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Po raz pierwszy na terenie wojewodztwa lubelskiego4 pracownikéow
lesnictwa, wykryto wysgpowanie swoistych monospecyficznych przeciwciat 1gG
anty-hantawirusomgwiadczicych o wysgpowaniu zakzen ludzi tymi wirusami
i krazeniu zarazka w przyrodzie. Wirusy te nalenajpewniej do serotypéw
Puumala i Dobrava.
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Goraczka krwotoczna z zespotem nerkowym (HFRS), wirissamonoza
wywolywana przez kilka serotypdw wiruséw z rodzdjantawirus (wirusy
RNA, rodzina Bunyaviridae), a przenoszona przezegg@atunkéw drobnych
gryzoni, wysgpuje na calymswiecie, w tym we wszystkich krajach Europy
[2, 9, 10] W Polsce pierwszy przypadek HFRS, potwierdzony legicznie,
zostat wykryty przez nasz zesp6t dopiero w 2004urek woj. podkarpackim
[11], co zaakceptowata Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), uznaj
wystepowanie HFRS na terenie naszego kraju. [&] poprzednich latach,
zarowno rozlegte badania seroepidemiologiczne, ijakycinkowe badania
serologiczne ostatnich lat nie wykryly chorych n&RSE, natomiast wykazaty
obecné¢ w  nieznacznym  odsetku  anamnestycznych  przeciwciat
anty-hantawirusowych w klasie IgG,$wiadcacych o przebyciu -
bezobjawowego lub objawowego — zaémia hantawirusami badanych ludzi
[8, 16, 24,20]. Jedynej, jak daol izolacji Hantawirusa w Polsce dokonat
w 2004r. zespét mdzynarodowy, izolujc z nornika odtowionego w okolicach
todzi, szczep wirusa serotypu Tula [22W 2007 roku wybuchta
w woj. podkarpackim epidemia HFRS (13 zachonbwa

T¢ pierwsz rozpoznaa w kraju epidemi HFRS opublikowano wcZaiej
(11, 12, 15). Okazuje size rejon wschodniego Podkarpacia jest pierwszym
wykrytym regionem endemii HFRS w kraju. Jeden zpt3ypadkow wysipit
w makroregionie  Pétnocne  Podkarpacie, w miejséawo Dabrowka
na zachodnim krecu wielkiego kompleksu fmego (Puszcza Solska, Lasy
Janowskie, Roztocze), agnacego s¢ potudnikowo na przestrzeni 150 km,
az do granicy z republik Ukrainy. Przypadek ten, o bardzazim przebiegu
(wymagat terapii nerkozagiczej), wywotany najpewniej serotypem Dobrava,
sktonit nas do przeprowadzenia baderologicznych i klinicznych pracownikéw
lesnych Roztoczaskiego Parku Narodowego (RPN), pmoego w potudniowo-
wschodniej cgsci omawianego kompleksu sieego, w odlegtéci ok. 60 km
na wschéd od miejsca wspomnianego przypadku HFRS.

MATERIAL | METODY

Badaniu poddano surowice pobrane w 2007 roku od p®&kownikow
nadlgnictw w ramach obligatoryjnych i rutynowych badasnikéw w kierunku
boreliozy z Lyme jako choroby zawodowej. Badaniakenano w trzech
rejonach: 1) obszar nadtéctwa w Putawach (n = 53); 2) obszar nadietwa
w Biatej Podlaskiej (n = 13) na pdtnocy wojewodztivdelskiego; 3) obszar
okolic Zwierzyaca w potudniowo-wschodniej Lubelszénye (n = 95), w tym
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46 lesnikbw Roztoczaskiego Parku Narodowego (RPN) i 49 z néxietwa
Zwierzyniec. Przeciwciata swoiste w kierunku HFR$kwto jedynie na terenie
Roztocza (3 przypadki) i w Nadiaictwie Putawy (1 przypadek). U kdego
zczworga 0sOb, u ktorych stwierdzono obéénoprzeciwcial anty-
hantawirusowych, przeprowadzono wywiad epidemiamngy i kliniczny, oraz
ogoblne badanie internistyczne i biochemiczne. Oreéwi wykrytego zjawiska
poswiecona jest ta praca.

Znaczna og¢ RoztoczaSrodkowego (w tym caly RPN) pokryta jest lasami:
rosnie tu bor jodtowy oraz buczyna karpacka. Wpsia tez: jawor, olsza,
swierk, modrzew, sosna, grab, lipa i inneeznie 31 gatunkéw drzew. Obfiio
nasion tych drzew (zwlaszcza orzeszkéw bukowychyvqoje bogactwo
wystepowania drobnych gryzor{Rodentia)oraz owadgernych (nsectivora)—
jak np. ryjowki Soricidae) - bedacych rezerwuarem i wektorem szeregu
patogenow cztowieka, w tym i Hantawirusow.

Lasy nadlénictwa Putawy (Gora Putawskayrzyn), to lasy gtownie fciaste
i mieszane, w ktérych wygbuje g@sty poszyt — zbita warstwa krzewow
i mlodych drzew, rosqgtych obok runa i drzewostanu. W lasach tych,
stwierdzono wysaok aktywnaé kleszczylxodes ricinus,jedma z najwyzszych
w makroregionie lubelskim [26].

