Zakazenia hantawirusami ze szczeg6lnym uwzglednieniem populacji
europejskiej i ich obraz kliniczny na tle innych goraczek krwotocznych

STRESZCZENIE

antawiusy naleza do rodziny Bunyaviridae. Powoduja one dwie niebezpieczne dla czlo-

wieka choroby: w Azji i Europie goraczke krwotoczna z zespotem nerkowym (HRFS),
a w obu Amerykach tak zwany hantawirusowy zesp6l ptucny (HCPS). Wiekszosé hanta-
wiruséw przenoszona jest przez gryzonie, niemniej jednak jako rezerwuar hantawirusé6w
opisywane sa réwniez inne mate ssaki. Infekcje hantawirusowe sa trudne do rozpoznania z
powodu objawéw klinicznych podobnych jak przy infekcjach wywolanych przez inne wi-
rusy goraczek krwotocznych.

WPROWADZENIE

Rodzaj Hantavirus stanowig wirusy RNA nalezace do rodziny Bunyaviridae,
ktéra obejmuje réwniez cztery inne rodzaje: Nairovirus, Orthobunyavirus, Phle-
bovirus 1 Tospovirus. Poniewaz do dnia dzisiejszego zidentyfikowano ponad 300
wiruséw, wystepujacych na calym $wiecie, a nalezacych do tej rodziny, stano-
wig one realne, globalne zagrozenie dla zdrowia publicznego [1]. W odréznieniu
od pozostatych Bunyaviridae rezerwuarem hantawiruséw nie sa stawonogi [2].

Hantawirusy, podobnie do kilku innych wiruséw powodujacych zoonozy,
trwale zakazaja swoje naturalne rezerwuary, nie powodujac u nich oznak choro-
by, jednak u ludzi wywoluja rézne objawy kliniczne, w tym schorzenia o zréz-
nicowanym wskazniku umieralnosci [3,4]. Cho¢ obecnos$é hantawiruséw zostata
potwierdzona na wiekszosci kontynentéw, to odmienne gatunki tych wirusow
charakteryzuje r6zny obszar wystepowania [5].

Naturalnym rezerwuarem dla hantawiruséw sa gryzonie, takie jak nornice,
myszy, chomiki czy szczury, jednak coraz czesciej opisywane sg w literaturze
przypadki gospodarzy pod postacig ryjowek, kretéw oraz nietoperzy [2,6,7]. Po-
nadto istnieja doniesienia o seropozytywnych zwierzetach domowych, takich
jak psy i koty, ktére mogty ulec zakazeniu w wyniku kontaktu z zakazonymi
pierwotnymi gospodarzami [7]. Kazdy z hantawiruséw zwiazany jest z odreb-
nym gatunkiem gryzonia [6]. Hantawirusy, ktére zostaly zidentyfikowane w
Europie i Azji, nalezg do hantawiruséw Starego Swiata i s3 one przenoszone
przez cztery rodzaje gryzoni: Myodes, Microtus, Apodemus i Rattus, a takze przez
dwie rodziny owadozernych: Soricidae i Talpidae. Najbardziej rozpowszechnio-
nym rezerwuarem jest nornica ruda (Myodes glareolus), ktora jest nosicielem wi-
rusa Puumala [8].

Transmisja wirusa odbywa sie droga powietrzna poprzez wdychanie aerozoli
pochodzacych z moczu, katu lub sliny zakazonego zwierzecia, ale moze réwniez
by¢ wynikiem ukgszen przez zakazone zwierzeta [7].

ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA NA ZAKAZENIE WIRUSOWE

Infekcja wirusowa aktywuje wrodzong odpowiedZ immunologiczna, ktorej
celem jest zmniejszenie wirusowej replikacji [9]. Odpowiedz immunologiczna
moze by¢ aktywowana natychmiast po rozpoznaniu patogenu przez receptory
rozpoznajace patogeny (ang. pathogen recognition receptors; PRRs). Wsréd réz-
nych receptoréw uczestniczacych w wykrywaniu patogenéw, receptory TLR
(ang. toll-like receptor; receptory toll-podobne) odgrywaja wazna role w szlakach
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. TLR aktywujac szereg szlakéw sy-
gnalowych powoduje uwalnianie cytokin zapalnych i interferonu typu I [10].
Interferon typu I (IFN) odgrywa kluczowa role w mechanizmie odpowiedzi im-
munologicznej, zapewniajac ochrone antywirusowa i aktywacje komoérek wro-
dzonej odpowiedzi immunologicznej, jakimi sa naturalne komorki cytotoksycz-
ne (ang. natural killers; NK) [9]. Wirusowy dsRNA lub fragmenty RNA sa roz-
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poznawane przez receptory TLR, ktére kieruja kaskadami
sygnatowymi w komoérce gospodarza prowadzacymi do in-
dukcji INF typu I (ai ). Cytoplazmatyczne receptory RIG-I
oraz MDA5 wykrywaja wirusowy RNA i aktywuja domeny
CARDs (ang. caspase activation and recruitment domains; do-
meny aktywagji i rekrutacji kaspaz). CARDs odpowiadaja
za bezposrednie interakcje z MAVS (ang. mitochondria anti-
viral-signaling protein; mitochondrialne antywirusowe bial-
ko sygnalizacyjne), jak i gromadzenie komplekséw kaskady
sygnatowej. Po aktywacji MAVS wywotuje dalsza aktywa-
qje, fosforylacje i dimeryzacje zlokalizowanego w retikulum
endoplazmatycznym biatka STING (ang. stimulator of in-
terferon genes; stymulator genéw interferonowych). STING
jest biatkiem, ktére wiaze kompleksy kinazy TBK1 poprzez
swoja cytoplazmatyczng domene C-koricowa. Po zwigzaniu
z STING, TBK1 fosforyluje czynniki IRF3 (ang. interferon re-
gulatory factor 3; czynnik 3 regulujacy interferon) i IxB, po-
wodujac tworzenie dimeréw fosfo-IRF3 i aktywacje NF-xB
(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells). IRF3 i NF-«xB przemieszczajq si¢ do jadra, gdzie naste-
puje transkrypcja INF-f. Po indukcji, IFN-[ jest wydzielany
przez EC (ang. endothelial cells; komorki srédbtonka) i wigze
si¢ z receptorami IFN (ang. interferon-a/p receptor; IFNAR),
aktywujac tym samym kinazy JAK (ang. Janus-activated
kinases). Kinazy JAK fosforyluja bialka STAT (ang. signal
transducer and activator of transcription; biatka przetworniki
sygnatu i aktywatory transkrypcji), co prowadzi do indukcji
czynnikéw aktywujacych dalsze Sciezki sygnatowe, dzieki
ktérym mozliwa jest indukcja IFN i wzmozona transkrypcja
genéw stymulowanych przez interferon (ang. interferon sti-
mulated genes; ISG) [11].

W celu przetrwania hantawirusy rozwinety mechanizmy
unikania odpowiedzi immunologicznej, czesto poprzez ha-
mowanie szlakéw aktywujacych transkrypcje IFN [9]. Klu-
czowa role w unikaniu odpowiedzi immunologicznej przez
hantawirusy odgrywa glikoproteina Gn. Zawiera ona diugi
cytoplazmatyczny koniec (Gn-T), ktéry rekrutuje w cytopla-
zmie biatka wirusowe i komoérkowe. Gn-T blokuje wigzanie
pomiedzy TBK1-TRAF3 i STING-TBK1, hamujac tworzenie
kompleksu STING-PBK1-IRF3 i aktywacje NF-xB. Specy-
ficzne interakcje miedzy Gn-T a biatkiem STING i kinaza
TBK1 nie sa do korica poznane [11]. Niepatogenne hantawi-
rusy nie posiadajg zdolnosci hamowania indukcji INF [9].

CHOROBOTWORCZOSC HANTAWIRUSOW

Glownym zjawiskiem stojacym za patogeneza goraczki
krwotocznej z zespotem nerkowym (ang. hemorrhagic fever
with renal syndrome; HFRS) czy hantawirusowego zespolu
sercowo-plucnego (ang. Hantavirus cardiopulmonary syn-
drome; HCPS) jest wzrost przepuszczalnosdci srédbtonka
naczyniowego i ostra trombocytopenia [8]. Zwiekszona
przepuszczalnoé¢ naczyn obserwowana w zakazeniach
patogennymi hantawirusami jest zdarzeniem wieloczyn-
nikowym. Silna odpowiedz immunologiczna i uwolnienie
czynnikéw przepuszczalnodci moga przyczynia¢ sie do
zwigkszonej przepuszczalnodci naczyn. Réwniez infekcja
wirusowa $rédblonka moze inicjowaé¢ wyciek naczyniowy
i kaskade sygnalizacji komérkowej prowadzaca do hiper-
przepuszczalnosci naczyn [12]. W poréwnaniu z innymi
goraczkami krwotocznymi, ktére hamuja dojrzewanie za-
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kazonych komoérek dendrytycznych (ang. dendritic cell; DC),
hantawirusy indukuja ich dojrzewanie i tak wywoluja silna
odpowiedz komérkowsq podczas ostrej infekgji [8].

