny material do publikacji artykutu
przegladowego.

W czescei praktycznej Doktorantka zawarta na ponad 86 stronach, 38 rycinach i 28

tabelach bardzo szczegdtowy opis metod diagnostycznych (serologicznych, ankietowych
1 analiz statystycznych) wraz z wynikami. Badania przeprowadzone na przestrzeni 11 lat
w latach 2007-2018 objely grupe 1370 osob, z czego 721 przypadkow ze wskazaniem
klinicznym, 468 z narazenia zawodowego bezobjawowych, 181 z narazenia srodowiskowego
(lesnicy, zoolodzy), pobytowego (rezydenci DPS-6w, wspotdomownicy 0s6b z rozpoznang
HFRS). W badaniach serologicznych wykorzystano test ELISA, a w przypadku reaktywnych
surowic diagnostyke laboratoryjna uzupetniono testem potwierdzajacym immunoblot
/lub immunofluorescencje posrednia (IIFT). Doktorantka wykorzystalta w analizach
serologicznych réznorodne testy komercyjne, a dodatkowo u osob z podejrzeniem HFRS
przeprowadzita badania w kierunku obecnoéci przeciwciat anty- Leptospira celem wykrycia
ewentualnej koinfekcji. Dla przypadkow HFRS potwierdzonych metodami laboratoryjnymi
Pani mgr Anna Nowakowska opracowata ankiety obejmujace dane demograficzne, kliniczne i
epidemiologiczne zawarte w dwoch zatacznikach pracy. Ankietyzacja przeprowadzana byta
przez lekarzy na oddziatach szpitalnych dla przypadkow identyfikowanych na biezaco oraz
przez pracownikow Wojewodzka Stacje Sanitarno-Epidemiologiczna w Rzeszowie podczas
prowadzenia czynno$ci badajacych okolicznosci wystgpienia zakazenia/zachorowania

podlegajacego rejestracji. Opracowane przez Doktorantke ankiety charakteryzuja sie




wysokim stopniem uszczegoétowienia stanu zdrowia pacjenta jak i czynnikOw narazenia
(ocena narazenia w pracy zawodowej, w srodowisku zycia i spedzania wolnego czasu).

W pracy zauwazono drobne bledy natury jezykowej i merytorycznej (ponizej
uszczegblowienie): str. 20 - ... koduje RNA zalezna RNA polimerazg..” - ..koduje polimerazg
RNA zalezna od RNA; str. 22 - ,, jako zmiany delecyjne dotycza wypadnigcia pojedyncze]
lub wiekszej liczby zasad a insercyjne dotycza wstawienia pojedynczej lub wigkszej liczby
zasad” - jako zmiany delecyjne dotycza utraty pojedynczych lub wigkszej liczby
nukleotydow, a insercyjne wstawienia pojedynczych lub wigkszej liczby nukleotydow;
str. 44, 51, 52, 55, 149 - sformutowanie ,,zaraza¢” zastapi¢ okresleniem zakazac;

str 55 - “Wykrycie przeciwcial IgG w diagnostyce infekcji hantawirusowych jest
patognomonicznie potwierdzajace zakazenie” - wykrycie przeciwcial 1gG w diagnostyce
infekcji hantawirusowych jest potwierdzeniem zakazenia; termin ,,patognomiczny” dotyczy
objawéw klinicznych; str. 62, 73 1 79 - ,, rozcienczenia probek: 10 (20) uL badanej surowicy
rozcieficzano w 1000 pL (2 ml) buforu..” - surowicg rozcienczano w proporcji (stosunku)
1:100 poprzez dodanie 10 (20) pL surowicy do 1000 pL (2 ml) buforu; zatacznik nr 5
przywotywany w tresci pracy znajduje si¢ pod numerem 4.

Dodatkowo umieszczam komentarz dotyczacy interpretacji wyniku badania
immunoblottingu przedstawionego na ryc. 9. Wynik testu immunoblottingu EUROLINE
Anty-Hanta Profil 1 IgM/IgG firmy EUROIMMUN przedstawiony w postaci skanu
,Identyfikacja swoistych przeciwcial anty-hantawirusowych w surowicy chorego u ktorego
rozpoznano DOBV-HFRS” (Ryc. 9) przedstawia uklad trzech silnych prazkéw widocznych
na pasku w wyniku reakcji polaczenia przeciwcial zarowno klasy IgM jak i IgG z antygenami
Dobrawa, Puumala jak i Hantaan. Z perspektywy zastosowanych metod diagnostyki
immunologicznej nalezaloby zalozy¢/przyja¢ pewien poziom nieswoistosci reakcji
przeciwciato - antygen wynikajacych z potencjalnych reakcji krzyzowych. Pewna forma
uzupehienia zastosowanych metod serologicznych byloby uwzglednienie technik biologii
molekularnej (np. reakcja PCR w czasie rzeczywistym) opartej na wykrywaniu materiatu
genetycznego ortohantawirusow i tym samym roznicowanie w zakresie —serotypow
szczegblnie w przypadkach klinicznych u ludzi.