METODY BADAN SEROLOGICZNYCH

Kolekcje surowic utworzono w roku 2007 w zyzku z prowadzeniem bafla
nad wysgpowaniem boreliozy u oséb zawodowo r@arach na zakeaenie
w obszarach knych. Do grupy badanych na#di lesnicy oraz pracownicy
zwiazani z gospodatklesna. Krew pobrano od pracownikéw: w marcu 2007r.
(Nadlgnictwo Putawy), w listopadzie 2007 (Nagéectwo Biata Podlaska)
i wgrudniu 2007 — Nadmictwa Zwierzyniec oraz Roztoarskiego Parku
Narodowego. Prébki, do czasu rozpgga bada w kierunku zakzen
hantawirusowych, przechowywano w warunkach zaem@ w temperaturze -
20°C.

Kazda surowie, précz bada metod, ELISA w kierunku boreliozy z Lyme
(BL) w klasach IgG i IgM, poddano badaniom w kigkurprzeciwciat swoistych
anty Hantavirus Badania te wykonanazywajac trzech komercyjnych zestawow
diagnostycznych do testbw ELISA, immunofluorescencposredniej
i immunoblot, ktére omawiamy par;.

ELISA

Zastosowany test immunoenzymatyczny (Hantaan IQG/ELISA oraz
Puumala IgG/IgM ELISA firmy PROGEN) wykorzystuje tggeny
rekombinowane biatka nukleokapsydu szczepu CG B5-(Hantaan) oraz
szczepu CG 18-20 (Puumala).

Wyniki odczytywano wg kryteriow podanych przez puodnta testu.
Obecna¢ przeciwciat 1gG anty Hantavirus (wynik pozytywny) dla obu
serotypow ustalono na poziomie #yzym ni 1,5; brak przeciwciat IgG anty
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Hantavirus(wynik negatywny) dla obu serotypéw ustalono naipmie nizszym
niz 1,0; wynik w strefie szarej @tpliwy) ustalono na poziomie poruzy
1,0 — 1,5 wartéci odczytywanego wspotczynnika. Obeéé@rzeciwciat IgM
anty Hantavirus (wynik pozytywny) dla obu serotypéw ustalono na ipode
wyzszym ni 2,0; brak przeciwciat IgM antyHantavirus (wynik negatywny)
dla obu serotypéw ustalono na poziomigsaym ni 1,0; wynik w strefie szarej
ustalono na poziomie pomuzy 1,0-2,0 warkei odczytywanego
wspotczynnika.

Wyniki formutowano w kategorii jaksiowej: przeciwciata klasy I1gG / IgM
anty Hantavirus obecne/nieobecne, oraz w kategoriisciowe] okrelajac
stosunek ODQ@ptic Density prébki do OD zastosowanej surowicy referencyjnej.

TEST IMMUNOFLUORESCENCJI PEREDNIEJ

Zastosowany test immunofluorescencji sigalniej (Hantavirus Mosaic
IgG/IgM IIFT firmy EUROIMMUN) wykorzystuje linie konérkowe Vero
zainfekowane odpowiednio szczepami Hantaan, Puyn@dmul, Saaremaa,
Dobrava, Sin Nombre.

Wyniki odczytywano wg kryteridw podanych przez pnodnta testu.
Obecnd¢ przeciwciat IgG lub IgM antyHantavirus (wynik pozytywny)
dla poszczegolnych serotypow odpowiadat wywniu fluorescencji, przy czym
intensywnd¢ fluorescencji oznaczano wedtug skali: ,+” fluorescja o niskiej
intensywndci; ,++" fluorescencjia o0 intensywsoi znacacej;, ,+++”
fluorescencja o wysokiej intensyw§th. Brak przeciwciat antyHantavirus
(wynik negatywny) dla poszczego6lnych serotypéw etdzano na podstawie
braku fluorescencji. Za swoist reakcg fluorescencji  uznawano
charakterystyczne §wiecenie ziarnisri w cytoplazmie zainfekowanych
komérek, ukladajce st pojedynczo, grupami lub pasmowo wokd&dér
komérkowych od strony cytoplazmy. Fluorescensy innych elementach
komorek np. w 4drze, pderkach lub w calych komérkach traktowano jako
reakcg nieswoiss, bez znaczenia diagnostycznego.

Wyniki formutowano w kategorii jakiziowej: przeciwciata klasy IgG/IgM
antyHantavirusobecne/nieobecne.

IMMUNOBLOT

Zastosowany immunoblotting (Bunyavirus 1gG/IgM fiyrmMIKROGEN)
wykorzystuje antygeny rekombinowane biatka N nukbgasydu odpowiednio
szczepu Puumala, Hantaan, Dobrava, Seoul.

Wyniki odczytywano wg kryteriow podanych przez puodnta testu.
Obecndé¢ przeciwciat IgG lub IgM antyHantavirus (wynik pozytywny)
dla poszczegoélnych serotypéw w technis&ipe - line assayodpowiadat
porownaniu intensywrici paska cut off testu z paskami reakcji
immunologicznej pomeidzy przeciwciatami a naniesionymi na memigran
antygenami  hantawirusowymi.  Brak przeciwciat antyHantavirus
(wynik negatywny) dla poszczegoélnych serotypow etdzano na podstawie
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braku obecn&i charakterystycznych paskéw. Za swpiseakcg w tescie

uznawano pojawienie gijednoczesne dwoéch odczytow: jednego dla reakcji

przeciwciat z komponentem antygenowym zphoym ze wszystkich
ww. szczepow oraz drugiego, dla co najmniej jedre@jedynczego szczepu.