Zakazenie komoérek srédbtonka przez hantawirusy nie
powoduje efektu cytopatycznego zaréwno w warunkach
in vitro jak i in vivo, co doprowadzilo do hipotezy, ze od-
powiedzialna za patogeneze jest silna odpowiedZ immuno-
logiczna [7,9,13]. Zainfekowane monocyty i makrofagi wy-
twarzaja dodatkowe chemokiny, cytokiny i inne czasteczki
prozapalne, jak TNF-a (ang. tumor necrosis factor; czynnik
martwicy nowotworu) i reaktywne formy tlenu/azotu [12].
Zwigkszony poziom cytokin i chemokin oraz brak réwno-
wagi przy ich wytwarzaniu przyczyniaja si¢ do zwieksze-
nia przepuszczalnosci srédblonka naczyniowego, a tym sa-
mym do ciezkiego przebiegu choroby [4,10]. Adaptacyjny
uklad odpornosciowy, ktéry sklada sie z cytotoksycznych
limfocytow T i limfocytéw B, wytwarza swoiste przeciwcia-
ta. Chociaz te odpowiedzi sa kluczowe dla odpowiedzi im-
munologicznej moga réwniez prowadzi¢ do uszkodzen ko-
morek gospodarza, jesli nie sa odpowiednio regulowane [4].

Silna reakcja limfocytéw T obejmuje wytworzenie cyto-
toksycznych komérek CD8 i w mniejszym stopniu CD4 [4].
Istnieja jednak rézne typy komoérek CD8 o ré6znych mechani-
zmach efektorowych, w tym cytolityczne i niecytolityczne,
ktoére przyczyniaja sie do odpornosci na infekcje wirusowaq
[13]. Komérki CD4 po rozpoznaniu antygendéw, réznicuja
sie na co najmniej dwie podgrupy komérek pomocniczych
- Th1 i Th2 [8,15]. Komérki Thl wytwarzaja IFN-y i TNF-p.
Komoérki Th2 wytwarzajg interleukiny IL-4 i IL-5 oraz roz-
wijaja odpowiedZ humoralng i alergiczng. Indukowane re-
gulatory limfocytow T wytwarzajacych IL-10 i TGF-a (ang.
transforming growth factor; transformujacy czynnik wzrostu)
odgrywaja wazna role w regulowaniu odpowiedzi immu-
nologicznej i patologii wywotanej infekcja [4,8].

Cytokiny, takie jak TNF-a, IL-6 i IL-1, pelnig funkcje
mediatoréw, ktére wywoluja goraczke, wstrzas septyczny.
TNF-a, IFN-B i IL-6 sg cytokinami, ktére odpowiadaja za
zwiekszona przepuszczalno$é komorek srédbtonka [4,10].
Nadprodukcja TNF-a moze powodowaé¢ do toksyczno-
ci ogolnoustrojowej. W warunkach in vitro TNF-a moze
prowadzi¢ do zwiekszonej przepuszczalnosci pojedynczej
warstwy komorek srédblonka bez widocznego efektu cyto-
patycznego [10]. Infekcja srédbtonka naczyniowego i wcze-
sne wydzielanie VEGF (ang. vascular endothelial growth fac-
tor; czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego) powoduje
przerwanie polaczen i deregulacje VE-kadheryny, ktéra
odpowiada za polaczenia miedzykomoérkowe. Fosforylacja
w obrebie VE-kadheryny powoduje odlaczenie fragmen-
tow sasiadujacych dimeréw VE-kadheryny, a to z kolei jest
przyczyna pojawienia si¢ miedzykomoérkowych szczelin
[7]. W warunkach in vivo VEGF jest wydzielany przez in-
aktywowane wirusami komorki T, plytki krwi i makrofagi.
W tych warunkach czynniki przenikalnosci (TNF-a i/lub
VEGF) osiagaja wysokie stezenia w mikrokrazeniu ptuc,
powodujace nadmierng przepuszczalnosé naczyn [12].