Rozdziat dotyczacy wynikéw Doktorantka opisata na 59 stronach w dwoch podrozdziatach:



[. Charakterystyka kliniczna wykrytej gorgczki krwotocznej z zespotem nerkowym ludzi
w Polsce w latach 2004-2018:

II. Charakterystyka wystepowania i narazenia na goraczke krwotoczng z zespotem nerkowym
ludzi w Polsce w latach 2004-2018.

Kazdy z nich jest wyczerpujaco opisany z uwzglednieniem danych zaprezentowanych w 26
tabelach oraz na 20 rycinach.

W badaniach wykonano 1370 oznaczen serologicznych na obecno$¢ swoistych
przeciwcial anty-hantawirusowych w klasie IgM 1 IgG od dwoch grup rozniacych sie
statusem klinicznym: od 721 oséb manifestujacych symptomy infekcji wirusowej z zespolem
objawow sugerujacych HFRS oraz od 649 0sob bezobjawowych (badania retrospektywne).
W obu grupach badanych przestanka do analiz serologicznych bylo podejrzenie o zoonozie
wynikajace z przeprowadzonego wywiadu $rodowiskowego (np. kontakt z gryzoniami czy
narazenie zawodowe). W efekcie badan u % wszystkich chorych potwierdzono etiologie
hantawirusowa gdzie 59% przypadkoéw nalezato do serotypu PUUV, a 41% to przypadki
DOBV-HFRS. W grupie bezobjawowej, wykryto z kolei 6,6% przypadkéw z potwierdzona
serokonwersja przeciwciat anty-hantawirusowych. Byla to grupa specyficzna — obejmujaca
m.in. zoologéw, ktorzy z uwagi na narazenie zawodowe, pracujac w zwierzetarni, w ktorej
odnotowano laboratoryjne ognisko epidemiczne  spowodowane serotypem PUUV
przeniesionym z hodowanych nornic rudych, wykazali obecno$¢ przeciwciat Puumala
ortohantawirusa w 46,3 % czy le$nikow wojewddztwa lubelskiego i podkarpackiego,
u ktorych wykryto podobny odsetek przypadkow seropozytywnych jak u zoologow.

Doktorantka w sposob obszerny i precyzyjny dokonata charakterystyki objawow
klinicznych HFRS uwzgledniajac roznice wystepujace w zalezno$ci od serotypu wirusa
(tabela nr 4 jako podsumowanie danych z przekazanych 130 ankiet oraz tabele od 6-22).
W badaniach wskazano réwniez poziom istotnoéci statystycznej wystgpowania objawow
klinicznych (tab. 5). Pani mgr Anna Nowakowska dokonata rowniez cennej analizy
zalezno$ci migdzy czynnikami DOBYV, PUUV, a wystgpowaniem cigzkiego przebiegu HFRS
w wyniku ktdérej wykazano 18-krotnie wigksza szansg¢ na wystapienie przebiegu cigzkiego
zakazen wywotlanych serotypem DOBV niz w przypadku serotypu PUUV (tab. 26 i 27).

W dalszych badaniach dokonano charakterystyki wykrytej goraczki krwotocznej

z zespotem nerkowym pod wzgledem ekologii zakazen i Jjej wystepowania u ludzi w Polsce