Whyniki formutowano w kategorii jakawiowej: przeciwciata klasy IgG/IgM
antyHantavirusobecne/nieobecne.

WYNIKI

Wyniki bada przedstawiono w Tabelach | i Il. Spod 161 l&énikow
przebadanych serologicznie, wyniki dodatnie w kidau swoistych przeciwciat
anty-hantawirusowych w klasie IgG, stwierdzono jgdyu 3 (1 kobieta,
2 ngzczyzn) spérod 95 pracownikéw kmych pracujcych w RPN
i Nadlesnictwie  Zwierzyniec, a zamieszkalych w Zwiefizy oraz
u 1 mezczyzny z 53 pracownikow nadleictwa Putawy (Tabela Il). Nie wykryto
swoistych przeciwciat w klasie IgM. Cztery osobyraggmozytywne spetniaty
wszystkie kryteria Crowcrofta i wsp. [5], okreslajace ekologiczno-
epidemiologiczne czynniki ryzyka zatenia Hantawirusami wsrodowisku.
Przeciwciala antyorrelia burgdorferi (tacznie w klasach IgG, IgM
lub obydwu), wykryto u 58 ze 161 badanych os6b %3@abela I.). Uzadnej
z40s6b nie wygpita w przesziéci choroba wymagaga terapii
nerkozas{pczej.

Tabela I. Zestawienie dodatnich wynikdw serologicznych w kigtu Hantawiruséw i boreliozy
z Lyme u l&nikdéw.
Tablel. Results of the serological examination of forestoykers for the presence of antibodies
against hantaviruses and Lyme borreliosis agent
Taéﬂuua . Conocmasnenue nonosicumenvhulx pes3yiiemamaoe cepojlocudecKux mecmoe 6
Hanpasenenuu xanmagupycos u bonesnu Jlaiima y n1ecoooos
Taonuya | . 3icmasnenns noO3UMUSHUX pe3yIbIMAMiI6 CepONOIUHUX MECMi8 Y HANPAMKY
Xanmasipycie i xeopobu Jlaiima y nicienuxia

Obecne Obecne . .

Nadleni Liczba przeciwciata przeciwciata G TP
adlenictwo dla
zbadanych anty- antyB. B. burgdorferi
Hantawirusowe burgdorferi )

ngg%%@y“sk' Park 46 3 (6,52%) 21 (45,6%) 1(2,17%)
Zwierzyniec 49 (-) 18 (36,7%) 2 (4,08%)
Putawy 53 1 (1,9%) 13 (24,5%) 3 (5,66%)

Biata Podlaska 13 (-) (-) (-)
EACZNIE 161 4 (2,5%) 52 (32.3%) 6 (3,73%)
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DYSKUSJA

Pierwsze badania ludém Lubelszczyzny w kierunku zaken
Hantawirusowych (i pierwsze w ogdéle badania Hantasdw w ekosystemie
regionu), wykonano, wybierg} jako metod przeghd serologiczny— prébek
surowic zgromadzonych przez Instytut Medycyny Wdiwblinie.

W przeghdzie serologicznym znalazty ¢si probki z trzech regionéw
Lubelszczyzny. Pierwszym, byt obszar Nadietwa Zwierzyniec oraz
Roztoczaskiego Parku Narodowego, czyli region, ktéry berednio wielkimi
kompleksami lénymi taczy sk z potnocm czscia Podkarpacia — obszarem,
gdzie rozpoznano w 2007 r. przypadek HFRS - zasham@ przebiegagego

Z ciezkim obrazem Kklinicznym. Kolejne rejony Lubelszczyznz ktérych
pochodzity surowice, byly obszarami, gdzie wypsija podobne, die kompleksy
lesne. Podobigstwa socjo-przyrodnicze regiondéw stagic czsto podstaw
analizy epidemiologicznej i wykazania udziatu zaaw nowo rozpoznawanych
terenach — tak byto np. przy identyfikacji hantawibw w zakaeniach ludnéci
Podkarpacia, gdzie istniaty podohstwa tego regionu do blisko patmych
obszar6w endemicznych zachor@wana Stowacji [7]. Analizujc
charakterystyczne cechy rozprzestrzeniania tej zoonozy na Podkarpaciu,
oceniono,ze Lubelszczyzna nie posiadéa podobny potencjat wygbowania
ognisk przyrodniczych zaken hantawirusowych na swym obszarze. Badane
prébki, cenne z powodu uwarunkofwapidemiologicznych, mialy dodatkowo
ten walor,ze pobrano je w 2007 roku — w okresie @wizonej zachorowalsoi
na HFRS w Europie, a w Polsce w okresie pierwszgjoratoryjnie
potwierdzonej epidemii na Podkarpaciu.