Wzrost poziomu IL-10, INF-y i TNF-a zostal wykryty u

pacjentow z infekcja wirusem Dobrava-Belgrade (DOBV)
i Puumala (PUUV). Znaczaco poniesione poziomy IL-10 i
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TNF-a wystapily u pacjentéw z ciezszym przebiegiem kli-
nicznym. Bardziej dotkliwa posta¢ nefropatii epidemicznej
(NE) charakteryzuje si¢ podniesionym poziomem proza-
palnych cytokin IL-6 i TNF-a, ale réwniez spadkiem po-
ziomu TGF-P. U pacjentéw z NE cytotoksyczne komoérki T
moga przyczyniac si¢ do uszkodzen naczyn wlosowatych
poprzez immunopatologie, ale réwniez przez zwiekszenie
koncentragcji tlenku azotu i TGF-a [8]. Wykryto kilka cyto-
kin, szczeg6lnie w tkance ptucnej od pacjentéw ze $miertel-
nym HCPS, w tym tych potencjalnie wytwarzanych przez
limfocyty T, takich jak TNF-a, IL-2, IL-6 i IFN-y. Zaréwno
TNF-q, jak i IL-2 moga zwiekszaé przepuszczalnos$¢ naczyn
[12].

Czynniki jadrowe i transkrypcyjne w zakazonych ko-
morkach réznig sie w zaleznosci od rodzaju hantawirusa.
Zakazenie aktywuje czynniki transkrypcyjne takie jak: IRF-
7, IRF-1 czy IRF-9. Aktywno$¢ tych czynnikéw jest mniejsza
w zakazeniach niepatogennymi hantawirusami. Dla aktyw-
nosci IRF-3 kluczowa jest translokacja jadrowa, ktéra obej-
muje aktywacje cytokin oraz IFN. IRF-3 aktywacje cytokin
oraz IFN. IRF-3 kontroluje aktywacje transkrypcji genéw
chemokin CCL5, podczas gdy IRF-1 i IRF-3 reguluja ekspre-
sje biatka MxA. Biatko MxA jest kluczowym mediatorem
przeciwwirusowego dziatania IFN typu I, zapewniajacego
odporno$¢ na szeroki zakres wiruséw RNA. Istnieja dwa
rodzaje bialek Mx u ludzi: MxA i MxB, przy czym tylko
MxA wykazuje aktywnos¢ przeciwwirusowa. W zainfeko-
wanych komoérkach wystepuje zwiekszony poziom CCL5 i
MxA. Dlatego mozna stwierdzi¢, ze indukowane przez han-
tawirusy IRF-1 i 3 moga prowadzi¢ do zmian w ekspresji
cytokin i INF w zakazonych komérkach [9].

Ludzkie geny HLA kodujace gléwny uklad zgodnosci
tkankowej (ang. major histocompatibility complex; MHC) kla-
sy I zostaly skorelowane z fagodnym lub ciezkim przebie-
giem infekcji hantawirusowej. Genetyczna predyspozycja
do ciezkiego przebiegu choroby HFRS réwniez jest zwiaza-
na z typem HLA, jednak rézne hantawirusy sg zwigzane z
réznymi haplotypami. Ciezka posta¢ HFRS spowodowana
zakazeniem PUUV zwigzana jest w szczeg6lnosci z haplo-
typem HLA-B*8 [16]. Ten sam haplotyp HLA jest skorelo-
wany z ciezkim przebiegiem HCPS po zakazeniu wirusem
Andes (ANDV). Allel HLA-B*35, u zakazonych ANDV, wy-
kryto u pacjentéw z tagodna postacia choroby HCPS [12].
Haplotyp HLA-B*35 wystepuje czesciej w ciezkim postepie
choroby u pacjentéw zakazonych wirusem DOBV, zwtasz-
cza w przypadkach $miertelnych [8]. U pacjentéw z HCPS
zakazonych wirusem Sin Nombre (SNV) allel HLA-B*35 jest
zwigzany z ciezkimi przypadkami choroby [7,8,12].

OBRAZ KLINICZNY GORACZKI KRWOTOCZNE]
Z ZESPOLEM NERKOWYM (HFRS)

Zakazenie wirusami powodujacymi goraczke krwotocz-
na z zespolem nerkowym (ang. hemorrhagic fever with renal
syndrome; HFRS) moga przebiega¢ z réznym nasileniem
objawéw, w zaleznoéci od rodzaju wirusa powodujacego
zakazenie. Obraz kliniczny HFRS manifestuje sie od fagod-
nych objawéw do zakazen o ciezkim przebiegu. HFRS wy-
wolane przez wirusy Puumala (PUUV) i Saarema (SAAV)
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charakteryzuja sie tagodnym przebiegiem i niskim pozio-
mem $miertelnoéci (<1%). Zakazenia powodowane przez
wirusa Amur (AMRV) i DOBV maja zazwyczaj ciezki prze-
bieg z wyzszym poziomem $miertelnoéci (5-15%).