w latach 2004-2018 na podstawie badan ankietowych, wynikow badan kohortowych oraz
analiz dotyczacych okolicznosci narazenia ludzi na zakazenia hantawirusowe oraz na HFRS.
Wyniki badaf przedstawiono na 14 rycinach i w 3 tabelach. Na szczegOlng uwage zastuguje
fakt cyklicznosci zachorowan na HFRS. Doktorantka wychwycita w swoich dlugoletnich
badaniach (rok 2007-2022) wystapienie wzrostu epidemicznego przypadkow HFRS w roku
2014 i 2021. Dodatkowo wskazane zostaly miesiace, w ktorych zaobserwowano szczyt
wystepowania zakazen o etiologii PUUV (lipiec) DOBV (pazdziernik). Choroba czgsciej
dotykata mezczyzn (69%), a przebieg kliniczny nie mial zwiazku z plcig ani wiekiem.
Wartoécia dodang badania z punktu widzenia lokalizacji zakazen jest informacja
o rozmieszczeniu przypadkow HFRS w gminach wojewodztwa podkarpackiego (ryc.31)
z wyraznym zroznicowaniem na obszary przypisane PUUV-HFRS (powiat sanocki i leski)
oraz DOBV-HFRS (powiat przemyski, przeworski, jarostawski, tancucki, rzeszowski) przy
czym najwyzsza liczbg przypadkow HFRS zanotowano w gminie Komancza, pow. sanocki
(33 zachorowania). Dodatkowo przeprowadzone zostaty badania dot. okoliczno$ci narazenia
pobytowego/srodowiskowego i zawodowego. W tym aspekcie Doktorantka rowniez
dostarcza cennych informacji o zwiazku zamieszkiwania w bliskie; odleglosci od naturalnych
siedlisk gryzoni i wykonywaniu prac sezonowych polowych, ogrodowych i w poblizu
domostw na zakazenia hantawirusowe.

W przedstawionych badaniach Doktorantka wyciagnela siedem  wnioskow
odzwierciedlajacych istotne osiagnigcia badawcze, rzucajace nowe $wiatto na bardzo wazny
problem zakazen hantawirusowych w Polsce. Badania dowiodly istnieniu powaznego, jakze
niedocenionego przez lata zagrozenia epidemiologicznego ze strony ortohantawirusow, ktore
co najmniej w postaci dwoch serotypow: Puumala i Dobrava-Belgrade wystepuja w Polsce
w postaci rodzimej (autochtonicznej). Na uwage zastuguje wysoki odsetek zachorowan
w Polsce ze szczegdlnym uwzglednieniem wojewodztwa podkarpackiego. Bardzo cenne dane
z punku wiedzenia epidemiologii uzyskane przez Pania mgr Anng Nowakowska $wiadcza
o wspolwystepowaniu wspomnianych powyzej wirusow w kilku utrwalonych lokalizacjach
w Polsce Poludniowej i Wschodniej. Ponadto zlokalizowano tereny o najwyzszej
zapadalnoéci na HFRS (powiat sanocki i gmina Komancza) co moze mie¢ znaczenie
w profilaktyce tych zakazen na wymienionych terenach. Dodatkowym elementem

korzystnym w zapobieganiu zakazen bylo rozpowszechnienie ankietyzacji wsrod klinicystow



co takze wplyneto na poszerzenie wiedzy o tej groznej chorobie. W zakresie diagnostycznym
opracowanie przez Doktorantk¢ autoryzowanego przez Panstwowa Inspekcje Sanitarng
ankiet jak i opracowanie laboratoryjnego dwuetapowego modelu badawczego stanowi wazne
narzedzie diagnostyczne, ktore moze by¢ wykorzystane w laboratoriach catego kraju.

Reasumujac moge stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pani mgr Anny Nowakowskie]
zostala wykonana z wykorzystaniem nowoczesnych metod diagnostycznych i wnosi istotne
elementy poznawcze dotyczace wystgpowania zakazen hantawirusami w Polsce. Praca ma
rowniez bardzo wazny aspekt praktyczny i wpisuje si¢ w kanon prac epidemiologicznych
o strategicznym znaczeniu dla zdrowia 1 bezpieczenstwa mieszkancow Polski ze
szczegblnym uwzglednieniu wojewddztwa podkarpackiego. Doktorantka wykazala sig
obszerna wiedza teoretyczna w zakresie epidemiologii zakazen ortohantawirusowych, a takze
mikrobiologii $rodowiskowej i posiada wszelkie umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej.

Drobne uwagi zauwazone w pracy W niczym nie umniejszaja wartosci dyzertacji.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska Pani mgr Anny Nowakowskiej pt. ,,Wykrycie
goraczki krwotocznej z zespolem nerkowym ludzi w Polsce w latach 2004-2018 oraz
badania nad jej wystepowaniem i charakterystyka” odpowiada wymogom stawianym
pracom doktorskim, okreslonym w art 187 Ustawy z dnia 1 maja 2023 roku, Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2023.742).

Niniejszym przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowe; Kolegium Medycznego
Uniwersytetu Rzeszowskiego pozytywna oceng¢ rozprawy doktorskiej 1 jednoczesnie
wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Anny Nowakowskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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