W latach 2008 - 2009 przebadano 161 surowic z laziselyzny, poszukag¢
u badanych obecto swoistych przeciwciat antyHantavirus Wyniki bada
serologicznych uzyskiwano etapowo, wykorzystujrzy metody diagnostyczne
o0 r&nym stopniu identyfikacji reaktywsoi. W pierwszym etapie bafia
jako badanie przesiewowe wykorzystano test ELISAdéatyfikacji przeciwciat
lgG dla serotypu Hantaan i réwnolegle dla serotypuumala. Wyniki
pozytywne, powyej poziomu 1,5 dla IgG (pierwsza kategoria wynikéw)
uzyskano dla 4 prébek, z czego w dalszym toku baadéwierdzono 2. Zwraca
uwag; fakt, ze otrzymano d& liczna grug wynikbw w strefie szarej
tzn. w przedziale 1,0-1,5 dla IgG oraz blisko gegnikryterium odczytu
dla wyniku negatywnego tzn. paej 1,0 dla IgG. € drug kategoré wynikow —
w ilosci 16 nie odrzucono z dalszych badapoddano je analizie w dwoch
testach weryfikujcych: immunofluorescencji i immunoblottingu, dlap2obek
potwierdzajc wykrycie swoistych przeciwciat IgG antyantavirus W sumie,
z przebadanych 161 oso6b, wyniki dodatnie wskgzmujna wykrycie swoistych
przeciwciat klasy IgG uzyskano dla 4 oséb. Trzy izhnbyly zatrudnione
naterenie Roztochakiego Parku Narodowego, a jedna w Néadlgwie
Putawy.

W przypadku diagnozowania zaké hantawirusowych u o0soOb, ktore
zgtaszaj objawy chorobowe zwrane z garczka krwotoczrm z zespotem
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nerkowym (HFRS, Haemorrhagic Fever with Renal Syndrgme
takie posgpowanie diagnostyczne — rozszeseaj zakres badaprzez whczanie
do weryfikacji wynikbw o wartéciach pontej przygtego kryterium odczytu -
nie ma uzasadnienia, ze wgdl na szybkie pojawianie esiswoistych
przeciwciat ( IgM - od 3 dnia wygpienia ostrych objawoéw chorobowych, 1gG —
od 7 dnia) i diagnostycznie znamienny przyrost @owi przeciwciat IgM
jak i 1IgG wraz z kolejnymi dniami choroby.

Natomiast wykonywanie badav grupie oséb bez informacji o wggbwaniu
charakterystycznych objawéw HFRS (prébki pochodztykolekcji surowic
zebranych do badaw kierunku boreliozy), spowodowato rozszerzenie grupy
oséb poddawanej weryfikacji tak, by unénsytuacji pomijania analizowania
surowic od osob, ktére mogty by fazie zakaenia tu przed wytworzeniem
odpowiednio wysokiego poziomu przeciwciat 1gG (tutaezano badanie
przeciwcial w klasie IgM) lub, u ktérych po zalemiu w przeszici poziom
swoistych przeciwciat mogt spado wartdci nizszych od kryteriéw odczytu dla
probek dodatnich (przeciwciata IgM utrzyraigie zwykle 3-6 miesicy, ale te
na nizszym poziomie do 2-3 lat, przeciwciata 1gG utrzymgic kilka Iat,

i dtuzej). Rozszerzenie dla kolejnych 2 os6b badanieeatidikack przeciwciat
w klasie IgM nie przyniosto powkszenia puli os6b dodatnich, poniewaie
zdiagnozowano przeciwciat w klasie IgM w testachmumofluorescencji
posredniej i immunoblottingu; pomimaziw tescie ELISA uzyskano 4 wyniki
wskazujce na odczyty podniesione do granicy wynikow poaytych, uznano
te wyniki za diagnostycznie nieswoiste.

Zastosowanie immunoblottingu do weryfikacji wynikgezytywnych w técie
ELISA okazalo si najbardziej swoigt metod, potwierdzania identyfikacji
przeciwciat anty Hantavirus RoOwnolegte  zastosowanie = metody
immunofluorescencji pwedniej stworzyto midiwosé sklasyfikowania prébek -
dodatnich w técie ELISA a ujemnych w immunoblocie, jako nies$ooé
dodatnich.

Zauwaono take, ze odczyty absorbancji w zastosowanynicie ELISA
sa zgodne z ogoln zasad: obecné¢ swoistych przeciwciat w danej klasie
przeciwcial oznacza wzrost poziomu odczytu takpitidbek badanych w deie
Hantaan jak i w t&ie Puumala, poniewaobie grupy hantawirusow mimo
oddalenia w filogenetycznym pochodzeniu, w testaskrologicznych
uwidaczniajq swop bliskos¢ antygenow. Kazdorazowe wysipienie innego
ukladu wynikéw, nt wg zauwaonej zasady, zostawato zweryfikowane przez
bardziej swoiste testy immunofluorescencji a przedzystkim immnoblotu,
jako reakcje diagnostycznie nieswoiste.

Dodatkowo zastosowany test immunofluorescencfrgmniej dawat ciekawe
mozliwosci interpretacji i wnioskowania o przynatesci krazacych wirusow
do znanych serogrup/serotypéw hantawiruséw, poprzemliz wynikow
dla poszczego6lnych 6 serotypow tj. Hantaan, Puuym&aoul, Saaremaa,
Dobrava, Sin Nombre.