Przebieg kliniczny choroby hantawirusowej mozna po-
dzieli¢ na nastepujace stadia: goraczka, hipotensja, oliguria,
poliuria i stadium rekonwalescencji. W zakazeniach spowo-
dowanych przez AMRV i DOBV objawy kliniczne sa bar-
dziej nasilone niz w zakazeniach wywotanych przez wiru-
sa Seoul (SEOV). Okres inkubacji trwa od 2 do 4 tygodni
[10,15]. Objawy takie jak: wysoka goraczka, dreszcze, béle
glowy, b6l w okolicy nerek, bole brzucha, nudnosci i wy-
mioty pojawiaja sie gwattownie [5,17]. Odnotowano réw-
niez wystepowanie sennosci i zaburzenia widzenia [8,13].
Pierwsze stadium trwa zazwyczaj od 3 do 7 dni, w ktérym
pod koniec okresu pojawiaja sie drobne, punktowe wybro-
czyny na podniebieniu i wylewy dospojéwkowe. Stadium
hipotensyjne moze trwa¢ od kilku godzin do 2 dni. W ciez-
kich przypadkach szybko sie rozwija niedociénienie i szok
hipowolemiczny. Na tym etapie 1/3 zgonéw wiaze sie z na-
glym wstrzasem. Charakterystyczna jest matoptytkowosé,
leukocytoza i krwotoki. Objawy krwotoczne moga obejmo-
wacé: wybroczyny na skérze, bonie §luzowej i spojowkach,
krwotoki z nosa, krwawe wymioty, krwiomocz i ciezkie
krwotoki wewnatrzczaszkowe. Stadium oligurii trwa od 3
do 7 dni. Ci$nienie krwi normuje sie, jednak funkcje nerek
sa przejSciowo ograniczone, co prowadzi do skapomoczu
lub nawet bezmoczu, bialtkomoczu, zaburzen w osadzie
moczu, wlacznie z krwiomoczem mikroskopowym i azote-
mia. Podczas tego stadium, zwykle wystepuje bol brzucha
lub okolic nerek [8]. Pacjenci z ciezkimi objawami musza
by¢ leczeni za pomocg hemodializ [15]. Wyniki badan la-
boratoryjnych wskazuja podwyzszone stezenie kreatyniny
i mocznika w surowicy. Polowa zgonéw jest zwigzana ze
stadium, w ktérym dochodzi do skapomoczu [10,15]. Pod-
czas poliurii czynnosci nerek i drég moczowych zaczynaja
powracaé i zwieksza sie ich wydajnoéé, co stanowi pozy-
tywne rokowanie dla pacjenta. Czas trwania choroby waha
sie od kilku dni do kilku tygodni, choé sam proces rekonwa-
lescengji jest diugi i moze trwac do 6 miesiecy [8]. U dzieci,
w odréznieniu od oséb dorostych, obraz kliniczny choroby
wywolanej przez hantawirusy charakteryzuje sie fagodniej-
szym przebiegiem [8].

OBRAZ KLINICZNY HANTAWIRUSOWEGO
ZESPOLU SERCOWO-PLUCNEGO (HCPS)

W poréwnaniu do HFRS, hantawirusowy zespoét serco-
wo-plucny (HCPS) ma ciezszy i bardziej gwaltowny prze-
bieg. Odsetek zgonéw wynosi od okolo 30 do 50%. Sredni
okres inkubacji po ekspozycji do poczatku objawéw wynosi
18-19 dni, wahajac sie od 11 do 32 dni (ANDV) i od 9 do 33
dni dla hantawirusa Sin Nombre [18].

Obraz kliniczny wystepuje w trzech stadiach [20]. Pierw-
sze stadium choroby, w ktérej dochodzi do pierwszych
manifestacji objawéw choroby jest zazwyczaj krétkie i nie-
specyficzne. Podobnie jak w HFRS charakteryzuje sie ono
niespecyficznymi objawami grypopodobnymi, takimi jak:
goraczka, dreszcze, bl glowy, bol mieéni, b6l brzucha, nud-
nosci, wymioty i biegunka [7,20]. Drugie stadium choroby
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to stadium krazeniowo-oddechowe, w ktérym poczatkowo
wystepuje kaszel, dusznosci i czestoskurcz. Nastepnie u za-
kazonych pacjentow gwattownie rozwija sie ostry niekar-
diogenny obrzek pluc, spowodowany wyciekiem z naczyn
wlosowatych i niedociénienie tetnicze. Szybko rozwijaja-
ce sie obustronne nacieki (czasami zwigzane z wysiekiem
oplucnowym) powoduja niewydolnoé¢ oddechowa [8,21].
W ciezkich przypadkach nastepuje kwasica mleczanowa,
hemokoncentracja i wstrzas kardiogenny, ktory jest gtowna
przyczyna zgonu [7,18]. Wystepuja réwniez objawy krwo-
toczne, takie jak hematuria czy krwawienie jelitowe.