Koncowy interpretagi bada serologicznych oparto na zaémiu, ze mimo
braku bada z rodzimego materialu genetycznego hantawirusoelazczyzny
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jak i z Podkarpacia (brak analizy genetycznej varpschodzcego z materiatu
biologicznego od ich naturalnych przenosicieli (mpyzoni) kadz z probek
od ludzi we wczesnej fazie zalemia (RNA wirusa mzna zidentyfikowa
do 4 dnia od wyspienia ostrych objawéw chorobowych), fma na podstawie
przeprowadzonych bafisgserologicznych wskazamazliwy serotyp hantawirusa
jako potencjalnie odpowiedzialnego za zak@a ludndéci tych regiondw —
dla serogrupy: Hantaan/Dobrava/Seoul - wirusa Dabra dla serogrupy:
Puumala - wirusa Puumala. W sumie u 4 o0so6b, u &onyykryto swoiste
przeciwciata klasy IgG antidantavirus- mazliwa przynalenos¢ do serogrupy
Puumala stwierdzono u 2 0s6b z Roztéskéego Parku Narodowego,
a przynalenos¢ do serogrupy z udziatem wirusa Dobrava stwierdasriocosoby
Zz Roztoczaskiego Parku Narodowego i 1 osoby z Nédietwa Putawy.
Potwierdza to nasze wyniki z terenu Rzeszowszczpzlagznym wys¢powaniu
2 serotypéw: Puumala i Dobrava (12, ).150becné¢ tego ostatniego,
odpowiedzialnego za gikie Kklinicznie przypadki HFRS ludzi (odnotowane
takze przez nas na Podkarpaciu), nakazato nam zwrocevagi na maliwosé
wystepowania atzkich postaci HFRS (niewydold§é nerek wymagajca terapii
nerkozasfpczej, skaza krwotoczna, matoplytkoWp zoftaczka) take
w makroregionie lubelskim (badania w toku).

Wykrycie swoistych, monospecyficznych przeciwciahamnestycznych
w klasie 1gG u trojga knikéw RPN pracujcych w lasach okolic Zwierfga, -
wskazuje na przebyte zalemie (objawowe lub bezobjawowe) hantawirusami.
Swiadczy zarazem o kteniu tych wiruséw w biotopie laséw Roztoasaiego
Parku Narodowego. Wielkie, mieszane lasy RoztScmakowego tworz wraz —
Z taczacymi sk, od potudnia i zachodu — Lasami Janowskimi i Pus&olsk,
jeden z najwgkszych w Polsce (i Europie) zwartych kompleksownyeh,
o wyjatkowo bogatej florze i faunie. W tak urozmaiconymotbpie wystpuje
krazenie wielu wiruséw, bakterii, pasgtdéw, z ktérych szereg wykazuje
patogenn& dla ludzi i zwierat [1, 3, 4, 17, 18, 23, 26]. Wksza¢ z nich
tworzy trwaly element ekosystemu, akic pomkdzy r&nymi gatunkami
zwierat — a take w sprzyjajcych warunkach, poradzy ludzmi — i tworzc
tzw. ,ognisko przyrodnicze” (angnatural focus, natural nidalily Wedlug
uproszczonej, lecz trafnej definicji, jest to ,obszwystpowania zakzenia
w przyrodzie, gdzie zarazekaky przez diugie lata”. Na terenie Roztocza bogata
jest rownie fauna drobnych ssakow: gryzoni z 3 rodzin (myszewa
nornicowate i popielicowate), oraz owadonych (np. ryjowki) [14]. Wyniki
bada nad nimi przedstawit juw roku 1948 profesor Witold Skuratowicz [21],
z& w latach 50-tych XX wieku w powiatach KrasnystaWomaszow Lubelski,
przebadata je podatem wystpowania zoonoz, ekspedycja z naszego Instytutu
[17]. Badania Micromammalia Roztocza & nadal kontynuowane przez
zoologow [27, 28]. & one wane dla naszego, interdyscyplinarnego zespotu,
gdyz — oprécz wdraonych bada epidemiologiczno-klinicznych, nieztine jest
rébwniez wirusologiczne badanie drobnych ssakéw, jako nipliwego
rezerwuaru — i zarazem wektora — wysoce patogenngieh cztowieka
Hantawiruséw. Testy z przeciwcialami monospecyfjean  wskazug,
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ze najpewniej (rozstrzygagy bytby test neutralizacji) émicy RPN mieli kontakt
z hantawirusami, zaréwno Puumala, jak i DobraBagactwo drobnych gryzoni
na terenie RPN (i calego Roztocza), dobrze ttumagmtepowanie tych catkiem
odmiennych  serotypoéw, jako przenoszonych przezzneg6 gatunki
Micromammalia

Wykrycie pierwszego w Polsce przypadku HFRS przagzreespét w roku
2004 (1), a nasipnie stwierdzenie w latach 2007-2008 ogniska epicamego
HFRS na Wschodnim Podkarpaciu, riaoego na niewtpliwy teren endemii
(3 zachorowania do 1 wragia 2009 r.) wykazatyze HFRS jest chorabrealnie
wystepujaca — zapewne od setek lat — w Polsce, a jedynie rpeznawaa
z braku maliwosci diagnostycznych. Co wgej, cezkos¢ przebiegu klinicznego
choroby na wschodnim Podkarpaciu (zespétrebowo-nerkowy, zéttaczka,
niewydolng¢ nerek wymagagca powtarzanej terapii nerkozgstzej, skaza
krwotoczna), przeczy pochopnym uogdlnieniom tymakaenie hantawirusami
nie stanowi problemu epidemiologicznego w Polscawat w populacji
podwyzszonego ryzyka. Rzadkie wygpbwanie przeciwciat (..) wskazuje jednak
na maliwos¢ zakaen o bezobjawowym przebiegu” [24]. Wyshuto
je na podstawie badaw roku 2008 144 knikoéw z wojewddztwa opolskiego,
sparod ktérych swoiste przeciwciata monospecyficznekmyio u 8: anty —
HNTV u 4, anty-PUUV u 2 i anty-DOBV u 2 [245adkowska-Todys i wspie
wykryli przeciwciat antyHantavirus u zadnego spod 86 lénikéw Gornego
Slaska, obecn@& przeciwciat IgG stwierdzono natomiast u 9 z 78 %)1
zoologoéw badajcych w terenie drobne gryzonie [20]. TakGrygorczuk i wsp.
wykryli przeciwciata anty-Hantawirusom w klasie 1gG6 z 69 (8,7%) knikdw
na Biatostocczgnie [8]. W 3 przypadkach byly to przeciwciala afyuUV,
w 2 anty-HNTV, za w jednym przypadku, fmika kontrolupcego caly teren
Podlasia, przeciwciala monospecyficzne wy#y przeciw obu serotypom [8].
W swietle bada naszego zespotu ha Rzeszowszoiy, w cytowanych pracach
odsetek przeciwciat w klasie I1gG jest znaczniesry, ponadto wadnej z nich
nie wykryto ostrego przypadku choroby, potwierdzpmebecnécia przeciwciat
swoistych anty-IgM. W latach 2004-2010 (I-I\ykrylismy w kraju kcznie
27 przypadkdéw ostrego objawowego HFRS, potwierdgoneerologicznie.
Znaczna wgkszas¢, bo 25 chorych, dotyczyta Pogdrza Karpackiego,kBies
Niskiego i Bieszczad.

Przeprowadzone pod koniec XX wieku badania IMW vgta
u pracownikbw RPN obecké przeciwciat przeciw Borrelia burgdorferi
i kleszczowemu zapaleniu mézgu (KZM), dokumegtupbecnéé zakaonych
tymi drobnoustrojami kleszczy [1, 18]. Nasze niedawbadania wykazaly
bezpdrednio obecn& szeregu patogendw cztowieka i zwigrav kleszczach
odtowionych na terenie RPNB( burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum,
Babesia microtii Bartonella spp.) [4] Sparod 606 kleszczyxodes ricinus,
odsetek zakanych (wykrytych metogd PCR) wynosit odpowiednio:
dlaB. burgdorferi sensu lato — 11,6%, dl&. phagocytophilum— 6,1%,
dlaB. microti— 0,5% i dlaBartonellaspp. — 2,2%. Ponadto u 6,5% kleszczy
wystepowata koinfekcja B. burgdorferi i A. phagocytophilum.Obecnéc¢
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w przedstawionym materiale wysokiego odsetka preciat
anty -B. burgdorferi u leSnikbw zwiazanych od lat praci zamieszkaniem
z danym terenem, jest fg@dnim dowodem na wysekaktywna¢ kleszczy,
co zresz{ bezpdrednio wykazaly na tym terenie badania [264czne wyniki
tych badéa uprawdopodabniaj hipotez Dutkiewicza o transmisji
(wektorowaniu) zaksen hantawirusowych tade poprzez kleszcze, a nie jedynie
— drogs wziewrn — przez pytsrodowiska zakzonego wirusami Hanta
pochodzacymi z odchoddw gryzoni — nosicieli tych wirusé@latego zespot
Instytutu podyt we wrzéniu 2009r. odidbw kleszczy z terenu RPN
dla poszukiwania w nich sekwencji RNA wiruséw. Dtaavym czynnikiem,
sprzyjapcym rozsiewowi wiruséw dragpowietrzra, sa wiatry, bardziej nasilone
na terenie wiynnego garbu Roztocza, wypizonego w liczbach
bezwzgtdnych na 100-150 metrow w stosunku do otacyah
go mezoregionow.

Przedstawione wyniki badato ciekawy materiat do wsgbnej analizy
na temat wyspowania zakzen hantawirusowych na Lubelszczye: rodzaju
ich serogrup (determimagych w gtdwnej mierze ¢ikos¢ przebiegu klinicznego
HFRS u ludzi), flogenetycznego zmticowania molekularnego tych wirusow,
rodzaju gtébwnych przenosicieli pd ssakédw, mdiwosci wspotudziatu
kleszczy w transmisji wiruséw, a tak wptywdéw warunkéw fizjograficznych
na tworzenie ognisk przyrodniczych hiperendemiiazakia hantawirusowego.
Odpowiedzi na te pasjoruge pytania mog przynigé dalsze badania—
na szerszym materiale i z zastosowaniem techniketgkin molekularnej.
Nalezy jednak doceniajuz dokonane wdrzenie do rutynowej diagnostyki bada
serologicznych w kierunku hantawiruséw u ludzi rexehie wojewodztwa
lubelskiego, umdiwiajacych diagnostyk przypadkéw HFRS niegtpliwie
wystepujacych, lecz daid nierozpoznanych. Badania te dokonaniecprss]
oceny seroepidemiologicznej wygbwania tego zakania na Lubelszczypie.

Jwz po zak@czeniu tej cgsci pracy, swoiste przeciwciata anty hantawirusowe
wykryto u lenikdw 4 kolejnych nadiictw Lubelszczyzny, w tym nadieictwa
Jozeféw na Roztoczsrodkowym, bezpérednio na potudnie od RPN.