Obraz laboratoryjny obejmuje trombocytopenie, leuko-
cytoze lub leukopenig, wysokie miano hematokrytu i limfo-
cytow obwodowych, nieprawidlowe wyniki préb watrobo-
wych, tagodny wzrost kreatyny, hiponatremie i biatkomocz

[71.

Stale rosnaca liczba przypadkéw goraczek krwotocz-
nych z zespotem nerkowym z udzialem niewydolnosci pluc
i liczba przypadkéw hantawirusowego zespolu ptucnego z
zaburzeniami czynnosci nerek doprowadzita do wniosku,
Ze objawy obu zespoléw cze$ciowo sie pokrywaja [22,24].

ROZNICOWANIE Z INNYMI CZYNNIKAMI
ETIOLOGICZNYMI GORACZEK KRWOTOCZNYCH

Czynnikami etiologicznymi wirusowych goraczek krwo-
tocznych sa 4 rodziny wiruséw: Arenaviridae, Bunyaviridae,
Filoviridae, i Flaviviridae, ktére takze wywoluja choroby od-
zwierzece [24,25]. Okres wylegania choréb wywolywanych
przez wirusy goraczek krwotocznych moze wynosi¢ od kil-
ku dni do kilku tygodni. Obraz kliniczny zalezy od rodzaju
wirusa i od jego tropizmu narzadowego [17,26].

Odpowiednia diagnoza jest istotnym czynnikiem w le-
czeniu choréb wirusowych. Niemniej jednak infekcje wiru-
sowe sa trudne do odréznienia, szczegélnie na samym po-
czatku [27]. Rozpoznanie wirusowych goraczek krwotocz-
nych opiera si¢ na wywiadzie, obrazie klinicznym, a takze
diagnostyce laboratoryjnej oséb chorych, ktére powrdcity
lub przebywaja w rejonach endemicznego wystepowania
VHEF (ang. viral hemorrhagic fevers; wirusowe goraczki krwo-
toczne) [17]. Diagnostyka laboratoryjna bazuje na izolacji
patogenu z materiatu biologicznego, w tym krwi, moczu i
§liny, przy uzyciu metod biologii molekularnej lub metod
serologicznych [17,28].

Izolacja wiruséw z surowicy, osocza i innych pltynéw
ustrojowych moze byé przeprowadzana tylko w laborato-
rium BSL-3 i 4 [29]. Mikroskopia elektronowa (ang. electron
microscopy; EM) moze by¢ uzyta do identyfikacji wirusa na
podstawie cech strukturalnych z materialéow klinicznych.
Hodowla wiruséw w warunkach in vitro pozostaje wcigz
pomocna w charakteryzowaniu nowych wiruséw lub ich
odmiennosci, jednak przygotowanie probek dla EM wyma-
ga dostepu do wysoce wyspecjalizowanych laboratoriow,
a zakonczenie tych procedur moze by¢ dlugotrwate. W re-
zultacie metody te nie sa juz stosowane jako pierwsza linia
diagnostyczna [30].
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Badanie immunoenzymatyczne (ang. enzyme-linked im-
munosorbent assay; ELISA) to jedna z najczesciej wykorzy-
stywanych metod wykrywania przeciwciat IgG i IgM. Jed-
nak metody serologiczne nie sa miarodajne w diagnozowa-
niu ostrych zakazeri VHF, poniewaz obecnos¢ przeciwciat
klasy IgM moze wskazywaé na rézne stadia zakazenia,
w tym wczedniejsze zakazenia objawowe i nie objawowe.
Rozpoznanie niedawnego zakazenia VHF moze wymagac
dodatkowych pobran krwi w celu ustalenia czy pacjent ma
podwyzszone miano przeciwcial IgM. Diagnostyka sero-
logiczna czesto nie jest specyficzna z powodu czestych re-
akcji krzyzowych miedzy blisko powigzanymi wirusami,
zwlaszcza wsréd Bunyaviridae i Flaviviridae. Pomimo pro-
bleméw zwiazanych z metodami serologicznymi, w tym re-
akcjami krzyzowymi, metody te sa zlotym standardem przy
wykrywaniu Bunyaviridae [30].