WNIOSKI

1. Stwierdzenie — po raz pierwszy na terenie makroregilubelskiego -
obecndci swoistych przeciwciat anamnestycznych (klaga)lgntyHantavirus
(serotypy Puumala i Dobrava) w surowicy trojga spd 46 lénikéw
Roztoczaskiego Parku Narodowego (6,52%) u jednego z S8ikéw z okolic
Putaw, oznacza kgenie wirusa wsrodowiskach tych regionow z wtérnym
zakaeniem ludzi z grup narania zawodowego. U 58 badanych (36%) wykryto
rowniez przeciwciata antBorrelia burgdorferiw klasach 1gG i/lub IgM.

2. 4 osoby seropozytywne w klasie IgG, to pracownenil spetniaacy
wszystkie kryteria nav@nia zawodowegosrodowiskowego.

3. Wdrozone zostaly epidemiologiczne i kliniczne poszukiigan
przypadkow zachorowiana goaczkg krwotoczry z zespotem nerkowym (HFRS)



Obecnd¢ przeciwciat anty-Hantawirusowych ... 213

u ludzi na badanym obszarze.

4. Niezbedne -] interdyscyplinarne badania (wirusologiczne
z zastosowaniem metod genetyki molekularnej, sgicdoe i teriologiczne)
drobnych ssakow, zwlaszcza Roztocza, jako gighwego — lecz catkowicie
nam do4d nieznanego — rezerwuaru, i zarazem wektora, @ivusianta -
w omawianym ekosystemie. Rozpetz rowniez badania kleszczy jako
potencjalnego wektora hantawirusow.

5. Planowane § dalsze badania pracownikéwsétgch r@&nych obszaréw
Lubelszczyzny w kierunku przeciwciat anty-hantawowych.

J. P. Knap, A. Nowakowska, J. Dutkiewicz, V. Zaj A. WJ4jcik-Fatla,
J. Chmielewska-Badora, Z. Strupieniuk

DETECTION OF ANTIBODIES AGAINST HANTAVIRUSES IN FORESTRWORKERS
OF THE ROZTOCZE NATIONAL PARK AND PULAWY FOREST INSPECTRATE
(LUBLIN MACROREGION)

PRELIMINARY REPORT

SUMMARY

Blood serum samples from 161 forestry workers engdowt 3 forestry inspectorates
and at Roztocze National Park (all in the LublingiRe) were examined by 3 serologic tests
(ELISA, indirect immunofluorescence, immunoblotfingpr the presence of IgG and IgM
antibodies directed against hantaviruses. From gmBnseropositive reactions, only with
the antibodies of IgG class, were found in 3 out46f examined forestry workers employed
at the Roztocze National Park (6.5%) and in 1 oub®fexamined forestry workers employed
at the Pulawy forestry inspectorate (1.9%). Out @eropositive results 2 were classified with the
presence of antibodies directed against Puumatatypey, while the remaining 2 were classified
with the presence of antibodies directed againsbr®@m serotype. The cases described
in the present work of positive reactions of hunsama with hantavirus antigens are the first
to be reported from the territory of the Lublin Macegion. In the examined group of 161 forestry
workers, in 58 persons (36%) the presence of dpeaeifitibodies directed against Borrelia
burgdorferi was also found.

0. II. Kuan, A. HoBakoscka, S. JyrkeBuu, B. 3aiionu, A. Byhuuk-®Parns,
H. Xmenescka-bagopa, 3. CTpyneHook

OBHAPYXEHHUE AHTU-XAHTABHUPYCOBBIX AHTHUTEJI ¥ JIECOBOJOB
HAIIMOHAJIBHOT'O ITAPKA HA PACTOYLE 1 IECHUYECTBA I1VJIABBI
(JIFOBJIMHCKUWIA MAKPOPET'HIOH)
[IPEJIBAPUTEJIbHBIA OTYET

AHHOTAIUA

B ceiBopoTke kpoBu oT 161 paboTHHKa JIECHOrO XO3sIHCTBA, pabOTAIOMIMX B TPEX JIECHBIX
paiioHax W HAIMOHAIBHOM mapke Ha Pacrouse (JIFOOJIMHCKOE BOEBOJCTBO) OBLIH 0OCIEIOBAHBI
B Tpex cepojorndeckux peakuusx (MDA, HermpsmMoid HUMMYyHO(IIOOPECHECHINH, HMMYHOOIOT)
Ha Hajquuue aHturen B kimaccax 10G wm  IgM, HampaBiaeHHBIX TPOTHB XaHTaBHPYCOB.
Hemnocpenctenno B knacce 1gG monoxuTenbHbIe pe3ysbTaThl ObUIN BBISIBICHBI TOJBKO Y TPOUX
u3 46 uccienyeMblx pabOTHHKOB HaLMOHAIBHOrO mapka Ha Pacrouse (6,5%) m y oxHoro
u3 53 06cmenoBaHHBIX COTPYIHHKOB JecHuuecTBa Ilymassr (1,9%). 13 yeThipex CepoOnO3HTUBHBIX
pe3ysIbTaToOB, JBa OBUIM KIaCCU()UUIUPOBAHBI, KAK HAJIMYME AHTHTE] HAIPABICHHBIX HPOTHUB
ceporuna Ilyymana, a aBa IpYrMxX Kak HaJM4YMe AHTHUTEN HANpPaBICHHBIX MPOTHB CEPOTHIIA
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JlobpaBa. B manHOil pabote, B mepBble Ha TeppuTOpuu JIIOOIMHCKOTO BOEBOJICTBA, ONHCAHBI
Cllyyau TIOJIOXKUTEIBHON pPEaKLUHM YeJIOBEUCCKOH CHIBOPOTKM C AHTHICHAMH XaHTaBHUPYCOB.
B uccnenyemoii rpymnme 161 pabGoTHuMka JeCHOrO XO03sicTBa OBUIM OOHApY)KEHBI TaKKe
crnienuduueckue anturena Auru-Borrelia burgdorfery 58 uenosex (36%).