Wykrywanie kwasu nukleinowego stalo sie powszech-
nym narzedziem diagnostycznym choréb wirusowych, w
tym VHEF. Testy RT-PCR opracowano dla wiekszosci wi-
ruséw VHEF. Jednak wykrywanie jednego patogenu za po-
moca tej metody, mialo ograniczenia na obszarach, w kto-
rych wystepuje endemicznie wiecej niz jeden wirus VHF.
W 2002 roku wprowadzono multiplex-PCR, z mozliwoscig
wykrycia réznych wiruséw goraczek krwotocznych, ktéry
ma czulos¢ i swoistoé¢ poréwnywalng z RT-PCR [30]. Zmo-
dyfikowane techniki amplifikacji kwaséw nukleinowych,
takie jak nested PCR lub semi-nested PCR, moga zwiegk-
szy¢ czutosé 1 swoistoéé. Detekgja filowiruséw metoda PCR
opiera si¢ na wykrywaniu wysoko konserwatywnego genu
kodujacego polimeraze oraz genu glikoproteiny do wykry-
wania wszystkich podtypéw wirusa Eboli (z wykluczaniem
wirusa Marburg), jak i genu kodujacego nukleoproteiny
[29]. Wirus krymsko-kongijskiej goraczki krwotocznej wy-
krywa sie poprzez skierowanie na segment S RNA, a wirus
goraczki doliny Rift na segmenty M i S. Czulos¢ testow do
wykrywania buniawiruséw (66-70%) nie jest tak wysoka,
jak w przypadku filowiruséw (blisko 100%).W przypadku
arenawiruséw celem jest segment S RNA. Jednakze ten seg-
ment jest bardzo zmienny, do wykrycia wszystkich szcze-
poéw potrzebnych jest kilka starteréw wykorzystywanych
w metodzie PCR. Zaprojektowane zostaly réwniez startery
dla segmentu L. Startery wirusa z6ltej goraczki (flawiwirus)
sa skierowane na wysoce konserwatywny gen NS5 [29].

Aptamery to czasteczki jednoniciowego kwasu nukle-
inowego, sktadajace sie z DNA lub RNA, ktére wigza sie z
czgsteczkami organicznymi lub nieorganicznymi - od poje-
dynczych atoméw do szerokiego zakresu bialek. Charakte-
ryzuja si¢ wysoka specyficznoscig wobec czasteczki docelo-
wej i powinowactwem wigzania [27]. Aktualne badania nad
ich wykorzystaniem w terapii choréb wirusowych nie sg
wystarczajaco rozwiniete. Sa one gtéwnie skupione na do-
brze znanych wirusach, takich jak HIV-1, HCV, HBV, HPV,
SARS-CoV i grypa. Badania na temat innych wiruséw nie s
przeprowadzane systematycznie. Dobrym przykladem sg
okazjonalnie przeprowadzone badania z aptamerami prze-
ciwko wirusowi goraczki doliny Rift, Dengii innymi arbo-
wirusami. Ze wzgledu na szybki wzrost populacji i rézne
odmiany wiruséw, ktére sa czesto oporne na standardowe
leczenie terapeutyczne, istnieje wyrazna potrzeba opraco-
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wania nowych metod diagnostycznych, charakteryzujacych
sie¢ wysoka czuloscig i swoistoscia, umozliwiajacych weze-
sne i szybkie wykrywanie patogenu [27].

DIAGNOSTYKA

Standardowym narzedziem diagnostycznym jest wy-
krywanie przeciwcial IgG i IgM za pomoca testéw serolo-
gicznych. Jednym z pierwszych testéw stosowanych w dia-
gnozowaniu HFRS w Europie i Azji byt posredni test im-
munoflouorescencyjny (ang. immunofluorescence assay; 1FA)
z wykorzystaniem komoérek zakazonych hantawirusem.
Uzywanie komoérek zainfekowanych wirusami do testow
serologicznych nie jest powszechnie stosowane, poniewaz
wymaga to laboratoriéw BSL-3 [15].

Najczesciej stosowanym testami serologicznymi sa testy
immunoenzymatyczne (ELISA). U wszystkich pacjentéw
obecne sa przeciwciala IgM i IgG wykryte po wystgpieniu
objaw6w krwotocznych, jednak czutosé wykrywania tych
przeciwcial moze by¢ mniejsza podczas etapu prodromal-
nego infekgji, utrudniajac w ten sposéb wczesna diagnoze.
Roéwniez czuloé¢ i swoistos¢ testow klinicznych w wykry-
waniu hantawiruséw w okreslonych obszarach moga sie
rézni¢ w zaleznosci od antygenu N stosowanego jako an-
tygen wychwytujacy. W celu poprawy zdolnosci wykrywa-
nia i diagnostyki zakazen hantawirusami opracowano testy
na jednoczesne wykrywanie przeciwcial w stosunku do
najwazniejszych klinicznie hantawiruséw Starego i Nowe-
go Swiata, a takze testy na obecnoé¢ wirusow krazacych w
okreslonych obszarach z uzyciem homologicznego antyge-
nu N. Wiekszos¢ testéw obecnie wykorzystuje rekombino-
wane biatko nukleokapsydowe N. Odpowiedzi przeciwciat
przeciwko glikoproteinom Gn i Ge nie majg znaczenia dia-
gnostycznego, poniewaz rozwijaja sie pozniej i sa znacznie
mniej konserwatywne [31]. Powazna wada jest jednak po-
tencjalna krzyzowa reaktywnosc¢ przeciwcial hantawirusa z
innymi antygenami wirusowymi [19].

RT-PCR jest metoda, ktéra umozliwia wykrycie wiruso-
wego RNA we krwi, skrzepie lub tkankach uzyskanych w
ciggu pierwszych 10 dni choroby. Jedyna wada tej opartej
na PCR metody jest to, Ze jest ona dodatnia tylko podczas
wiremii. Ze wzgledéw praktycznych wykrywanie przeciw-
cial wirusowych za pomoca testu ELISA pozostaje aktualne
w diagnostyce zakazen [19].

PODSUMOWANIE

Wirusowe goraczki krwotoczne sg ciezkimi chorobami
zakaznymi. Rozwdj technik badawczych w dziedzinie mi-
krobiologii, immunologii i biologii molekularnej jak réw-
niez pojawienie sie nowych jeszcze nie sklasyfikowanych
gatunkéw i odmian mikroorganizméw wywolujacych cho-
roby zakaZne sprawiaja, ze z kazdym rokiem wykrywane sa
nowe czynniki biologiczne.

Hantawirusy to rodzaj wirusow RNA, z ktérych co naj-
mniej pie¢ - Puumala (PUUV), Dobrava-Belgrad (DOBV),
Tula (TULV), Saarema (SAAV) i Seoul (SEOV) wystepuje w
Europie [32]. Dokladny wplyw hantawiruséw na zdrowie
czlowieka jak i patogeneza zakazenia nie zostaly do kon-
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ca poznane. Ponadto istnieja hantawirusy i ich potencjalne
rezerwuary, ktére nie zostaly jeszcze doktadnie scharakte-
ryzowane.

Zmiany $rodowiskowe moga wplynac¢ na rozklad geo-
graficzny, iloé¢ i dynamike przemieszczania sie gryzoni,
a tym samym na epidemiologie choréb hantawirusowych
[19]. Ze wzgledu na zwiekszona miedzynarodowa turysty-
ke w regionach, w ktérych warunki sprzyjaja przenoszeniu
choréb zakaznych, goraczki krwotoczne staly sie powaz-
nym wyzwaniem dla klinicystéw i naukowcow.

Aby poprawié¢ profilaktyke zakazeni hantawirusowych,
konieczne jest lepsze zrozumienie czynnikéw i grup ryzyka,
oraz skutecznosci srodkéw zapobiegawczych. Powinno to
obejmowac interdyscyplinarng wspoétprace (miedzy specja-
listami zdrowia publicznego, ekologami, lekarzami).

Niemniej jednak, hantawirusy pozostana istotnym za-
grozeniem dla zdrowia, a wywolywane przez nie choroby
zastuguja na uwage naukowcéw i specjalistow zdrowia
publicznego oraz zwiekszong $wiadomos¢ kliniczng w za-
kresie wplywu zakazer hantawirusowych na zdrowie pu-
bliczne.
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Infections with hantavirus, with particular emphasis on the European
population and their clinical picture against other hemorrhagic fevers

mgr. Kamila Julia Stopnicka, dr n. med. Szymon Walter de Walthoffen, dr hab. n. med. Tomasz

Dzieciatkowski®

Chair and Department of Medical Microbiology, Medical University of Warsaw, Chalubinskiego 5, 02-004 Warsaw, Poland

HCorresponding author: tdzieciatkowski@wum.edu.pl

Keywords: hantaviruses, viral infections, heamorrhagic fever, diagnostic methods, zoonoses

ABSTRACT

Hantaviruses belong to Bunyaviridae family. They are the cause of two diseases dangerous for human: in Asia and Europe hemorrhagic fever
with renal syndorme; in Americas hantavirus cardiopulmonary syndrome. Most of hantaviruses are being spread by rodents, however other
small mammals also can be the reservoir. Hantavirus infections are difficult to distinguish, because of the similar clinical symptoms to those
caused by other hemorrhagic fever viruses.
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