0. MII. Kuan, A. HoBakoBcka, S. dyrkepiu, B. 3aiionn, A. Byiuik-®Partius,
I. XmeneBcka-bagopa, 3. CTpyneHok

BUSIBJIEHHST AHTU-XAHTABIPYCOBUX AHTUTLT Y JIICIBHUKIB HAIIIOHAJIBHOI'O
ITAPKY HA PO3TOYUI 1 JIICHULITBA ITYJIABU (JTFOBJITHCBKUUN MAKPOPEI'TOH)
INOIEPEJIHIN 3BIT

AHOTALNIA

VY cupoBarmi kpoBi Bix 161 mpamniBHuKa J1iCOBOrO TOCIIONApPCTBA, IO MPAMIOIOTH Y TPHOX
JiCOBHX paiioHax i HalliOHAaJbHOMY HapKy Ha Po3rouui (JIroGiiHCEKE BOEBOJCTBO) OyiM 00CTEekKEH]
TpH cepoutoriuni peakuii (IOA, HenpsiMa iMyHODIIFOOpECIICHILisl, IMyHOGIIOT) Ha HAsIBHICTH AHTHTLI
y knacax |gG i IgM, cnpsimoBanux mpot xaHTaBipyciB. besmocepenuso B kiaci 19G mosutuBHi
pe3yabraTd OyiiM BHSBICHI TiNBKK y TPboX 3 46 m0CiiIKyBaHHUX MNpaliBHHUKIB HalliOHAIBHOTO
napky Ha Posrouui (6,5%)i B omHoro 3 53 o6crexennx cniBpobiTHUKIB sicHuiTBa [Tynasu (1,9%).
3 4YOTHMPHOX CEPONO3UTHBHHUX pe3yibTaTiB, nBa OynaM KiacuQikoBaHi, SK HASBHICTH AaHTHUTLI
CIIPSIMOBaHUX MPOTH cepoTurty Ilyymaa, a aBa iHIIMX, K HASBHICTb aHTUTLJI CIIPSIMOBAHHUX MPOTH
cepotuny Jlo6paBa. ¥ maniif pobori, B mepmri Ha TepuTopii JII001iHCEKOr0 BOEBOACTBA, OMHCAHI
BHII/IKA O3UTHBHOI peakilii JIF0ICHKOI CHPOBATKU 3 aHTUTCHAMH XaHTaBipyciB. Y JOCIiDKyBaHiH
rpyni 161 npaniBHrKa JIiICOBOr0 TOCHOAAPCTBA OYJIM BHUSBJICHI TAaKOX CHENU(IYHI aHTUTIIA AHTH-
Borrelia burgdorfery 58 wonosik (36%).
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INFORMACJA
ZAKEADU HIGIENY | PARAZYTOLOGIH ~ SRODOWISKA
INSTYTUTU MEDYCYNY WSI w LUBLINIE
Zaktad Higieny i Parazytologirodowiska uprzejmie informujeg prowadzi:

« odptatry diagnostyk laboratoryjma (dla indywidualnych pacjentéw i zakladéw opiekradotnej) w
kierunku:

BRUCELOZA:

1. odczyn aglutynaciji

2. odczyn koaglutynaciji

3. odczyn wazania dopetniacza

4. odczyn aglutynacji z 2-merkaptoetanolem
5. Elisa IgM, IgA, IgG

GORACZKAQ:

1. test immunofluorescencji predniej IFA (1 i Il faza)
2. Elisa IgG i IgM w Il fazie

3. odczyn wizania dopetniacza

HANTAVIRUS (HANTAAN | PUUMALA)
1. Elisa lgM i IgG

» odpfatne badania biologiczne (dla potrzeb oczydmszziekéw, MPWi-6w, zaktaddéw produkcij
zwierzcej, zaktadow drobiarskich oraz producentéw i int@@w nawozow):
GLEBY
SCIEKOW
OSADOWSCIEKOWYCH
NAWOZOW ORGANICZNYCH
NAWOZOW ORGANICZNO-MINERALNYCH

Badania biologiczne obejmug:
* wykrywanie bakterii Salmonella
» badania w kierunku ogéinej i fekalnej grupy Coli
» badania w kierunku bakterii beztlenowych — Clostria spp.
* wykrywanie jaja pasigytéw jelitowych (Ascaris spp., Trichuris spp., Bmara spp.)

Jednoczénie cwiadczamy, ze zgodnie z obowrujacym Rozporadzeniem Ministra Rolnictwg
i Rozwoju Wsi z dnia 18.06.2008 (Dz. U. nr 119 p#@5), w sprawie wykonywania niektorych przepisow
ustawy o nawozach i naweniu Zaklad Higieny i Parazytologisrodowiska IMW w Lublinie jest
upowaniony do wydawania opinii w zakresie oddziatywamawozow organicznych i organiczno
mineralnych na zdrowie ludzi.




